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Efeito do Verapamil na Hipertrofia Ventricular Esquerda Induzida
pelo Isoproterenol
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Objetivo -Avaliar, em ratos, se o verapamil (VERA) Verapamil Effects on Left Ventricular
apresenta efeito protetor sobre a hipertrofia do ventriculo Hypertrophy Induced by Isoproterenol
esquerdo (HVE) induzida pelo isoproterenol (ISO).
Métodos- Foram estudados 72 ratos, machos, adul- Purpose We evaluated whether verapamil (VERA)

tos, divididos em quatro grupos que, durante oito dias, re- has a protective effect on left ventricular hypertrophy
ceberam os tratamentos: controle (CON), VERA (10mg/ (LVH) induced by Isoproterenol (ISO) in rat.
kg), 1ISO (0,3mg/kg) e VERA+ISO. Mediram-se a frequén- Methods -Seventy two male adult rats were divided in
cia cardiaca (FC), presséo arterial (PA), peso do ventriculo  four groups and treated accordingly during eight days:
esquerdo (PSVE) e a relagdo do PSVE pelo peso do rato Control (CON), VERA (10mg/kg), ISO (0.3mg/kg) and
(VE/P). Foram retiradas amostras do ventriculo esquerdo  VERA+ISO. It was measured in 10 animals from each
(VE) para estudo morfolégico pela microscopia de luz. group heart rate, blood pressure, left ventricle dry weight
Resultados Em relacdo ao PSVE, obtiveram-se os and ratio between left ventricular weight (LVW) and rat
seguintes resultados: CON 0,145g, VERA 0,144g, ISO weight. Samples were taken from the left ventricle to be ex-
0,201g, VERA+ISO 0,148g, com diferenca significante amined by light microscopy.
entre o grupo ISO e os demais (p<0,05). A andlise do VE/ Results 1. VW of the CON group was 0.145g, of VERA
P mostrou 0 mesmo comportamento. As alteracdes estru-was 0.144g, of ISO with 0.201g, and of VERA+ISO was
turais induzidas pelo ISO incluiram hipertrofia cardiomio-  0.148g. The difference between ISO group and others was
citaria e aumento do tecido colageno. No grupo VERA+ statistically significant (p<0.05). The LVW/W ratio also
ISO observou-se acéo protetora em relacéo a hipertrofia showed similar result. The myocardial pattern induced by
(ISO 97,5% vs VERA+ISO 87%, p<0,001). ISO was left hypertrophy and collagen contentincrease. In
Concluséo VERA preveniu as manifestacdes deleté- VERA+ISO group it was found a proctetive effect to hyper-
rias da acdo do ISO sobre o miocéardio dos ratos. Resulta- trophy (ISO group 97% vs VERA + SO 87%; p<0.001) and
do ocorrido por um efeito protetor que inibiu a sintese do increased collagen content.
colageno e a hipertrofia das fibras musculares do coracéo. Conclusion -VERA prevents the deleterious effects of
ISO in the myocardium. Probably this action is due to pre-
Palavras-chave: protecdo miocardica, hipertrofiaventri-  vention the myocardial hypertrophy and proliferation of
cular, isoproterenol, verapamil collagen tissue.
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A hipertrofia ventricular esquerda (HVE) € um proces- Macroscopicamente, a HVE caracteriza-se pelo au-
S0 que leva a deterioragao progressiva da fungdo ventricular mento da espessura do septo ventricular e da parede livre do
Além disso, é um importante fator de risco cardiovascular, ventriculo esquerