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RESUMO

Um aspecto pouco explorado na literatura, é o carater sistémico das
alteragbes vasculares induzidas pela angiotensina Il (All). Teoricamente,
todos os tecidos podem ser afetados, visto que os receptores da All ja foram
identificados em varios 6rgaos. Os trabalhos que avaliam o efeito da All no
miocardio sdo concordantes no sentido de indicar lesdes envolvendo vasos e
tecido muscular. Nao encontramos qualquer estudo que avaliasse 0 impacto
dessas lesbes na funcdo ventricular, numa fase que precede a fibrose
miocérdica.

Foram utiizados 65 ratos Wistar, machos, com aproximadamente
250g de peso corporeo, divididos em quatro grupos: controle (n=16), ratos
tratados com All (n= 17), ratos tratados com All + carvedilol (90 mg/kg/dia; n
= 15) e All + losartan (30 mg/kg/dia; n = 17). A infusdo continua de All foi
realizada na dose de 150 hg/min, através de mini-bombas osmdéticas
colocadas no subcutdneo no dorso do animal. O registro das pressdes
arteriais caudais (PA) dos animais de cada grupo foi obtido,
aproximadamente, 24h antes da implantagio da minibomba e antes da
realizacdo da eutandsia. Foram realizados cortes histologicos de miocardio,
rim e figado para coloracdo pela hematoxilina-eosina e observacdo das
areas de necrose. A intensidade das lesbes foi definida por meio de escores.
Uma parte dos animais foi destinada ao estudo histolégico e a outra ao
estudo do coracdo isolado. Também foi realizada a técnica de imuno-
histoquimica para identificacdo de macréfagos e a técnica vermelho-congo
azul de toluidina para mastécitos e eosindfilos. A fungcdo ventricular foi
avaliada no coracao isolado (preparacdo de Langendorff). Os resultados
foram comparados com o0s ratos do grupo controle, sem qualquer tratamento,

por meio de ANOVA com nivel de significancia p<0,05.



Houve aumento significante da PA nos grupos All e All + carvedilol em
relacéo ao controle (165 30 mm Hg e 181 35 mm Hg vs 126 13 mm Hg,
p<0,01). O losartan preveniu a hipertensdo. A analise histopatologica
mostrou inflamacdo perivascular e necrose da parede de arteriolas
intramiocardicas, renais e hepaticas, parcialmente prevenidas com a
utilizacdo de carvedilol e com losartan. Observamos que em todos o0s
grupos a intensidade das lesdes tissulares foi menor do que a intensidade
das lesbes vasculares, sem diferenca estatistica entre os grupos estudados.
foram identificados macréfagos e mastécitos em todos os tecidos, incluindo
os controles. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos tratados e 0s
controles quanto a funcéo ventricular.

Concluiu-se que: 1) A All causa lesbes vasculares em coracao,
Figado e rim, indicando efeito vasculotoxico sistémico; 2) No periodo estudado,
as lesbes vasculares sdo nitidamente mais acentuadas que as alteracoes
tissulares, independente do 6rgéao avaliado; 3) Existe efeito hepatotoxico
direto da All, mais evidente na zona 3 do acino hepatico; 4) As alteracdes
histolégicas em miocérdio, causadas pela infusdo continua de All por 72
horas, ndo séo suficientes para causar disfuncéo ventricular analisada no
coracao isolado; 5) Ha protecédo conferida pelo carvedilol, confirmando a
participacéo de receptores e - adrenérgicos no mecanismo de agressao
induzida pela All; 6) O losartan, na dose utilizada, apresenta efeito protetor
parcial.

Palavras-chave: Angiotensina Il; lesdes histopatoldgicas; losartan; carvedilol;
fungéo ventricular; coracéo isolado de rato; hipertenséo arterial.



ABSTRACT

The systemic aspect of vascular damage induced by angiotensin I
(All) is poorly explored in the literature. Considering the presence of All in
various organs, all these tissues might be affect by of All. There is an
agreement among the authors in relation to the effects of All on the
myocardium as involving vessels and myocytes. There is no published
data regarding the impact of these lesions on ventricular function
preceeding myocardial fibrosis.

Sixty five male Wistar rats, (250 + 20g) distributed in four groups
were used: control (n=16), treated with All (n=17), with All + carvedilol (90
mg/kg/d, n=15) and All+ losartan (30 mg/kg/d, n=17). All was infused
continuously at 150 hg/min (for 72 hs) by subcutaneous osmotic pumps.
Tail cuff blood pressure was recorded 24 hours before the mini-pump
implantation and before euthanasia. Histological sections of the
myocardium, kidney and liver were stained by haematoxylin and eosin and
observed for presence of necrosis. The injury intensity was scored.
Immunohistochemistry was used for macrophages identification and congo
red toluidine blue for identification of mast cells and eosinophils. The
ventricular function was evaluated in the isolated heart (Langendorff
preparation). The results were compared with untreated control rats, by
ANOVA and the statistical significance was set at p<0,05.

Blood pressure was higher in the groups All and All + carvedilol
compared to control (165 + 30 mmHg e 181+ 35 mmHg vs 126 + 13
mmHg, p<0,01). Losartan prevented hypertension. Histopathological
analysis showed perivascular inflammation and necrosis of arteriolar wall
in the myocardium, kidney, and liver. Carvedilol and losartan partially
protected the organs. The intensity of tissular lesions was less than the
vascular lesions, without statistical difference among the groups. There

were macrophages and mast cells in all tissues analyzed. There was no



difference between the treated groups and the ventricular function
controls.

It was concluded that: 1) All causes vascular injury in the heart,
kidney and liver, indicating a sistemic vasculotoxic effect; 2) At 72 hours
evaluation vascular lesions are more pronounced than tissular lesions,
regardless the organ studied; 3) All has a direct hepatotoxic effect, that is
more evident at zone 3 of the hepatic acinus; 4) These myocardial
histological changes induced by continuous infusion of All do not cause
ventricular dysfunction in the isolated heart; 5) Carvedilol protects the
organs from All, suggesting the participation of a and b - adrenergic
receptors in the mechanism of All-induced damage; 6) Losartan partially

protects the organs at the used dose.

Keywords: Angiotensin II; histological lesions; losartan; carvedilol;

ventricular function; isolated heart; arterial hypertension.



1. Introducéo

O Sistema Renina Angiotensina Aldosterona (SRAA) contribui para
a regulacdo do sistema cardiovascular, mantendo o equilibrio
hemodinamico do organismo.

Observacdes recentes demonstraram que 0 SRAA parece
desempenhar um importante papel na fisiopatologia das doencas
cardiovasculares (Yamagishi et al., 1993).

O horménio angiotensina 1l (All) € um dos mais potentes
vasoconstritores conhecidos. Situacdes patolégicas acompanhadas de
gueda da pressédo arterial resultam em aumento dos niveis circulantes de
All. Esse mecanismo de compensacdo envolve a liberagcdo renal da
enzima renina (Guyton, 1991).

Quando o fluxo sanglineo renal esta diminuido, as células
justaglomerulares (localizadas na parede das arteriolas aferentes,
imediatamente proximais aos glomérulos) secretam renina para 0 sangue.
A renina é uma enzima que catalisa a conversao do angiotensinogénio
em angiotensina |. A renina persiste no sangue por uma hora e continua a
formar a angiotensina | durante todo o tempo. Poucos segundos apés a
formacdo de angiotensina |, verifica-se a acdo da enzima conversora de
angiotensina, formando o octapeptideo angiotensina Il. Essa converséo
ocorre principalmente nos pulmdes. A angiotensina Il persiste no sangue

por alguns minutos, sendo rapidamente inativada por numerosas e



diferentes enzimas teciduais e sangiineas chamadas em conjunto de
angiotensinases (Guyton, 1991).

Durante a sua permanéncia no sangue, a angiotensina |l produz
varios efeitos que podem elevar a pressdo arterial. Um dos efeitos que
ocorre com muita rapidez é a vasoconstricdo sobretudo das arteriolas e,
em menor extensao, das veias.

A cortex adrenal foi o primeiro tecido onde se identificaram
receptores para a All (Chiu et al., 1989; Whitebread et al., 1989).

A angiotensina Il também exerce os seus efeitos através da
ativacao de receptores especificos presentes nos vasos, na adrenal, no
cérebro, no figado e nos rins (Chiu et al., 1989).

Além da vasoconstri¢cdo, os outros efeitos da All estéo relacionados
principalmente aos volumes de liquido organico e, assim, sdo descritos:
efeito direto sobre os rins, causando diminuicdo da excrecdo de agua e
sal, e estimulacdo da secrecdo de aldosterona pelo cortex supra-renal.
Esse horménio, por sua vez, também produz a diminuicdo da excrecao de
agua e sal pelos rins. Ambos os efeitos tendem a elevar o volume
sanguineo, e este € um fator importante na regulagdo da pressao arterial
a longo prazo (Guyton, 1991).

No que se refere ao coragdo, descrevem-se quatro efeitos
principais da angiotensina Il: acéo inotropica positiva direta sobre o

miocardio; efeito inotropico adicional, resultante do aumento do ténus



simpético; aumento da frequéncia cardiaca; e vasoconstricdo coronariana
(Ikram,1996).

Estas acOes da angiotensina Il sdo mediadas pela ativacdo de
receptores especificos que estdo distribuidos nos tecidos alvo. Foram
identificados receptores da angiotensina Il no coragdo, nos vasos
sangulineos, nos rins e nas glandulas adrenais (Johnston, 1994). Segundo
Chiu et al. (1989) e Whitebread et al. (1989), foi demonstrada a existéncia
de, pelo menos, dois subtipos de receptores, denominados tipo | e tipo Il
(AT e ATy).

A maior parte dos efeitos biologicos da All, sdo mediados pelo
receptor ATi, embora outros subtipos tenham sido identificados
(Timmermans et al., 1993).

Além dos efeitos sobre a funcdo cardiaca, descritos anteriormente,
muita atencdo vem sendo dedicada as alteracbes morfologicas e
estruturais do miocardio, dependentes da angiotensina Il.

Na insuficiéncia cardiaca, os niveis circulantes de norepinefrina e
All estdo aumentados, em resposta as reducdes da pressdo arterial
sistémica e do fluxo plasmaético renal.

A importancia fisiopatolégica destas evidéncias reside no fato de
que a ativacdo compensatoria do sistema adrenérgico e RAA pode
exacerbar o estado de insuficiéncia cardiaca. Esta exacerbacéo estaria
relacionada a dois mecanismos: elevacdo da poés-carga pela

vasoconstricdo e leséo direta dos midcitos.



Em 1971, Gavras et al. descreveram em coelhos a associacdo
entre niveis elevados de All exdgena (intravenosa) e marcante necrose
miocéardica. Nessa época, 0s mecanismos envolvidos nesse efeito nao
tinham sido esclarecidos. Lesdes miocardicas semelhantes foram
observadas em pacientes renais cronicos submetidos a hemodidlise.
Nesses pacientes, as areas focais de necrose miocéardica ndo estavam
associadas a lesdes obstrutivas de coronéarias (Gavras et al., 1975).
Devido a isso, atribuiu-se as lesbes a extrema vasoconstricdo arterial. A
necrose miocardica foi descrita por outros investigadores em situacdes
experimentais que cursam com elevacdo de All endogena (Giacomelli et
al., 1976; Bhan et al., 1982; Tan et al., 1991; Rodrigues et al., 1992).

Giacomelli et al. (1976) estudaram por meio da microscopia Gtica e
eletrbnica, o miocérdio e as artérias coronarianas de ratos Holtzman,
submetidos a infusdo intravenosa de angiotensina amida por quatro
horas. Antes do sacrificio, os animais receberam injecdo de solugéo
contendo macromoléculas para detectar aumento da permeabilidade
capilar. Os autores observaram que as artérias epicardicas néao
demonstraram alteracdes morfologicas apreciaveis apdés a infusdo de
angiotensina, sendo, as principais alteracdes observadas nas artérias e
arteriolas intramiocérdicas. Houve sinais de aumento da permeabilidade
desses vasos, Vvisto que ocorreu 0 extravasamento de macromoléculas
através da parede dos vasos arteriais intramiocérdicos, tanto na presenca

guanto na auséncia de lesdes estruturais. Focos de lesdo miocardicas



estavam presentes. Nestas areas, havia agregados de cromatina nuclear
e perda de glicogénio das miofibrilas. Neutréfilos, eritrocitos e macréfagos
foram observados ao redor da lesdo das vénulas. As miofibrilas perderam
seu arranjo estriado e exibiram severa vacuolizacao e debris celulares.

O efeito da All e das catecolaminas, sobre a vasculatura
coronariana e do miocardio de ratos, foi estudado por Bhan et al. (1982).

Os autores administraram fentolamina (bloqueador de receptores a

adrenérgicos), na dose de 10 mg/kg de peso corpéreo, e associada ou
ndo a administracdo de propranolol (bloquedor de receptores b
adrenérgicos), na dose de 1mg/kg de peso corporeo, seguido por infuséo
de angiotensina amida (1,7ng/min/kg) durante duas horas. Os autores
observaram que a pressao arterial foi aumentada nos animais que
receberam All isoladamente ou em associacdo com o propranolol. A
infusdo de AIll por duas horas resultou em lesdes de artérias
intramiocéardicas, arteriolas e miocitos. As lesdes vasculares
intramiocardicas nos animais hipertensos recebendo somente All,
estavam associadas a alteracbes ultra-estruturais miocardicas,
semelhantes a lesbes andxicas ou isquémicas. Alteracdes vasculares e
miocardicas similares, porém, menos severas, foram encontradas nos
animais recebendo propranolol e All, apesar do aumento da pressao
arterial e da vasoconstricdo coronariana. O tratamento com fentolamina
preveniu a vasoconstricdo coronariana induzida pela All, sugerindo um

papel importante da vasoconstricdo na génese da necrose miocéardica



observada nesses animais. Os autores observaram que as lesdes
vasculares por infusdo de All podem ser produzidas na auséncia de
hipertensdo ou liberagdo de catecolaminas, enquanto que as lesdes
miocéardicas parecem depender do aumento da pressao arterial e/ou da
vasoconstricao coronariana associada a infuséao de All.

O efeito toxico direto da All sobre os miocitos foi demonstrado por
Tan et al. (1991). Os autores realizaram infusbes continuas de All

(200hg/min.) em ratos, por meio de minibombas osmoticas, implantadas

na cavidade peritoneal e consideraram essa dose insuficiente para
produzir elevacdo imediata da pressédo arterial. Uma parte dos ratos
recebeu injecdes de propranolol (10 mg/kg, subcuténeo, trés vezes ao
dia) e fenoxibenzamina, (5 mg/kg, intramuscular, uma vez ao dia),
bloqueador a - adrenérgico, antes e durante a infusdo de All. Os animais
foram sacrificados um a quatro dias apos, tendo recebido anticorpo
monoclonal antimiosina para demonstrar o0 aumento da permeabilidade
sarcolemal. Observaram que um a dois dias ap6s o inicio da infusdo de
All, o nimero de midcitos marcados era maximo, havendo reducdo até o
guarto dia. O exame histolégico do miocardio revelou sinais de miocitélise
em toda seccdo do musculo, sem distribuicdo preferencial em regides
perivasculares ou subendocéardicas. Além disso, demonstraram que 0
blogueio de receptores a e b adrenérgicos ndo protegia o miocardio das

lesdes. Os autores concluiram que a All causou um aumento da



permeabilidade sarcolemal e miocitdlise, embora o mecanismo subjacente
nao pudesse ser esclarecido.

Rodrigues et al. (1992) realizaram um estudo em ratos submetidos
a constricdo de aorta abdominal, acima das artérias renais, produzindo
hipertensdo renovascular. Observaram lesBes vasculares miocéardicas
generalizadas e necrose miocéardica. Os autores concluiram que a lesédo
miocardica do tipo isquémica era secundaria a lesdo dos vasos.

O modelo de hipertensdo renovascular em ratos também foi
estudado por Okoshi et al., em 1997. Estes autores analisaram a
morfologia e funcdo do miocardio hipertrofiado de ratos hipertensos,
sacrificando-os na 42 e 82 semanas de isquemia renal. Observaram
necrose fibrinGide da parede das arteriolas intramiocardicas com
obstrugdo secundaria do vaso. Essas lesdes vasculares estavam
relacionadas com necrose miocardica isquémica em areas proximas.
Descreveram que a reacgdo inflamatéria perivascular seria uma das
alteracdes precoces nesse modelo experimental. Além disso, a agressao
parecia continuada, visto que os animais sacrificados mais tardiamente,
com oito semanas de evolugdo, apresentavam alteracdes histopatologicas
caracteristicas de processo cicatricial ao lado de lesBes tipicamente
agudas. A fibrose miocardica foi associada a disfuncdo diastolica do
musculo papilar isolado, com a preservacao da funcéo sistélica.

O carater inflamatério da lesdo miocéardica por All foi descrito por

outros autores.



Nos trabalhos realizados por Ratasjka et al. (1994b) e Campbell et
al. (1995) foram observadas éareas de necrose induzidas pela All
caracterizadas histologicamente pela presenca de macréfagos e linfocitos.
No estudo de Ratasjka et al. (1994b), a infusdo de All ocorreu por meio de
minibombas implantadas no subcutdaneo e a dose utilizada foi 150
hg/kg/min. As avaliacbes foram realizadas até 14 dias apds o inicio da
infusdo. Houve acumulo de células inflamatorias ao redor dos vasos a
partir do segundo dia e até o final do experimento. Utilizando o mesmo
modelo, Campbell et al. (1995) descreveram a presenca de linfécitos e
macrofagos a partir do segundo dia de infusdo. A partir dai, somente 0s
macrofagos permaneceram no intersticio e ao redor dos vasos até 28 dias
de segmento.

Em 1994, Kabour et al., pesquisaram se os efeitos cardiotoxicos da
All eram mediados pelos receptores AT;. Para tal, eles estudaram ratos
recebendo somente All (150 hg/min. em mini-bomba implantada no
subcutaneo) e em combinacdo com o antagonista ATi, losartan (7,5
mg/dia, por via oral) que era administrado desde dois dias antes do inicio
da infusdo de All. Os animais foram avaliados no 22 e 92 dias. Os
resultados indicaram que a necrose de midcitos que ocorreu
secundariamente ao aumento da All foi mediada pelo receptor AT; e 0
antagonista deste receptor, losartan, foi capaz de prevenir a ocorréncia
das lesbes. Os autores sugeriram a possibilidade da All causar a necrose

de midcitos devido a liberagcdo secundaria de catecolaminas. A maioria



das areas de necrose localizavam-se ao redor de artérias coronarianas
intramiocardicas sugerindo que as alteracdbes da permeabilidade
microvascular poderiam desempenhar um papel subseqiente na necrose
de midcitos. O infiltrado celular observado nas areas mais recentemente
lesadas continham macrofagos e células inflamatdrias, que migravam da
circulacdo em resposta a injaria dos miocitos.

Com o objetivo de determinar se a necrose de midcitos era
induzida diretamente pela All ou indiretamente, via liberacdo de
catecolaminas ou ce aldosterona, Ratajska et al. (1994a) realizaram um
estudo administrando All (150hg/kg/min) a um grupo de ratos, por meio
de minibombas osméticas implantadas no tecido subcutaneo. Outros
grupos de animais foram submetidos a adrenalectomia total,
medulectomia bilateral ou a administragcdo de espironolactona. Na
presenca de niveis aumentados de All, a medulectomia bilateral e a
adrenalectomia total reduziram as injarias de midécitos, sugerindo que 0s
efeitos citotoxicos da All eram indiretamente relacionados com as
catecolaminas circulantes, liberadas pela medula adrenal.

Henegar et al. (1995), utilizando a mesma preparacdo de infusao
continua de All, observaram que a dose capaz de promover a necrose de
midcitos era de 150 ng/min. Estes mesmos autores sugeriram que a
necrose de midcitos e a lesdo vascular coronariana que ocorrem nos
primeiros trés dias apds a elevacdo da angiotensina Il circulante, néao

poderiam ser atribuidas a um aumento das catecolaminas séricas, uma



vez gue seus niveis se elevaram significantemente somente apos 14 dias.
Os autores sugeriram a possibilidade da lesédo precoce ser causada por
liberacdo local de catecolaminas, uma vez que houve reducéo significativa
das lesdes miocardicas e vasculares nos animais tratados com
propranolol.

Enquanto esse aspecto permanece sem definicdo na literatura,
vale ressaltar que a lesdo miocardica causada por catecolaminas pode
ser mediada por receptores a e b adrenérgicos. Portanto, o protocolo
experimental que pretende avaliar a influéncia do sistema nervoso
autdbnomo na lesao tissular causada pela All deve bloquear os dois tipos
de receptores.

O carvedilol € um antagonista adrenoreceptor que, agindo por meio
de bloqueio competitivo, modula ndo sé a atividade dos receptores b; e
b,, mas também dos receptores a; adrenérgicos presentes no miocito
cardiaco (Ruffolo et al., 1993; Yoshikawa et al., 1996; Dunn et al., 1997).
Esta droga foi colocada recentemente para uso clinico e até o0 momento
ndo ha informacbes na literatura sobre o seu efeito no modelo
experimental de infusdo crbnica de All.

Os trabalhos que avaliam o efeito da All no miocardio sé&o
concordantes no sentido de indicar lesdes intensas e precoces,
envolvendo vasos e tecido muscular. Curiosamente, ndo encontramos
qualquer estudo que avaliasse o impacto dessas lesbes na funcao

ventricular.



Outro aspecto pouco explorado na literatura € o carater sistémico
das alteracbes vasculares induzidas pela All. Teoricamente, todos o0s
tecidos podem ser afetados, visto que os receptores da All ja foram
identificados no coracdo, nos vasos sanguineos, nos rins, no figado, no
cérebro e nas glandulas adrenais (Chiu et al., 1989 e Whitebread et al.,
1989). Da mesma forma, 0s receptores a e b adrenérgicos estdo
presentes nos vasos da maioria dos 6rgaos.

Ao analisar as informagbes contidas na literatura, elaboramos a
hipétese de que a lesdo arterial coronariana associada ao edema e a
necrose do miécito, levam a disfuncdo ventricular precoce, apos a
elevacdo anormal da All plasmética, numa fase que antecede o
desenvolvimento da hipertrofia e fibrose miocardicas. Além disso,
consideramos que as alteragBes descritas no miocardio podem ocorrer
em outros oOrgdos, como figado e rim, sugerindo um processo

vasculotoxico sistémico.



2. Objetivos

2.1. Objetivos priméarios

- Analisar as altera¢cfes histologicas precoces de coracgdo, figado e rim,

produzidas pela infusdo de angiotensina Il.

- Avaliar a influéncia dessas alteracdes na fungao ventricular esquerda.

2.2. Objetivo secundario

Avaliar os efeitos do tratamento com losartan ou carvedilol nas

alteracbes morfolégicas de coracdo, figado e rim, e funcionais do

ventriculo esquerdo.



3. Material e Métodos

3.1. Animais e ambiente de experimentacao

Foram utilizados Rattus novergicus da linhagem Wistar, machos,
com dois meses de idade e pesando aproximadamente 250g. Os animais
eram provenientes do biotério de criagcdo central da UNESP, campus de
Botucatu e abrigados no biotério de experimentacdo do Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu. As técnicas
utilizadas e o manejo dos animais foram aprovados pela Comissédo de
Etica em Pesquisa Animal (Anexos). Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais em ambiente com controle de luz (ciclos de 12 horas) e
temperatura constante (21-24°C), umidade do ar de 55-65%, tempo de
exaustdo de 10 trocas de ar da sala/hora, recebendo dieta padrédo para

animais de laboratério (Purina& ) e 4gua ad libitum.

3.2. Composicéao dos grupos experimentais

Foram utilizados 65 animais divididos aleatoriamente em quatro
grupos:
Grupo Controle (n=16): ratos controle negativo
Grupo All (n=17): ratos tratados com All
Grupo AllI+CV (n=15): ratos tratados com All + carvedilol (90
mg/kg/dia na agua de beber)
Grupo All+Los (n=17): ratos tratados com All + losartan (30

mg/kg/dia na agua de beber)



A administracdo de All foi efetuada por meio de infusdo continua,
via subcutédnea e com o auxilio de minibombas osméticas (modelo #2002,
ALZA Corp.), implantadas na regido dorsal. Esse procedimento era
realizado apos a sedacao do animal com a associacdo de quetamina (50
mg/kg IM) e xilazina (10 mg/kg IM). Uma pequena incisdo cirdrgica no
dorso permitia a colocacdo do dispositivo que liberava continuamente
0,5n/hora da solucéo contendo a droga, de modo a oferecer ao animal a
dose de 150 hg/min de All.

O carvedilol e o losartan foram administrados aos animais trés dias
antes do inicio da infusdo continua de All. A concentracdo da droga na
agua foi definida apos a verificacdo do volume médio de agua consumido
por animal, por dia. A utilizacdo da férmula comercial de ambas as drogas
baseou-se em experiéncia prévia em outros estudos, demonstrando efeito
terapéutico em ratos. A vantagem desta opcéo reside no fato de se evitar
“conflito de interesse” criado pela obtencdo do sal diretamente da
industria farmacéutica.

Apos frequentes observagfes em nosso laboratdrio, constatou-se
gue a ingestao diaria de agua por animal € de aproximadamente 50 a 60
mL. A presenca do carvedilol ou do losartan na agua de beber néo
interferiu  na quantidade de agua ingerida durante o protocolo
experimental.

Para a definicho da efetividade da dose do carvedilol a ser

utilizada, foi composto um grupo de nove animais que receberam



carvedilol (90 mg/kg/dia, na dgua de beber) por seis dias. A pressao
arterial caudal e a frequéncia cardiaca foram medidas antes do inicio do
tratamento, em trés dias consecutivos e, antes do sacrificio, em trés dias
consecutivos. Os valores correspondentes as pressdes arteriais e
frequiéncias cardiacas antes e durante o tratamento, foram obtidos pela
média aritmética de trés medidas em dias consecutivos. Com a utilizacao
da dose de 90 mg/kg, houve reducéo significante tanto da presséo arterial
guanto da frequéncia cardiaca.

A eutanasia foi efetuada aproximadamente 72 horas apdés o
implante das minibombas osméticas, por meio da utilizacdo de
pentobarbital sédico intraperitoneal e posterior toracotomia.

O protocolo experimental estd esquematicamente representado

abaixo:
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3.3. Medida do peso corpéreo e da pressédo arterial
sist6lica caudal

A medida do peso corporeo (PC) foi efetuada em trés momentos
distintos do protocolo: na divisdo aleatéria dos grupos (PCp), antes da
colocacao da minibomba (PC;) e no dia da eutanasia (PCy).

Aproximadamente vinte e quatro horas antes da colocacdo das
minibombas e antes da eutanasia, foram obtidos os registros da pressao
arterial sistélica caudal dos animais, utilizando-se o poligrafo modelo RS

3200 da Gould e o esfigmomandmetro Narco Bio-Systems PE-300.

3.4. Avaliacdo morfolégica

Para a avaliacao histopatoldgica, foram selecionados nove animais
do grupo controle, oito do grupo All, sete do grupo All + CV e oito do
grupo All + Los. Esses animais foram anestesiados com pentobarbital
sédico (50 mg/kg, IP), para a realizacdo da toracotomia e laparotomia.
Foram retirados coracdo, um dos rins e uma amostra do figado e, em
seguida, os ventriculos direito (VD) e esquerdo (VE) foram separados e
pesados.

Uma secgéo coronal do VE de trés a cinco mm de espessura, e
fragmentos de VD, figado e rim, foram preparados para o estudo
histologico. Os tecidos foram fixados em formalina tamponada a 10% por
um periodo de 48 horas. Apoés a fixacdo, o tecido foi incluido em blocos

de parafina.



3.4.1. Histologia

A partir dos blocos de parafina, foram realizados cortes histologicos
de cinco micras para coloracdo com Hematoxilina-Eosina (HE). Os cortes
histol6gicos corados pelo HE foram utilizados para a identificagdo de
areas de necrose de midcitos, infiltrado inflamatorio e leséo vascular.

A avaliacdo das areas de necrose tissular e vascular nos 6rgaos
estudados foi realizada por meio de microscopia Optica (microscopio
Zeiss), considerando-se 10 campos com magnificacdo de 200X. As lesdes
foram consideradas vasculares ou perivasculares quando observadas até
uma distancia de cinco mm do vaso; quando observadas além dessa
medida, foram definidas como tissulares. A distancia foi medida com o
auxilio de um micrémetro optico. A intensidade da leséo foi classificada
pela utilizacdo de escores considerando a porcentagem de campos
apresentando as lesdes da seguinte forma: ausente = 0 (0%); discreto = +
(até 25%); moderado = ++ (até 50%) e acentuado = +++ (>50%).
Posteriormente, a graduacédo utilizada foi substituida por niameros (0, 1, 2,
3, respectivamente) para a realizacdo da andlise estatistica.

Os animais do grupo controle foram analisados inicialmente pelo
patologista, avisado da procedéncia do animal. Essa medida permitiu que
0 pequisador se familiarizasse com as caracteristicas histolégicas dos
tecidos a serem avaliados. Tendo em vista a caracteristica heterogénea
dos ratos utilizados, as pequenas alteragdes perivasculares ou intersticiais

encontradas nos animais do grupo controle, foram consideradas como



ndo provocadas pelas drogas utilizadas nos outros grupos. Assim, 0s
tecidos provenientes destes animais receberam sempre escore zero.

A partir dai, todos os outros tecidos foram analisados pelo
patologista, sem o conhecimento de qual grupo o animal era procedente.
As discretas alteragbes observadas nos tecidos destes animais que se
assemelhavam aguelas observadas nos controles, foram
desconsideradas.

No anexo, sdo apresentados os quadros utilizados para a leitura

das laminas.

3.4.2. Imuno-histoquimica

As amostras de VE, VD, figado e rim que apresentaram alteracdes
significativas na coloracdo HE, foram selecionadas para a realizacdo da
imuno-histoquimica para a identificacao de macréfagos.

Foi empregado o0 método de imunomarcacao para a evidenciacao
de macrofagos, utilizando-se a técnica de imuno-histoquimica avidina-

biotina-peroxidase, proposta por Hsu et al., (1981).

3.4.3. Histoquimica

As amostras de VE, VD, figado e rim que apresentaram alteracdes
significativas na coloracdo HE, foram selecionadas para a realizacdo da
técnica de coloracdo vermelho Congo-azul de toluidina acidificada, como

descrito por Tarpley et al., (1984).



A quantificacdo de macréfagos, mastocitos e eosinofilos foi
realizada utilizando-se um analisador de imagem (Programa Image-Proa
Plus-Media Cybernetics) acoplado a um microscépio LEICA com uma
camera de captacdo de imagem LEICA MPS30. Foram selecionados 10
campos contendo vaso e 10 campos sem a presen¢a de vasos, com
magnificagdo de 400X, determinado-se desta forma a localizagéo destas
células como perivasculares e/ou tissulares, respectivamente. As células
do grupo controle também foram quantificadas, visto que estes resultados
foram necessarios para o estabelecimento de um padrdo para a

comparagdo com 0s outros grupos estudados.

3.5. Avaliacao funcional

3.5.1. Estudo da funcao ventricular em coracédo isolado:
preparacdo de Langendorff

Os animais foram anestesiados com tiopental sédico (50 mg/kg,
IP), e medicados com heparina (1.000 Ul, IP). Apos a inducdo anestésica,
cada animal foi colocado em decubito dorsal na prancha cirdrgica, sendo
os membros fixados com presilhas de borracha. Quando necessario,
complementava-se a anestesia com dose adicional da droga injetada na
veia jugular externa direita ou esquerda.

Efetuou-se a esternotomia mediana, sob ventilacdo com pressao

positiva, com oxigénio a 100%. A aorta ascendente foi dissecada e



isolada com fio de algodao; a veia cava inferior foi clampeada com o
auxilio de uma pinca de Kelly, para interromper parte do retorno venoso
ao ventriculo direito (VD), e um clipe vascular foi colocado na emergéncia
da aorta para proteger a valva aédrtica de possivel lesdo durante a
canulacdo retrograda da artéria. Com o auxilio de uma tesoura para
microcirurgia, realizou-se uma pequena incisdo na parede anterior da
aorta ascendente para a introducéo retrograda da canula perfusora que
era fixada. O clampe da veia cava inferior e o clipe aortico foram liberados
e iniciou-se a perfusdo miocardica do coracdo, ainda in situ, com a
solugcdo nutriente de Krebs-Henseleit, sob temperatura e presséo de
perfusdo constantes (37°C e 75 mmHg, respectivamente). O coracao,
conectado a céanula perfusora e contraindo isovolumetricamente, foi
retirado e transferido para o aparato de perfusédo de coragao isolado
tamanho 3, tipo 830 da Hugo Sachs Eletronik — Grunstasse, Germany. O
acumulo de liquidos no ventriculo direito foi evitado realizando-se uma
pequena incisdo do tronco da artéria pulmonar. A auriculeta esquerda foi
retirada para a introducdo de baldo de latex na cavidade ventricular
esquerda através da valva mitral. Esse baldo, conectado ao transdutor de
pressdo P23XL permitiu a afericdo do volume e da presséo ventriculares
durante todo o experimento. A pressao no interior do baldo foi
considerada como correspondente a pressao intraventricular. O controle
da freqUéncia cardiaca (FC) foi obtido extirpando-se parte da musculatura

atrial direita, seguido da colocacéo de eletrodo de marcapasso artificial,



modelo Hugo Sachs Elektronic — 79232, no interior do atrio direito para

manter a FC em 250 batimentos por minuto.

3.5.2. Aparato de perfuséao e sistema de registro de pressdes

A céanula de perfusao foi construida a partir de uma agulha metdlica
de 30 mm x 12 mm cujo bisel foi retirado. A parte remanescente da agulha
foi sulcada em toda a sua circunferéncia para permitir a melhor fixacdo da
canula na aorta.

O baldo de latex foi construido manualmente a partir de uma
bexiga comum, tendo aproximadamente sete mm de comprimento e seis
mm de largura. Antes de sua primeira utilizacéo, este baldo era mantido
distendido com 20 mL de solugcéo salina por, no minimo, 15 dias. Esta
medida garantia que o material se tornasse bastante complacente, nao
interferindo nas medidas de presséo ventricular. Uma das extremidades
do baldo foi fixada a um fio de algodao O atado a uma agulha de costura
comum. Esta agulha serviu como um guia para a introducdo do baldo na
cavidade do ventriculo esquerdo. Apos ter sido colocado na cavidade, a
porcdo distal do baldo perfurava o apex, fixando-o na posicdo ideal. A
porcdo proximal do baldo estava conectada a um cateter de polietileno
(PE9O) com 15 cm de comprimento, ligado a duas torneiras de trés vias
colocadas em série. A este dispositivo, acoplava-se uma seringa de

Hamilton micrométrica com capacidade de 100 ni, utlizada para o



preenchimento do baldo; uma seringa de vidro com capacidade de trés
mL serviu como reservatorio de soro fisiolégico para a seringa
micrométrica e um transdutor P23XL, ajustado no mesmo nivel do
coracao isolado ja acoplado ao sistema de registro de pressdes (poligrafo

da Gould, modelo Windowgraf).

A solucao nutriente de Krebs-Henseleit e o sistema de perfusdo do
coracgao isolado

A composicdo da solucdo de nutrientes de Krebs-Henseleit era a
seguinte (milimoles/litro): 115 NaCl; 5,4 KCI; 1,25 CaCbk; 1,2 MgSOQOy; 1,15
NaH,PO4H,0O; 11 de glicose e 25 de NaHCOs;. A esta solugao,
acrescentaram-se 15 mL de manitol a 20% por litro, para retardar o
edema miocardico (Zornoff et. Al., 1995). Antes de ser utilizada a solucgéo,
foi filtrada em filtro de acetato de celulose com poros de cinco micras.
Durante a perfusdo do coracdo, a pressao parcial de oxigénio (PO;) da
solucdo foi mantida entre 550 mmHg e 600 mmHg, verificada por
gasometria de amostras da solucdo. A pressdao de perfusdo e a
temperatura foram mantidas constantes em 75 mmHg e 37°C,
respectivamente.

O aparato de perfusdo era composto por uma camara de vidro com
parede dupla. Dentro desta cdmara, a pressao era ajustavel por meio de
pressurizacdo com carbogénio (95% de oxigénio e 5% de gas carbonico)

que também serviu para a oxigenacdo da solugcdo nutriente.



Imediatamente antes de alcancar a canula perfusora, a solucdo passava
por uma segunda camara conectada ao transdutor de pressdo P23XL,
gue registrava a pressao de perfusao coronariana. O compartimento entre
as duas paredes de vidro continha agua destilada, aquecida a 37° que

circulava continuamente por todo o sistema.

O sistema de registro de pressoes

Foi utilizado o poligrafo da Gould, conectado a um diferenciador de
pressdo e dotado de quatro canais. Foram registradas as curvas de
pressdo no interior do baldo de latex, correspondentes a presséo
ventricular esquerda; a derivada temporal desta pressdo e a curva de
presséo de perfusao coronariana.

Os registros foram efetuados em papel termo-sensivel da Hewlett

Packard, em velocidade de 50 mm/s (figura 1).
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Figura 1. Registro obtido em um coragao isolado, sédo apresentadas as curvas de
pressdo do ventriculo esquerdo (PVE), da derivada temporal dessa pressao

(dP/dt) e da presséao de perfuséo coronariana (PPC).

3.5.3. Protocolo experimental

Estando o coragcao acoplado ao aparato de perfusao e o baldo de
latex colocado no ventriculo esquerdo, deixou-se a preparacao estabilizar
por aproximadamente cinco minutos. ApOs este periodo, iniciou-se o

preenchimento do baldo com soro fisiolégico. O volume inicial introduzido



era aleatdrio e suficiente para gerar a pressao diastolica de cinco mmHg a
dez mmHg, de modo a desfazer possiveis pregas do balao.

Apos a estabilizacdo das curvas de pressdo, esvaziou-se o baléo,
seguindo-se a novo preenchimento com soro fisiolégico para a
determinacdo do volume correspondente a pressao diastdlica igual a zero,
denominado de VO. A partir dai, foram acrescentados, sucessivamente,
volumes de 20 nL até que a pressao diastolica final atingisse 25 mmHg. A
cada acréscimo de volume, registraram-se as curvas de pressao
intraventricular e as respectivas derivadas de presséo durante cinco a dez
ciclos cardiacos. Todo o volume do baldo foi retirado e repetiu-se o
procedimento para garantir a reprodutibilidade dos dados obtidos e a
estabilidade da preparacdo. Os valores nao reprodutiveis foram
desprezados.

Encerrado o experimento, os coragdes foram retirados do aparato
de perfusdo e separados os atrios dos ventriculos. Os atrios foram
desprezados, os ventriculos direito e esquerdo (incluindo o septo) foram
separados e pesados em balanca analitica modelo Scientech SA120.
Foram retirados dois fragmentos de cada ventriculo, um para conservacao
em freezer a — 70 °C e outro para conservagao em formalina tamponada a

10%.



3.5.4. Calibracéo dos tracados

Os tracados registrados durante o protocolo experimental foram
calibrados determinando-se os valores da pressao diastdlica final, do pico
de pressao isovolumétrica do ventriculo esquerdo e os valores maximos
positivo e negativo da derivada temporal de presséo (dP/dt). Foram
calibrados de trés a cinco batimentos cardiacos consecutivos né&o
interrompidos por arritmias em cada volume ventricular estudado. A média
aritmética dos valores observados resultou na pressdo sistélica e
diastélica para cada volume ventricular e suas respectivas derivadas

temporais de presséao.

3.5.5. Volume ventricular

O volume da cavidade ventricular foi assumido como equivalente
ao volume de soro fisiolégico contido no baldo de latex. O volume
verificado quando a presséo diastolica era igual a zero foi denominado de
V0, o qual correspondeu ao volume ventricular quando a pré-carga era,

teoricamente, nula.

3.5.6. Porcentagem de agua no miocardio

Foi obtida pela diferenca entre o peso Umido e o peso seco do

miocardio do ventriculo esquerdo, dividida pelo peso iumido do musculo.



3.5.7. Parametros de funcao sistolica

Como parametros de funcdo sistolica, foram avaliados a primeira
derivada temporal positiva maxima da pressao ventricular, a pressao

isovolumeétrica e o estresse desenvolvido.

3Derivada temporal positiva da pressao ventricular

A primeira derivada temporal positiva da pressao ventricular
(+dP/dt, mmHg/s) reflete a velocidade maxima de ascensdo da pressao

ventricular, sendo utilizada como um indice de contratilidade miocardica.

3Presséo isovolumétrica
Correspondeu a presséo sistolica maxima do ventriculo esquerdo,
aferida nas pressfes diastélicas 0 mmHg (Pisop, mmHg) e 25 mmHg

(Piso25, mmHg).

3Estresse desenvolvido

O valor do estresse desenvolvido (Stros, g/lcm?) foi obtido para
todos os animais quando a presséao diastolica era igual a 25 mmHg. Este
valor correspondeu a diferenca entre o pico de estresse sistolico e o
estresse diastdlico.

Estresse (s, glcm?) foi calculado aplicando-se a férmula (Weber et

al., 1976):



s = [1,36XPSVEXVVE??] / [(VVE+0,943xMVE)*? — VVE??]
onde PSVE, VVE e MVE sdo, respectivamente, pressao sistolica (mmHg),
volume (mL) e massa (g) do ventriculo esquerdo, e 1,36 € o fator de

conversdo de mmHg em g/cm?.

3.5.8. Parametros de funcéao diastdlica
Foram avaliados a derivada temporal negativa da pressdo

ventricular, a complacéncia ventricular e o indice de rigidez passiva do

miocardio.

3Derivada temporal negativa da pressao ventricular

A derivada temporal negativa da pressdo ventricular (-dP/dt,
mmHg/s), corresponde a velocidade méaxima de decréscimo da pressao
ventricular apés a contracdo sistdlica. Este parametro correspondeu ao

indice de relaxamento do miocardio.

3Complacéncia ventricular
A complacéncia ventricular ou distensibilidade da camara
ventricular foi avaliada utilizando-se o parametro DV3s, que correspondeu

a variacdo de volume ventricular necessaria para elevar a pressao

diastolica de 0 para 25 mmHg.



3Rigidez passiva do miocéardio

A rigidez passiva do miocérdio foi caracterizada pela forca
(estresse) necessaria para deformar o miocardio em 7%. Este valor foi
escolhido porque correspondeu a maior deformacdo comum a todos os
ventriculos estudados. Esta variavel foi denominada s7, expressa em
g/cm?, a qual reflete a rigidez do miocéardio na diastole. O estresse e a
deformacdo foram calculados aplicando-se as formulas (Weber et al.,

1976):

Estresse = [1,36xPDVExVDVE??] / [(VDVE+0,943xMVE)*® — VDVE??;
Deformacao = {{VDVE® + (VDVE + 0,943 x MVE)"?] / [[VO¥® + (V0+0,943

MVE)¥¥] — 1} x 100

onde PDVE é a presséao diastdlica do VE (mmHg); VDVE é o volume
diastélico final (mL); MVE é a massa do VE (g), VO é o VDVE
correspondente a PDVE igual a zero, 1,36 € o fator de conversao de

mmHg em g/cm? e 0,943 é a densidade miocardica.

3.6. Analise estatistica



O estudo longitudinal do peso corporeo avaliado em quatro grupos
experimentais e trés momentos de observacao, foi realizado pela analise
de medidas repetidas envolvendo os perfis médios dos grupos,
complementada com a construgcdo dos intervalos de confianca
simultaneos (Wichern & Johnson, 1992).

O estudo das variaveis PC;, PA; e FC; quanto a comparacdo dos
grupos foi realizado considerando a técnica da analise de variancia para o
modelo com um fator, complementada com o teste de Tukey (Streiner &
Norman, 1994).

A comparacgdo entre 0s grupos para os dados morfométricos e para
a porcentagem de agua no miocéardio (PVE, PVD e %H,0) foi efetuada
empregando-se a técnica da andlise de variancia para o modelo com um
fator (ANOVA), complementada com o teste de Tukey. (Streiner &
Norman, 1994).

Os parametros de funcdo sistdlica +dP/dt, PSy e PSys foram
discutidos quanto a comparacdo dos grupos considerando a técnica da
andlise de variancia para o modelo com um fator (ANOVA),
complementada com o teste de Tukey. As variaveis Strg € Strys, por ndo
apresentarem distribuicdo normal de probabilidade, foram analisadas pelo
processo ndo parameétrico de Kruskal-Wallis, complementado com o teste
de comparacdes multiplas (Streiner & Norman, 1994).

Os parametros de funcdo diastélica —dP/dt, %?V e Vo foram

estudados quanto a comparacgédo dos grupos empregando-se a analise de



variancia para o modelo com um fator (ANOVA), seguida do teste Tukey.
Como a variavel s7 nao apresentou distribuicdo normal de probabilidade,
utilizou-se o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, complementado
com o teste de comparacdes multiplas (Streiner & Norman, 1994).

A intensidade da lesdo vascular e tissular ndo apresentou
distribuicdo normal de probabilidade, portanto, os escores foram
analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, complementado
com o teste de comparacdes mdultiplas (Streiner & Norman, 1994). O
mesmo teste foi utilizado para a andalise da contagem celular de
macrofagos e mastocitos nas areas perivascular e intersticial.

Quando o resultado do teste estatistico revelou significancia, as
indicacbes das diferencas foram apresentadas por meio de letras
mindsculas. A interpretacdo foi feita considerando: duas médias (ou
medianas) seguidas de pelo menos uma mesma letra e ndo revelaram
diferenca significativa (P > 0,05).

No grupo All, foram realizadas medidas de associagdo entre o0s
escores das lesdes vasculares e tissulares, utilizando-se o coeficiente de
correlacéo de Spearman.

Todas as discussdes dos resultados das andlises estatisticas foram

efetuadas considerando-se o nivel de 5% de significancia.



4. Resultados

4.1. Peso corpéreo, frequéncia cardiaca e presséo arterial
sistolica caudal

Na tabela 1, sdo apresentados os valores médios e seus
respectivos desvios padrdo de peso corporeo, frequéncia cardiaca e
pressao arterial sistolica caudal.

O peso corporeo final (g) do grupo controle foi significantemente
maior comparado aos grupos All, All + CV e All + Los (275 + 16 vs. 260 +
26, 245 + 15 e 259 + 22, P<0,01). Os grupos All e All+ CV apresentaram
valores semelhantes ao All + Los e menores do que o grupo controle.

Houve aumento significante da pressao arterial final (mmHg) nos
grupos All e All + CV (165 + 30 e 181+ 30, P<0,01) ndo havendo
diferenca estatistica entre eles. Os grupos All + Los e controle (129 + 21 e
126 £+ 13, P<0,01), apresentaram valores semelhantes e menores do que
os grupos All e All + CV.

A frequéncia cardiaca (bpm) observada no grupo All + CV (342 £
55) foi significantemente menor do que a observada nos grupos All (423 +
91) e All + Los (413 + 56).

Na figura 2, sdo apresentados o0s pesos corporeos dos animais
estudados durante as trés fases do protocolo experimental: PCy, peso dos

animais no momento anterior ao inicio da droga (carvedilol ou losartan),



PCi, peso dos animais antes da colocacdo da minibomba e PC;, peso

corpéreo no dia da eutanasia.

4.2. Variaveis morfométricas cardiacas e porcentagem de
aguano miocardio
A tabela 2 mostra os valores das médias e seus respectivos
desvios padrédo das varidveis morfométricas cardiacas e porcentagem de
agua no ventriculo esquerdo.
O peso do ventriculo esquerdo observado no grupo controle (0,68 +
0,1 g) foi semelhante ao do grupo All (0,69 = 0,1 g) ndo havendo
diferenca estatistica entre eles. O mesmo foi observado entre os grupos
All + CV (0,61 £ 0,1 g) e All + Los (0,59 + 0,1 g). Esses dois grupos
apresentaram valores significantemente menores do que 0S grupos
controle e All. O peso do ventriculo esquerdo normalizado para o0 peso
corporeo foi semelhante entre os grupos. Houve diferenca estatistica
qguanto ao peso do ventriculo direito entre os grupos. Os grupos All + CV
(0,19 + 0,03) e All + Los (0,19 + 0,1 g) apresentaram valores semelhantes
ao All (0,21 + 0,03 g) e menores do que 0 o grupo controle (0,23 + 0,1 g).
A porcentagem de agua no ventriculo esquerdo foi semelhante

entre os grupos, ndo havendo diferenca estatistica entre eles.



4.3 Estudo histologico

Na tabela 3, sdo apresentadas as medianas e suas respectivas
semi-amplitudes interquartilicas dos escores de lesdo vascular em
ventriculo esquerdo, ventriculo direito, figado e rim.

Os animais do grupo controle nao apresentaram alteracoes
histopatolégicas relevantes em nenhum dos 6rgéos estudados. As lesdes
encontradas em ventriculo esquerdo foram mais evidentes no grupo All
comparado ao controle e All + CV (9,5 +2,1vs. 0,0 +0,0e 2,0 £0,5,
respectivamente, P<0,01). Embora a andlise estatistica ndo tenha
demonstrado diferenga significante entre os grupos All e Al + Los, foi
evidente a menor intensidade das lesbes no segundo grupo. Assim,

consideramos que houve protecdo parcial do losartan contra o efeito

vasculotéxico da All. Da mesma forma, em ventriculo direito foi
encontrado o maior escore de lesdes no grupo All (9,5 £ 1,8 P<0,01) em
relacdo ao controle (0,0 £ 0,0 P<0,01). O grupo All + CV (2,0 % 0,5,
P<0,01) apresentou a menor intensidade de lesbes e o grupo All + Los
(4,0 £ 1,9, P<0,01) apresentou valor intermediario, semelhante aos grupos
All e All + CV. Tanto o carvedilol como o losartan, ndo previniram
completamente as lesoes.

A intensidade das lesbes vasculares em espaco porta foi
semelhante em All (3,0 + 3,0), All+CV (1,0 + 1,0) e All+Los (3,0 £ 1,5) e
todos foram significantemente maiores em relacdo ao grupo controle (0,0

+ 0,0, P<0,01) indicando menor efeito protetor nesse segmento especifico



da rede arterial. Ocorreram mais lesdes em veia terminal no grupo All,
guando comparado ao grupo controle (6,0 £ 2,9 vs. 0,0 £ 0,0, P<0,01). O
tratamento com carvedilol preveniu completamente o efeito tdxico da All
ao redor da veia terminal. O escore de lesdo nessa regido especifica do
figado, apresentou valor intermediario entre os observados nos grupos All
e controle, sem diferenca estatistica entre eles.

As lesdes vasculares renais foram significantemente mais intensas
no grupo All em relacdo ao grupo controle (8,5 + 3,8 vs. 0,0 £ 0,0 ,
P<0,01). O carvedilol conferiu protecéo estatisticamente significante (1,0 £
0,5, P<0,01 vs. All). O escore obtido no grupo All + Los (3,5 £ 2,5)
apresentou valor estatisticamente maior que o do grupo controle e
comparavel com All e All+CV.

Na tabela 4, sdo apresentadas as medianas e suas semi-
amplitudes interquartilicas dos escores de lesdo tissular em ventriculo
esquerdo, ventriculo direito, figado e rim. Observou-se que em todos 0s
grupos a intensidade das lesfes tissulares foi evidentemente menor do
gue a intensidade das lesdes vasculares anteriormente descritas, nao
havendo diferenca estatistica entre 0s grupos estudados. Estes
resultados estéo ilustrados nas figuras 3 a 8.

E importante ressaltar que as lesbes vasculares ocorreram de
forma indiscriminada. Das correlacdes entre escores realizadas, somente
duas apresentaram significancia estatistica e s&do apresentadas nas

figuras 9 e 10. Na figura 9, podemos observar associacdo positiva e



significante do escore de lesdo vascular do ventriculo direito e ventriculo

esquerdo e na figura 10 entre ventriculo esquerdo e espago porta.

Imuno-histoquimica para a identificacdo de macrofagos

No miocérdio, rim e figado, foram observadas células
imunoreativas para o anticorpo marcador de macrofago em ratos (figuras
11 e 12). Essas células estavam presentes nos tecidos dos animais dos

guatro grupos experimentais.

Coloracao especifica para a identificacdo de mastocitos e eosinofilos

A presenca de mastdcitos foi observada no miocéardio, rim e figado
de animais de todos 0s grupos,como ilustram a figura 12 e 13. A presenca
de eosindfilos ocorreu raramente e independente do grupo experimental.
Nao houve diferenca significante entre os grupos quanto ao numero de

macrofagos e mastocitos encontrados.

4.4. Estudo funcional

A tabela 5 mostra as variaveis da funcao sistolica obtidas “in vitro”.
Os valores de +dP/dt , Pisog e Piso5 sdo expressos pela média e
seu respectivos desvios padréo, enquanto que os valores de Strp e Stras

s8o expressos pelas mediana e semi-amplitude interquartilica.



A +dP/dt e a Pisoy foi semelhante entre os grupos e nao
apresentou diferenca estatistica entre eles. Houve tendéncia estatistica (P
= 0,06) quanto aos valores de Pisog, provavelmente indicando reducao do
seu valor no grupo All + Los.

A Pisoys foi significantemente reduzida no grupo All + Los em
relagdo ao grupo All (118 = 17 vs. 148 + 32, P<0,05). Os grupos controle
e Al + CV foram semelhantes e ndo houve diferenca estatistica entre
estes grupos e os demais.

O estresse desenvolvido quando a presséo diastdlica foi igual a 0
mmHg e igual a 25 mmHg foi semelhante entre os grupos.

A tabela 6 mostra os parametros da funcéo dastdlica obtidos “in
vitro”. Os valores de -dP/dt e %DV sdo expressos pela média e desvios

padrdo, enquanto que a variavel s; é expressa pela mediana e semi-
amplitude interquartilica. Nesta tabela, sdo apresentados também os
valores de VO, expressos pelas médias e desvios padrdo, correspondente
ao volume ventricular quando a pressao diastolica era igual a zero.

A primeira derivada temporal negativa da presséo ventricular foi
significantemente reduzida no grupo All + Los (1750 + 592 mmHg/s) em
relacdo ao grupo All (2306 + 297 mmHg/s, P<0,05) sem outras diferencas
entre os grupos. O volume ventricular correpondente a pressao diastolica
igual a zero foi semelhante entre os grupos. Da mesma forma, a variavel
s; utilizada como indicador de rigidez passiva miocardica foi

estatisticamente semelhante nos quatro grupos.



Tabela 1. Valores médios e seus respectivos desvios padrdo de peso corpéreo
final (PCs), freqUiéncia cardiaca final (FCs) e pressao arterial sistélica caudal final
(PAs), obtidos nos grupos controle, angiotensina Il (150 hg/min.), angiotensina Il
+ carvedilol (90 mg/kg) e angiotensina Il + losartan (30 mg/kg). Séo
apresentados os respectivos resultados dos testes estatisticos da comparagéo
dos grupos.

Resultado do teste

Variavel Grupo estatistico
Controle All All + CV All + Los F P
PC 275+ 16 (C) 260+26(b) 245+15(a) 259 + 22 (ab)
@) n=16 n=17 n=15 n=17 568 <0,01
FCy 304+ 67 (ab) 423+91(b) 342+55(a) 413+ 56 (b)
(bpm) n=12 n=13 n=15 n=17 4,20 <0,01
PA 126+13(a) 165+30(b) 181+35(b) 129 +21 (a)
17,40 <0,01
(mmHg) n=16 n=17 n=15 n=17

Testes estatisticos: ANOVA e Tukey.
Letras minUsculas diferentes indicam diferencas entre os grupos (P<0,05).

Tabela 2. Valores da variaveis morfométricas cardiacas obtidos nos cora¢des “in
vitro”, dos animais dos grupos controle, angiotensina 1l (150 hg/min.),
angiotensina Il + carvedilol (90 mg/kg) e angiotensina Il + losartan (30 mg/kg).
S&do apresentadas as médias com seus respectivos desvios padréo e o resultado
do teste estatistico da comparacéo dos grupos.

Resultado do teste

Variavel Grupo estatistico
Controle All All + CV All + Los F P
PVE 0,68+0,1() 069+01() 061+01(a) 05901 (a)
(9) n=12 n=9 n=11 n=13 3,74 <0.05
PVD  023:01() TIPS OO0 g19401@ 005
(9) n=12 ( _ ) (_ ) n=13 ' ’
n=9 n=11
PVE/PC 248+03(a) 266+02() 255+03() 241+0,3(a) 550 007
(mg/g) n=12 n=9 n=11 n=13 ' '
H,Ove 77+9 (a) 81+0,8(a) 78+ 3 (a) 82+8(a) 061 >0.05

(%) n=7 n=7 n=7 n=6

PVE e PVD, pesos dos ventriculos esquerdo e direito (g), respectivamente, peso do ventriculo
esquerdo normalizado para o peso corpéreo (mg/g) e % H,Ovg, porcentagem de agua no
ventriculo esquerdo. Testes estatisticos: ANOVA e Tukey. Letras minUsculas diferentes indicam
diferencas entre os grupos (P<0,05).



Tabela 3. Escores de lesdo vascular em ventriculo esquerdo (VE), ventriculo
direito (VD), figado (E.P., espaco porta e V.T., veia terminal) e rim. S&o
apresentadas as medianas e suas semi-amplitudes interquartilicas e o resultado
do teste estatistico da comparacdo dos grupos. Os valores entre parénteses

correspondem aos escores minimo e maximo respectivamente da intensidade das
leses.

Variavel Grupo Resultado do teste
estatistico
Controle All All+CV All+Los
n=9 n=28 n=7 n=38
VE 00+00() 95+21(c) 20+05(b) 4,0+24 (bc) 25,85
(0,0;0,0) (4,0;13,0) (1,0;3,0) (1,0;10,0) (P<0,01)
VD 00+00(@) 95+18(c) 20£05() 4,0£1,9(bc) 27,01
(0,0;0,0) (4,0;13,0) (1,0;3,0) (2,0;10,0) (P<0,01)
EP. 00x00(@ 30x30() 10+£10(b) 3,0+x15(b) 11,61
(0,0;0,0) (0,0;8,0) (0,0;2,0) (0,0;5,0) (P<0,01)
VT. 00+00(@ 60+£29(b) 00+00(@ 20+1,4(ab) 24,28
(0,0;0,0) (2,0;11,0) (0,0;1,0) (1,0;5,0) (P<0,01)
Rim 00+00() 8,5%+3,8(c) 1,0+£05(b) 35+£25(bc) 22,11
(0,0;0,0) (3,0;13,0) (0,0;2,0) (0,0;10,0) (P<0,01)

Teste estatistico: Kruskal-Wallis.
Letras mindsculas diferentes indicam diferencas entre os grupos (P<0,01).

Tabela 4. Escores de leséo tissular em ventriculo esquerdo, ventriculo direito,
figado e rim. S&do apresentadas as medianas com suas semi-amplitudes
interquartilicas e o resultado do teste estatistico da comparagdo dos grupos. Os
valores entre parénteses correspondem aos escores minimo e maximo
respectivamente da intensidade das lesoes.

Variavel Grupo Resultado do teste
estatistico

Controle All All+CV All+Los
n=9 n=8 n=7 n=8

VE 0,00 + 0,00 1,00 + 3,00 0,00+250 0,00+£0,00 4,25
(0,00;0,00) (0,00;6,00) (0,00;5,00) (0,00;0,00) (P>0,05)

VD 0,00 £ 0,00 0,00 + 4,00 0,00+£0,50 0,00 0,00 1,09
(0,00;0,00) (0,00;8,00) (0,00;1,00) (0,00;0,00) (P>0,05)

Figado 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,50 0,00+0,50 0,00+0,00 0,42
(0,00;0,00) (0,00;1,00) (0,00;1,00) (0,00;0,00) (P>0,05)
Rim 0,00 + 0,00 0,00 + 1,50 200+150 0,00+£0,50 6,65
(0,00;0,00) (0,00;3,00) (0,00;3,00) (0,00;1,00) (P>0,05)

VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito.
Teste estatistico: Kruskal-Wallis.



Tabela 5. Valores das variaveis funcionais sistélicas do ventriculo esquerdo,
obtidos nos coragdes isolados, contraindo isovolumetricamente, dos animais dos
grupos controle, angiotensina Il (150 hg/min.), angiotensina Il + carvedilol (90
mg/kg) e angiotensina Il + losartan (30 mg/kg). Sado apresentadas as médias
com seus respectivos desvios padrdao ou as medianas com suas semi-
amplitudes interquartilicas, e o resultado do teste estatistico da comparacao dos

grupos.
Grupo Resultado do teste
Variavel estatistico
Controle All All + CV All + Los F P
+ dP/dt 3552 + 628 4333 £ 710 4336 + 847 3508 + 1179
(mmHg/s) @ @ (@) @ 2,40 >0,05
n=3 n=9 n=38 n=9
PSo 120+24 (@) 146+25(a) 143+33(a) 11041 (a) 571 006
(mmHg/s) n=28 n=29 n=28 n=9 ’ ’
PSo5 131+22 (ab) 148+17(b) 145+21(ab) 118+ 32 (a)
(mmHg/s) n=8 n=9 n=8 n=9 2,94 <0,05
Stry 48 £ 10 (a) 68 + 17 (a) 77 £ 23 (a) 50 + 31 (a)
(glem’) n=8 n=9 n=8 n=9 4,14 >0,05
Strys 74 + 22 (a) 95 + 16 (a) 102 + 18 (a) 75 + 31 (a)
(g/cmz) n=28 n=9 n=28 n=29 4,14 >0,05

+ dP/dt: primeira derivada temporal de pressdo ventricular esquerda; Pisop e Pisogs: pressdo
isovolumétrica correspondente a pressdo diastdlica igual a 0 e 25 mmHg, respectivamente;
Stressg e Stress,s: valor do estresse desenvolvido quando a pressao diastélica era igual a 0 e 25

mmHg, respectivamente.

Testes estatisticos: ANOVA + Tukey para + dP/dt, PSy, PSys e Kruskal-Wallis + Comparacdes

multiplas para Strg e Strs,

Letras mindsculas diferentes indicam diferengas estatisticas entre os grupos (P<0,05).



Tabela 6. Valores das variaveis funcionais diastdlicas obtidos nos coracfes
isolados, contraindo isovolumetricamente, dos animais dos grupos controle,
angiotensina 1l (150 hg/min.), angiotensina Il + carvedilol (90 mg/kg) e
angiotensina Il + losartan (30 mg/kg). Sdo apresentadas as médias com seus
respectivos desvios padrdo ou as medianas com suas semi-amplitudes
interquartilicas, e o resultado do teste estatistico da comparacao dos grupos.

Grupo Resultado do teste

Variavel estatistico
Controle All All + CV All + Los F P
- dP/dt 1797 + 409 2306 + 297 2164 + 408 1750 + 592
n= 8 n=9 n=8 n=9
DV 81 + 19 (a) 74+19(a) 71+18(a) 74+25(a)
(%) n=8 n=9 n=8 n=9 0,37 >0,05
S7 11+ 3 (a) 12+ 3 (a) 14 + 4 (a) 12+ 5 (a)
(g/cm?) n=7 n=9 n=8 n=9 2,99 >0,05
VO 99 + 20 (a) 104+25(@) 103+21(a) 10328 (a)
(rTL) n= 8 n= 9 n= 8 n= 9 0,09 >0,05

- dP/dt: primeira derivada temporal negativa da pressdo ventricular (mmHg/s); % DV:
porcentagem de variacdo de volume necessaria para elevar a pressao diastélica de 0 para 25
mmHg ; E7: pré-carga necessaria para causar deformacdo miocardica de 7% e VO, volume
ventricular correspondente a pressao diastdélica igual a zero.

Testes estatisticos: ANOVA + Tukey para - dP/dt e % DV, e Kruskal-Wallis + Comparacdes
multiplas para s7.

Letras minUsculas diferentes indicam diferencas entre os grupos (P<0,05).
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Figura 2 Pesos corporeos dos animais estudados durante as trés fases do
protocolo experimental: PC,, peso dos animais no momento anterior ao inicio da
droga (carvedilol ou losartan), PCy,, peso dos animais antes da colocacdo da
minibomba e PC;, peso corpéreo no dia da eutanasia. As barras horizontais

indicam diferenca estatistica (p<0,05) entre as colunas marcadas.



Figura 3. Miocéardio de rato sem tratamento (controle): auséncia de infiltrado inflamatorio
(A), HE — 250X; miocardio de rato tratado com All: presenca de arterite intensa (B). HE —
200X.



Figura 4. Miocardio de rato tratado com All + CV: presenca de arterite discreta (A);
miocéardio de rato tratado com All + Los: presenca de infiltrado inflamatorio discreto (B).
HE — 250X.



Figura 5. Espaco porta de rato sem tratamento (controle): auséncia de infiltrado inflamatorio
(A); espaco porta de rato tratado com All: presenca de infiltrado inflamatério moderado (B).
HE — 200X.



Figura 6. Espaco porta de rato tratado com All + CV: presenca de infiltrado inflamatorio
moderado (A); espaco porta de rato tratado com All + Los: presenca de infiltrado inflamatorio
moderado (B). HE — 200X.



Figura 7. Rim de rato sem tratamento (controle): auséncia de infiltrado inflamatério (A); rim
de rato tratado com All: presenca de arterite moderada e infiltrado inflamatorio
mononuclear (B). HE — 250X.



Figura 8. Rim de rato tratado com All + CV: presenca de arterite discreta (A); rim de rato

tratado com All + Los: presenca de infiltrado inflamatério discreto (B). HE — 250X.
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P <0,001; r =1,00
Figura 9. Correlagdo dos escores das lesGes vasculares entre

ventriculo esquerdo e ventriculo direito, obtida no grupo All.

10
8 - .
o 6— L 4 *
L 4 - -
2 - .
0 , —O—0—
0 5 10 15

VE

P=0,02;r=0,77
Figura 10. Correlacdo dos escores das lesdes vasculares entre

ventriculo esquerdo e espaco porta, obtida no grupo All.



Figura 11. Miocérdio de rato tratado com All (A), rim de rato tratado com All (B):
presenca de células imunoreativas para o anticorpo marcador de macréfago
(setas). Imuno-histoquimica — 200X.



Figura 12. Espaco porta de rato tratado com All (A): presenca de células
imunoreativas para o0 anticorpo marcador de macréfago (setas). Imuno-
histoquimica. Miocardio de rato tratado com All (B): presenca de mastécitos

(setas). Vermelho Congo — Azul de Toluidina — 200X.



Figura 13. Rim de rato tratado com All (A) e espaco porta de rato tratado com
All (B): presenca de mastdcitos (setas). Vermelho Congo — Azul de Toluidina —
200X.



5. Discussao

5.1. Peso corpodreo, frequéncia cardiaca e presséao arterial
sistélica caudal

A diferenca de peso corporeo observada entre os grupos All e
All+Los no momento PCy, embora significante, foi considerada fortuita,
uma vez que a selecdo dos animais para compor os grupos foi aleatéria.
E preciso salientar que os animais de menor peso no inicio do estudo
eram aqueles que receberiam alguma droga na agua de beber nos trés
dias subsequientes e que precederam a colocacdo da bomba. Logo,
poder-se-ia suspeitar de que o tratamento com o carvedilol ou losartan
naquele periodo, teria influenciado o ganho de peso dos animais. No
entanto, durante os trés dias em que houve a ingestdo de alguma droga,
sem a infusdo de All, os animais apresentaram ganho de peso
semelhante aos do grupo controle. Assim, as variacdes no ganho de peso
no periodo subsequente ndo podem ser atribuidas ao carvedilol ou
losartan, propriamente dito.

A observacdo da diminuicdo, no ganho de peso corporeo dos
animais infundidos por All, sugere que essa droga causou retardo de
crescimento dos animais. O tratamento com carvedilol ndo anulou esse
efeito. Contrariamente, o tratamento com losartan preveniu o atraso de
crescimento dos animais.

Yamagishi et al. (1993) estudaram ratos Wistar submetidos a

infarto miocardico experimental e observaram diminuicdo do peso



corporeo dos animais que receberam um antagonista do receptor AT
TCV-116 (1 mg/kg), durante trés semanas através de sonda géstrica.

Jalil et al. (1999), utlizando um modelo de hipertensao
renovascular em ratos Sprague-Dawley, verificaram reducéo significante
do peso corpdéreo nos animais com isquemia renal unilateral,
independente do tratamento com losartan (30 mg/kg). Os autores
discutiram a possibilidade deste efeito estar relacionado a All e ser
independente da pressao sanguinea.

Brink et al. (1996) realizaram estudo experimental em ratos
Sprague-Dawley e verificaram que os animais infundidos por All na dose
de 500 ng/kg/min., até 14 dias, apresentaram reducdo dos niveis
plasméaticos de IGF-1 e sua ligagdo com as proteinas ap6s uma e duas
semanas. Estes autores observaram perda de peso acentuada, evidente
a partir de 1-2 dias, sugerindo anorexia provocada pela droga. A utilizacao
de losartan (25 mg/kg/dia) inibiu completamente a perda de peso nestes
animais, sugerindo que o efeito anorexigénico da All é mediado pelo
receptor ATj.

Ratajska et al. (1994a) observaram diminuicdo do peso corporeo
em ratos Sprague-Dawley infundidos com All (150 ng/kg/min.) em relacéo
ao grupo controle, durante um, sete ou 14 dias de administracdo da
droga. Moreau et al. (1997) estudaram ratos Wistar Kyoto submetidos a

infusdo de Al durante duas semanas na dose de 200 ng/kg/min. e



observaram reducdo do peso corpéreo destes animais. Os autores nao
discutiram esses resultados.

Kabour et al. (1995) observaram reducdo do peso corpéreo em
ratos Sprague-Dawley com hipertensdo renovascular e também néao
discutiram se a variacdo foi dependente da acdo da elevacédo da All.
Porém, os autores verificaram prevencdo desse efeito com o uso de
doses terapéuticas do inibidor da enzima conversora de All, sugerindo
gue a perda de peso foi consequéncia do efeito dessa substancia. Outro
estudo realizado por Wiener et al. (1979), utilizando ratos Wistar Kyoto
com hipertensdo renovascular, apresentou resultados semelhantes e
estes também n&o foram discutidos.

Contrariamente, Griffin et al. (1991), utilizando 200 ng/kg/min. de
All em ratos Sprague-Dawley durante 10 a 12 dias, ndo observaram
variacdo de peso corporeo em animais recebendo All.

Da mesma forma, Dostal et al. (1992) obtiveram 0s mesmos
resultados estudando ratos submetidos a infusdo de All (30 ng/min.)
durante sete e 14 dias.

Himura et al. (1993) estudaram cées sem raca definida, submetidos
a insuficiéncia cardiaca experimental e observaram aumento significativo
do peso corpdreo nos animais que desenvolveram insuficiéncia cardiaca
direita. Estes resultados ndo foram discutidos pelos autores. E possivel

gue esta diferenca tenha ocorrido devido ao desenvolvimento de ascite



nos animais, diferentemente daqueles com insuficiéncia cardiaca
esquerda, cujos pesos corporeos foram semelhantes ao controle.

A observacdo de que o tratamento com carvedilol ndo impediu a
perda de peso corpéreo sugere que esse efeito ndo esta relacionado com
a mediacao de receptores adrenérgicos secundaria a elevagéo da All.

N&o é possivel descartar que a perda de peso corpéreo esteja
relacionado, ao menos em parte, ao estado hipertensivo dos animais,
tendo em vista que 0S menores pesos ocorreram NOS grupos com

hipertensao.

Frequiéncia cardiaca

O aumento da frequiéncia cardiaca (FC) observado no grupo All
seria esperado. A All apresenta efeito cronotrépico positivo direto e
indireto. O efeito cronotropico direto e os efeitos indiretos resultantes da
interacdo entre a All e o sistema nervoso autbnomo ja foram amplamente
discutidos na literatura, em estudos realizados em animais de laboratério
(Ferrario et al., 1972; Fujii et al., 1985; Zimmerman et al., 1984).

Alguns autores sugerem que os efeitos cronotropicos indiretos da
All ocorrem ndo sé devido a ativagdo simpética, mas também pela
inibicdo da bradicardia induzida pelo barorreflexo (Krasney et al., 1965;
Lee et al., 1980).

O efeito cronotropico positivo ndo foi observado por outros autores

qgue avaliaram a resposta a infusdo continua de All em humanos



(Goldsmith et al., 1990) e em ratos (Moreau et al., 1997), em acordo com
0S Nossos achados.

A frequéncia cardiaca observada no grupo All + CV foi
significantemente menor do que a observada nos grupos All e All + Los,
refletindo o efeito betabloqueador do carvedilol.

A acédo beta-bloqueadora do carvedilol foi estudada por Nagano et
al. (1993), utllizando infusdo intravenosa continua de 0,5 mg/kg/h do
medicamento, em ratos. Nesse estudo, o carvedilol apresentou agéo
blogueadora significante do receptor beta, mas ndo tdo pronunciada
guanto a verificada com o uso de propranolol. Utilizando a mesma dose
de carvedilol durante 72 horas, porém, associada a administracdo de
adrenalina, Irlbeck et al. (1996) obtiveram resultados semelhantes.

A administracdo de carvedilol na dose de 1 mg/kg, intravenoso, em
ratos Sprague-Dawley, foi capaz de bloquear os efeitos cronotropicos
positivos de varias drogas (Willette et al., 1999). Smith et al. (1992)
obtiveram resultados semelhantes utilizando a mesma dose da droga
administrada de forma aguda e cronica (um e oito dias, respectivamente).

Watanabe et al. (2000) estudaram as propriedades
cardioprotetoras do carvedilol em ratos Lewis com cardiomiopatia
dilatada, induzida por miocardite auto-imune. A droga foi administrada por
via oral durante dois meses, nas doses de 2 e 20 mg/kg/dia. Os autores

observaram diminuicdo da freqiiéncia cardiaca nas duas doses utilizadas.



Barone et al. (1998), utilizando uma dose maior de carvedilol, 1200
ou 2400 ppm (30 mg ou 60 mg/dia, respectivamente) na dieta de ratos
espontaneamente hipertensos, concluiram que houve uma discreta
reducdo (10-18%) da frequéncia cardiaca dos animais estudados. Esses
resultados sdo semelhantes aos obtidos no presente estudo, onde a
reducao da FC nos animais tratados com carvedilol em associacdo com a
All, foi em média equivalente a 13%, em relagdo aos controles. Essa
diferenca, porém, n&o foi significante. E preciso reforcar o fato de que o
carvedilol preveniu a taquicardia induzida por All. Assim, apesar da
auséncia de testes especificos para avaliar o efeito bloqueador do
carvedilol, assumimos que esse efeito ocorreu.

A frequéncia cardiaca dos animais tratados com losartan foi
semelhante ao do grupo All. Esse resultado indica que o efeito
cronotrépico positivo, ndo envolve a estimulacdo de receptores AT;. A
possibilidade de efeito cronotropico do losartan foi descartada pelas
informacdes da literatura sobre estudos que avaliaram a frequéncia
cardiaca e a atividade barorreflexa de ratos hipertensos tratados com
essa droga (Catanzaro et al.,1998; Catanzaro et al., 1999, Farah al.,

2000).



Pressao arterial

A infusdo subcutanea continua de All causou hipertensédo arterial
significante apos trés dias e niveis pressoricos semelhantes foram obtidos
por outros autores (Wiener et al., 1979; Tan et al., 1991).

O efeito pressor da All é dependente da dose e do tempo de
infusdo da droga. A dose utlizada de 150 ng/min de All através de
minibombas, € conhecida por causar necrose de miocitos e também foi
usada por outros pesquisadores (Tan et al., 1991; Geenen et al., 1993;
Kabour et al., 1994; Henegar et al., 1995).

Alguns autores utilizaram protocolos de infusdo aguda de All como
Giacomelli et al. (1976), que produziram hipertensdo aguda em ratos
Holzman apoés infuséo intravenosa de angiotensina amida (1,7 ng/min./kg)
durante quatro horas. Outros autores como Dostal et al., 1992; Geenen et
al., 1993 e Brink et al., 1996, produziram hipertensdo com a utilizacdo de
infusdo continua de All.

A acado pressora da All foi observada conforme o esperado, nos
animais do grupo All. Os valores de presséo sistélica foram superiores a
150 mm Hg em 12 dos 17 animais estudados. Esses resultados estao de
acordo com outros autores que avaliaram modelos experimentais
semelhantes (Tan et al, 1991; Dostal et al., 1992; Brink et al., 1996).

Tan et al. (1991) utilizaram a dose de 200 ng/min. de All por meio
de minibomba (IP) em ratos Sprague-Dawley durante um periodo de um a

guatorze dias. Os autores ndo observaram aumento significante da



pressao arterial durante os primeiros trés dias de infusdo. Posteriormente,
um aumento gradual foi observado alcancando o pico no décimo dia de
tratamento, com niveis de pressao sistélica que excediam 200 mm Hg.

Dostal et al. (1992) infundiram 30 ng/min. de All em ratos Sprague-
Dawley durante sete ou 14 dias e observaram aumento significativo da
pressdo arterial nos dois periodos de administracdo da droga. As
pressodes arteriais dos ratos infundidos por 14 dias foram maiores do que
as do periodo de sete dias.

Brink et al. (1996) realizaram estudo experimental em ratos
Sprague-Dawley e verificaram que os animais infundidos por All na dose
de 500 ng/kg/min. até 14 dias, apresentaram aumento da pressao arterial
comparados ao grupo controle. No entanto, esta hipertensédo foi
observada em apenas 8% dos animais até o terceiro dia, e em 42% até o
14° dia. A utilizacdo de losartan (25 mg/kg/dia) reduziu a presséao arterial
no 6° dia. Estes dados séo concordantes com Moreau et al. (1997) que
estudaram ratos Wistar Kyoto submetidos a infusdo de All durante duas
semanas na dose de 200 ng/kg/min. e também observaram aumento
significativo da pressédo arterial. Griffin et al. (1991), utilizando a mesma
dose de All em ratos Sprague-Dawley por 10 dias, produziram um lento
efeito pressor de 52 mmHg comparado com 0s animais do grupo controle.
O aumento da pressao arterial também foi observado por Catanzaro et al.

(1998), que realizaram estudo experimental em ratos e verificaram que 0s



animais infundidos por All intravenosa na dose de 3,5 ng/min. durante 14
dias, apresentaram hipertensao.

Contrariamente, Ratajska et al. (1994a) ndo observaram aumento
significante da pressao arterial em ratos Sprague-Dawley com infusdo
continua de All (150 ng/kg/min.) em relacdo ao grupo controle, durante
um, sete ou 14 dias de administracdo da droga. A justificativa dos autores
para a auséncia da hipertensdo foi a dose considerada subpressora.
Portanto, a All, em situagbes experimentais comparaveis ao presente
estudo mostrou causar hipertensdo dependente da dose e do tempo de
tratamento.

Classicamente, a All é considerada uma vasoconstritor potente. A
vasoconstricdo ocorre por mediacdo de receptores AT; localizados na
parede dos vasos e ha maioria dos 6rgaos e sistemas.

Recentemente, alguns autores sugeriram que o efeito tissular da
All ocorreria por liberacdo local de catecolaminas (Henegar et al., 1995).
A interacdo destes hormbénios com os receptores b adrenérgicos é que
seria responsavel pelos efeitos da All no tecido. Se esse raciocinio fosse
verdadeiro para o efeito vasoconstritor, seria esperada a vasoconstricao
dependente de liberacdo de catecolaminas. Nesse caso, a catecolamina

poderia ligar-se a receptores a e b adrenérgicos. No caso de vasos, a
maior concentracdo é de receptor a;. Portanto, a vasoconstricdo deveria

ser prevenida pelo carvedilol. No entanto, nossos resultados descartam



essa possibilidade, tendo em vista que a hipertensdo desenvolvida pelos
animais do grupo All + CV foi comparavel ao grupo All.

Nossos resultados estdo em acordo com os achados de Bhan et al.
(1982) que avaliaram as pressbes sanglineas de ratos Wistar-Kyoto
submetidos ao tratamento com bloqueadores dos receptores
adrenérgicos. Os autores observaram que a pressdo sanguinea nao foi
afetada pela injecdo de propranolol, enquanto que a subsequente infusao
de AIll resultou em um aumento significativo da pressdo arterial,

descartando o papel dos b bloqueadores no mecanismo de hipertensao.

A auséncia de hipertensdo no grupo All + Los demonstrou o efeito
protetor da droga, reforcando o conceito de que o efeito pressor da All se
faz por mediacdo de receptor AT,. Este fato estd de acordo com as
observacdes de vérios autores que demonstraram o efeito de prevencéo
da hipertensdo arterial induzida pelo aumento de All exdgena ou

endogena (Kabour et al.,1995; Jalil et al., 1999; Catanzaro et al., 1999).

5.2. Avaliacéo histologica de miocardio, rim e figado

O grupo All apresentou lesbes perivasculares evidentes,
independente do 6rgao avaliado. Estas les6es podem ser descritas de
uma forma subjetiva como menos intensas em figado, mas, mesmo nesse
caso, houve diferenca significante em relagéo ao grupo controle. Portanto,
parece existir no figado algum mecanismo natural de prote¢do contra 0s

efeitos da All. Seria interessante avaliar a densidade de receptores para



All no miocardio, rim e figado para melhor justificar estas diferencas e
pesquisar a possibilidade da ocorréncia de mecanismos locais que
modulam a leséo e que diferem de 6rgéo para érgéo.

A presenca de correlacdo positiva e significante entre os escores
de lesdo induzida por All em miocéardio do ventriculo esquerdo e do
ventriculo direito ndo foi descrita previamente. Porém, € bem conhecido
na literatura o envolvimento do ventriculo direito na remodelacéo
miocardica provocada pela ativacdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (Weber et al., 1992). Esse envolvimento do ventriculo direito
tem sido o principal argumento para a afirmacdo de que as lesbes
perivasculares e miocardicas sdo consequentes ao efeito humoral da
droga e ndo ao efeito mecanico da hipertensdo. Mais interessante foi a
observacédo da correlacao positiva e significante entre os escores de lesao
de ventriculo esquerdo e de espaco porta hepético. Essa associacdo nao
foi descrita anteriormente e sugere fortemente o efeito vasculotoxico
sistémico da All, ndo restrito a 6rgédos-alvo.

Um achado interessante foi a auséncia de correlagdo entre a
intensidade de lesdo vascular miocardica e vascular renal. Os resultados
agui obtidos ndo permitiram conclusao definitiva sobre esse ponto, mas
pode-se sugerir gue o mecanismo final de agresséo varia de animal para
animal e depende do 6rgéo avaliado. No entanto, Gavras et al. em 1971,

observaram lesdo renal em coelhos que receberam infuséo aguda de All.



A hipotese de lesdo vasculotoxica sistémica da angiotensina Il €
reforcada pelos achados de outros autores. Cao et al. (1999) estudaram a
mediacdo da hipertrofia vascular mesentérica em ratos recebendo All
durante 14 dias.

Merecem atencéo especial as alteracbes observadas em torno da
veia terminal hepatica. Embora esta lesdo tenha sido descrita em
associagcdo com 0s vasos, € preciso salientar que nao foi observado
comprometimento da parede vascular propriamente dita, mas sim dos
hepatocitos dessa regiao do acino hepatico.

A resposta hepatotdxica induzida por um agente quimico depende
da concentracdo da substancia que atinge os hepatdcitos através da
circulacdo sangliinea do acino. Os compostos hepatotoxicos produzem
padrbes caracteristicos de morte celular em zonas especificas do acino,
devido a expressdo diferenciada de enzimas e aos gradientes de
concentracdo dos téxicos e co-fatores, no sangue que circula ao longo do
acino (Kedderis, 1996). Deve ser considerado ainda, que os hepatdcitos
da zona 1, localizam-se mais préximos aos vasos aferentes recebendo
assim as maiores quantidades de oxigénio e nutrientes. As células da
zona 2 localizam-se na regido intermediaria e as da zona 3, proximos a
veia terminal, portanto, recebem quantidades menores de oxigénio e
nutrientes (Rappaport, 1973). Os hepatdcitos da zona aferente (zona 1) e
eferente (zona 3) diferem também na sua capacidade metabdlica, devido

a distribuicdo diferenciada das enzima, especialmente o citocromo P450,



gue tem sua maior expressdo nos hepatocitos da zona 3 (Jungerman &
Katz, 1989). Finalizando, a presenca de necrose dos hepatécitos
observada neste estudo sugere um efeito hepatotoxico direto da All, mais
evidente na zona 3 em decorréncia das particularidades anatémicas e
bioquimicas do acino hepatico.

O tratamento com o carvedilol atenuou as lesdes vasculares em
todos os tecidos analisados. No entanto, este grupo ainda goresentou
mais lesdes em miocéardio e rim do que o grupo controle, indicando que o
efeito protetor ndo foi completo. Portanto, esses resultados sugerem que
a lesdo vascular seria causada por mediacdo aj; e b, mas que outros
mecanismos de lesdo podem estar envolvidos, por exemplo, efeito direto
via receptor AT;. Contrariamente, Tan et al. em 1991 realizaram bloqueio
a e b e nédo observaram protegdo ao utilizar propranolol e
fenoxibenzamina, respectivamente. Estes achados podem ter ocorrido
devido a forma de administracdo dessas drogas que ocorreu antes e
durante a infusdo de All, diferindo do nosso estudo onde os animais
comecaram a ingerir a droga na agua de beber trés dias antes da
colocacao das minibombas.

Embora tenha sido assumido que a dose utilizada de carvedilol
apresentou efeito terapéutico, ndo € possivel descartar a possibilidade de
alguma acdo mediada por receptores adrenérgicos. Isto €, permanece a
guestdo sobre o efeito protetor adicional de doses mais elevadas. No

entanto, esse ndo foi o objetivo deste trabalho que procurou avaliar a



intermediacdo de receptores a e b nas lesdes causadas por All em

diferentes 6rgaos.

Outra possibilidade é que a lesédo causada por All, pelo menos em
parte, pode depender do fator mecéanico hipertensdo. Nesse caso, 0S
animais recebendo carvedilol, porém, hipertensos, teriam alguma
agressao induzida pelo nivel pressoérico elevado. Essa posssibilidade
ajudaria ainda a explicar a completa protecdo da lesdo veia terminal
hepatica pelo carvedilol. Uma vez que essa regido ndo estd submetida ao
regime de hipertensdo, restaria apenas o fator neuro-humoral como
mecanismo de agressdo e, nesse caso, ele seria mediado por receptores
a e b adrenérgicos. No entanto, alguns estudos onde foram utilizadas
doses subpressoras de All, indicaram que 0s mecanismos que levam a
necrose sdo independentes dos efeitos hipertensivos da All (Tan et al.,
1991, Ratajska et al., 1993).

De acordo com este fato, Bhan et al.,1982 utilizando infusdo aguda
de All, encontraram evidéncias de que o0s agentes humorais poderiam
provocar lesdo vascular mesmo na auséncia de hipertensao arterial.

A elevacéo persistente da PA apds a utilizacdo do carvedilol sugere
efeito mediado por receptor ATi:. A protecdo das lesdes pelo carvedilol
sugere efeito mediado por receptores adrenérgicos. Portanto, no modelo
experimental que utiliza a infusdo crénica de All, a vasoconstricdo tem

mediacdo AT; e a lesdo perivascular tem mediacdo adrenérgica e ATs.



A utilizacdo do antagonista dos receptores AT, losartan, foi eficaz
em atenuar as lesbes quando avaliadas subjetivamente. Isto esta de
acordo com Kabour et al. (1994), que conseguiram prevenir a ocorréncia
das mesmas, utilizando uma dose semelhante aquela utilizada no
presente estudo. Merece discussdao a auséncia da demonstragédo
estatistica desse efeito protetor. Foi interpretado que a variabilidade
individual associada ao numero relativamente pequeno de animais,
contribuiu para esse resultado. A analise dos escores, caso a caso (tabela
2 do anexo), permitiu identificar que no grupo All, sete dos oito animais
analisados apresentaram escores em ventriculo esquerdo maiores que
cinco. No grupo All + Los, apenas dois animais apresentaram esses
valores. Um raciocinio semelhante pode ser aplicado ao ventriculo direito
e demais O6rgaos avaliados. Portanto, concluimos que o losartan
apresentou efeito protetor parcial o qual variou de animal para animal.

A intensidade das lesdes tissulares foi evidentemente menor do
gue a intensidade das lesbes vasculares. Entretanto, a auséncia de
diferenca estatistica entre os grupos, dificultou a discusséo sobre o efeito
protetor das drogas utilizadas, ou mesmo das possiveis vias de agresséo.

Em relacdo aos mecanismos fisiopatologicos envolvidos,
poderiamos sugerir que as lesdes tissulares que ocorreram, seriam
secundarias a lesdo vascular e, portanto, dependentes delas. Outra

possibilidade é que a leséo tissular tenha ocorrido por acdo direta da All,



mas de forma pouco intensa, ndo demonstrdvel em uma andlise
guantitativa como a utilizada no presente estudo.

Devido as varias evidéncias na literatura confirmando a lesdo de
midcitos nesse modelo experimental, devemos sugerir que essa lesdo de
fato ocorreu, mas sem a possibilidade de demonstracdo estatistica, na
avaliacdo pela microscopia Optica. Também consideramos que avaliacdes
em protocolos mais prolongados poderiam evidenciar lesbes mais
pronunciadas.

A angiotensina Il tem sido recentemente descrita como um
importante estimulador na producédo de radicais livres, além de ativar os
mecanismos inflamataorios (Luft, 2001).

O envolvimento de reacdo inflamatéria celular na remodelacéo
miocéardica que segue a uma agressdo cardiaca foi estudado em varios
modelos experimentais (Kabour et al., 1994; Sun et al., 1994; Campbell et
al., 1995).

Campbell et al. (1995) observaram nas areas de necrose
miocardica induzida por All a presenca de macréfagos e linfécitos, tanto
no paréngquima quanto na regido ao redor dos vasos, desde o segundo
dia até a sexta semana de evolucédo. Os neutrdfilos foram identificados do
segundo ao quarto dia. A presenca de macréfagos perivasculares em
miocéardio de ratos foi detectada por Ratajska et al., (1994b) no segundo
dia de infusdo de All. Os mesmos autores, observaram ocasionalmente

neutréfilos, ndo tendo sido descritos linfécitos ou eosindfilos.



Foram identificados macréfagos e mastocitos em miocardio, rim e
figado, em todos os grupos estudados, contrariando os achados de outros
autores que atribuiram a lesdo miocéardica induzida pela All, entre outros
fatores, a presenca de numero aumentado dessas células (Kabour et al.,
1994).

Os macroéfagos sdo encontrados na maior parte dos érgaos, alguns
dos quais sdo especializados e completamente diferenciados para o local
onde residem. As principais funcbes dos macréfagos na mediacdo da
reacdo inflamatoria sdo a fagocitose, secrecdo de produtos pro-
inflamatdrios como a interleucina — 1, o fator de necrose tumoral, o fator
ativador de plaquetas, as prostaglandinas e componentes do
complemento. Além disso, elaboram enzimas como as dos lisossomas,
além de proteases e lipases. Entretanto, essas enzimas, além de
proteger, podem mediar a lesdo celular. Os linfécitos T sdo responsaveis
pela imunidade mediada por célula e os linfocitos B, pela resposta
humoral. Os granulos dos mastdcitos possuem histamina e serotonina,
importantes vasodilatadores que participam da fase aguda da inflamacgao
e das respostas de hipersensibilidade tipo | (Ringler, 1997)

A maioria dos trabalhos da literatura ndo realizou a quantificacéo
das células inflamatorias, apenas identificou as células presentes nos
diferentes momentos avaliados. A descricdo de aumentos na celularidade
foi baseada na andlise qualitativa. Hinglais et al. (1994) realizaram a

quantificacdo de macréfagos e linfocitos no miocérdio de ratos



comparando areas com lesdo e sem lesdo em relacdo a raca e idade.,
objetivando relacionar estas alteracdes com a fibrose miocardica.
Portanto, este modelo experimental ndo pode ser comparado ao nosso.

Outro aspecto relevante é o fato de lesbes tissulares serem
causadas pela ativacdo celular, independente do numero de células
inflamatédrias. Essa ativacado celular ndo pode ser identificada por técnica
de imuno-reacdo, como a utilizada no presente estudo. Além disso, seria
interessante a realizacdo de um estudo temporal evolutivo onde a
celularidade fosse avaliada em outros momentos.

No presente estudo, a maior celularidade n&o dependeu de
polimorfonucleares, macrofagos ou mastocitos. Portanto, pode-se afirmar
com alguma seguranca que as células envolvidas eram linfécitos ou
plasmocitos. A identificacdo definitiva, porém, exigiria a aplicacdo de

técnicas mais especificas.

5.3. Variaveis morfométricas cardiacas e porcentagem de

aguano miocardio

Pesos dos ventriculos esquerdo e direito

A hipertrofia cardiaca ocorre por estimulacdo neuro-hormonal
(Teerlink, 1996) e por sobrecarga crbnica de pressao (Weber et al., 1987;
Okoshi et al., 1997). No entanto, o tempo referido na literatura para a

deteccéao de hipertrofia do ventriculo esquerdo em modelos experimentais



gue envolvem a elevacdo exdgena ou enddgena de All em ratos € de 10
dias (Lever et al., 1992). Portanto, a auséncia de variacdo dos pesos

ventriculares era esperada.

Porcentagem de agua no ventriculo esquerdo

E sabido que o aparato para estudo do coracéo isolado, perfundido
por solucdo de Krebs promove edema miocérdico. Uma vez que havia
lesbes vasculares importantes nos grupos experimentais, houve a
preocupacdo de que esses coracOes apresentassem edema adicional
guando estudados no aparato, devido ao maior extravasamento da
solucdo nutriente pelos vasos lesados. Se isso fosse um fendmeno
importante, poderia haver disfuncéo diastolica ventricular causada pelo
edema e ndo pelo protocolo experimental, propriamente dito. O fato de
ndo ter sido identificada uma porcentagem de agua mais elevada ros
grupos com lesdo vascular, permitiu que fosse descartada esta possivel

fonte de erro.

5.4. Estudo funcional

A angiotensina Il afeta o coracdo através de importantes interacdes
com o sistema nervoso autdbnomo. Existe um efeito direto sobre o
miocardio ventricular e um efeito inotropico adicional resultante do

aumento do tdnus simpatico. Além disso, a All também interage com o



sistema parassimpatico inibindo o ténus vagal, contribuindo desta forma
para o aumento da contratilidade (Ikram, 1996).

Assim, a acdo inotropica positiva resultante da infusdo de All seria
esperada, 0 que ndo ocorreu. Essa observacao permite sugerir algumas
possiveis explicagdes. Inicialmente, existem controvérsias sobre o efeito
inotrépico da All dependendo da espécie animal. Resultados
contrastantes tém sido publicados a respeito do efeito inotropico da All,
dependendo do modelo experimental e da espécie utilizada. O efeito
inotrépico positivo cardiaco descrito em hamsters, gatos e coelhos, ainda
ndo foi confirmado em outras espécies (Baker et al., 1992; Huizer et al.,
1992).

Ishihata e Endoh (1995), estudaram o efeito inotropico da All “in
vitro” no miocardio de ratos, coelhos, céaes e ferrets, com o objetivo de
esclarecer os mecanismos responsaveis pelas variacbes deste efeito
entre estes animais e observaram que a All apresentou efeito inotrépico
apenas em coelhos.

Traquandi e Riva (1998), utilizaram o modelo do coragédo isolado
em ratos e observaram um efeito inotrépico dose-dependente induzido
pela All.

Outra possibilidade relaciona-se com a preparacéo utilizada para o
estudo da funcéo ventricular. Os modelos utilizados para o estudo “in vivo”
e “in vitro” da funcéo ventricular em ratos infundidos pela All sédo bastante

diversificados. A preparacdo de Langendorff € classicamente utilizada no



mundo todo para o estudo “in vitro” das propriedades mecanicas e
eletrofisiolégicas do coracéo (Curtis et al., 1986).

Traquandi e Riva (1998), utilizando essa preparacédo, estudaram os
efeitos da administracdo de All no perfusato em ratos antes e apos
isquemia miocérdica e ndo observaram reducdo significante da pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo nos animais antes da isquemia,
indicando auséncia de efeito inotrépico direto.

Neste modelo experimental, € importante considerar ainda que a
All exdgena pode ter sido lavada do tecido pelo perfusato ou inativada
enzimaticamente pelas angiotensinases, no periodo imediato que
precedeu o estudo da funcdo, apOs a retirada do coracdo do térax do
animal, justificando desta forma a auséncia de efeito.

A pressdao isovolumétrica correspondente a pressao diastélica igual
a 25 mmHg (Pisos) foi semelhante entre os grupos em relagdo ao grupo
controle. A diferenga encontrada entre os grupos All + Los e All poderia
sugerir que o primeiro tem menor contratilidade, em relacdo ao segundo.
Porém, é preferivel interpretar esse resultado com cautela. A
contratilidade é uma propriedade complexa que envolve varios fatores e
nao pode ser quantificada por um Unico indice, mesmo nessa preparacao
“in vitro”, onde fatores como a pré-carga e a pos-carga sao facilmente
controlados. Tendo em vista que os demais indicadores ndo mostraram
diferencas entre os dois grupos, preferimos assumir que ndo houve

variagdo real da contratilidade. Em estudo prévio realizado em nosso



laboratorio, foi analisado um grupo de ratos recebendo lisinopril (10
mg/kg) por oito semanas. O tratamento com este inibidor da enzima
conversora de All ndo levou a alteracdes na contratilidade dos coragbes
estudados. Estes resultados sdo concordantes com 0s nossos achados
no que se refere a auséncia de efeito inotrépico pelo losartan.

Outra possibilidade que pode ser considerada é a presenca de um
efeito inotrépico positivo promovido pela All e um efeito inotropico
negativo de All + Los, ou seja, estes grupos teriam efeitos inotrépicos
opostos, discretos e ndo demonstraveis estatisticamente. A contraposicao
destes efeitos permitiu a demonstracdo estatistica da diferenca.

Em relacdo ao grupo All + CV, observamos valores semelhantes
ao grupo controle e bem préximos aos do grupo All. Diferentemente o
grupo All + Los apresentou menores valores da Piso,s quando comparado
ao All + CV. Isto pode ter ocorrido devido a acdo do carvedilol em
receptores alfa e beta adrenérgicos, ndo interferindo nos receptores da All
e consequentemente na contratilidade.

Mesmo tendo ocorrido algum efeito inotrépico nos grupos
estudados, esse efeito ndo foi intenso o suficiente para ser demonstrado
estatisticamente.

A primeira derivada temporal negativa da presséo ventricular (-
dP/dt) foi a (nica variavel de funcao diastélica analisada que refletiu a
fase ativa desse periodo do ciclo cardiaco. Nenhum dos grupos

experimentais diferiu do controle, indicando que as alterages histologicas



ndo foram suficientes para prejudicar o relaxamento na preparacdo do
coracao isolado. Nao € possivel descartar que o coracao “in vivo” tivesse
alteragbes funcionais secundarias as lesdes vasculares. E preciso
salientar a diferenca entre os grupos All e All + Los e cabe o mesmo
raciocinio desenvolvido com relacdo a sistole. Isto €, All e losartan teriam
efeitos discretos, mas opostos, no relaxamento, s6 evidenciavel quando
foram contrapostos os dois grupos, sem relagdo com o controle.

Os resultados da funcdo sistdlica e diastélica analisados em
conjunto, indicaram que as alteracdes histolégicas em miocardio
produzidas pela All ndo causaram disfunc¢ao ventricular imediata. Outros
estudos utilizando diferentes protocolos experimentais também sugeriram
que a funcdo é comprometida apds a lesdo miocitica instalada. Okoshi et
al. (1997) analisaram a funcdo miocardica de ratos hipertensos com
isquemia renal unilateral. Apdés quatro semanas de evolucdo, néo foi
possivel demonstrar alteracdes funcionais sistolicas e diastélicas apesar
das evidentes lesdes miociticas.

Outro aspecto a ser salientado € que no presente estudo as
alteracbes histologicas foram predominantemente concentradas ao redor
dos vasos, estando os miocitos relativamente bem preservados. Assim,
nas condigbes experimentais utlizadas, onde a oferta de oxigénio e
nutrientes é grande, a possivel insuficiéncia arterial causada pelas lesdes
histologicas poderia ser anulada, explicando a auséncia de disfuncdo

ventricular.



1)

2)

3)

4)

5)

6)

. Conclusoes

A All causa lesbes vasculares em coracdo, figado e rim, indicando
efeito vasculotoxico sistémico;

As lesdes vasculares foram nitidamente mais acentuadas que as
alteracdes tissulares, independente do 6rgao avaliado;

Existe efeito hepatotoxico direto da All, mais evidente na zona 3 do
acino hepatico;

As alteracOes histologicas em miocéardio, causadas pela infusdo
continua de All por 72 horas, ndo foram suficientes para causar
disfuncao ventricular analisada no coracéo isolado;

Houve protecéo conferida pelo carvedilol, confirmando a participacéo
de receptores a e b — adrenérgicos no mecanismo de agressao
induzida pela All,

O losartan, na dose utilizada, apresentou efeito protetor parcial, o qual

variou de animal para animal.
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Tabela 1. Valores individuais de peso corpéreo final (PCs), presséo arterial
final (PAf) e frequéncia cardiaca (FC), relativos aos grupos Controle, All,
All + CV e All + Los.

Animal PC; PA; FC
() (mmHg) (bpm)
controle 274 120
controle 275 120
controle 279 150
controle 265 125
controle 271 120 316
controle 312 120 375
controle 279 130 260
controle 277 130 375
controle 278 145 428
controle 264 130 461
controle 301 130 400
controle 278 125 500
controle 276 140 428
controle 249 0 375
controle 247 120 353
controle 277 125 462
All 271 155
All 271 170
All 269 215
All 268 160
All 206 160 375
All 309 170 375
All 243 180 428
All 208 210 500
All 248 120 600
All 289 125 545
All 248 140 500
All 271 120 375
All 274 195 333
All 253 180 375
All 268 135 318

Continua



Tabela 1. Continuacéo

All
All
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los

274
249
260
233
256
224
255
249
243
215
223
256
253
252
261
252
245
238
265
290
280
291
274
238
283
225
220
233
259
263
253
254
272
260

170
200
180
210
170
140
155
130
200
130
180
180
190
230
240
225
160
160
100
115
135
160
100
120
120
140
120
120
150
170
120
120
120
120

462
315
428
400
375
250
300
400
333
318
300
353
316
400
250
333
375
545
428
375
353
333
400
400
428
353
500
428
375
400
400
400
400
500

(---) dados perdidos



Tabela 2. Valores individuais dos escores das lesdes perivasculares em
ventriculo esquerdo (VE), ventriculo direito (VD), espaco porta (EP), veia

terminal (VT) e rim, relativos aos grupos Controle, All, All + CV e All + Los.

Animal VE VD EP VT RIM TOTAL
controle 0 0 0 0 0 0
controle 0 0 0 0 0 0
controle 0 0 0 0 0 0
controle 0 0 0 0 0 0
controle 0 0 0 0 0 0
controle 0 0 0 0 0 0
controle 0 0 0 0 0 0
controle 0 0 0 0 0 0
controle 0 0 0 0 0 0
All 13 13 6 9 9 50
All 12 11 8 8 8 50
All 8 8 0 12 12 35
All 10 10 4 11 11 44
All 9 9 0 13 13 36
All 10 10 6 5 5 34
All 4 4 2 3 3 15
All 7 7 0 4 4 22
All + CV 1 1 2 1 1 5
All + CV 3 3 1 1 1 8
All + CV 2 2 2 2 2 8
All + CV 1 1 0 0 0 2
All + CV 1 1 0 0 0 2
All + CV 2 2 1 0 0 6
All + CV 2 2 2 1 1 7
All + Los 7 4 4 4 4 23
All + Los 1 2 3 10 10 17
All + Los 5 4 1 4 4 15
All + Los 4 4 0 2 2 11
All + Los 4 3 1 1 1 10
All + Los 10 10 5 7 7 37
All + Los 1 8 3 0 0 15
All + Los 4 4 4 3 3 18




Tabela 3. Valores individuais dos escores das lesdes tissulares em
ventriculo esquerdo (VE), ventriculo direito (VD), figado e rim, relativos
aos grupos Controle, All, All + CV e All + Los.

VD FIGADO RIM TOTAL

<
m

Animal

controle 0 0
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle
controle
All
All
All
All
All
All
All
All
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + CV
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
All + Los
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Quadro 1. Quadro utilizado para a realizacdo da leitura das laminas das lesdes

vasculares

Lesao

Vascular

Identificac@o: P 2138/98 (Controle) Rato 1

VE

VD

Figado * é

Rim

Edema celular

Esteatose

Congestao

Infiltrado celular

inflamatorio

NTA

Apoptose

Necrose focal

Outros

*Figado=espaco porta; éFigado=veia terminal

Ausente = 0 (0 %); Discreto = + (25 %); Moderado = ++ (50 %); Acentuado = +++ (100 %)

Quadro 2. Quadro utilizado para a realizacdo da leitura das laminas das lesdes

tissulares.

Leséao
Tissular

Identificacdo: P 2142 (Controle) Rato 5

VE

VD

Figado

Rim

Edema celular

Esteatose

Congestao

Infiltrado celular

inflamatorio

NTA

Apoptose

Necrose focal

Outros

Figado=les6es >5 mm do vaso
Ausente = 0 (0 %); Discreto = + (25 %); Moderado = ++ (50 %); Acentuado = +++ (100 %)

NOTA: Para cada item estudado, serdo atribuidos os escores 0, 1, 2 ou 3, de acordo com a analise

histopatoldgica.
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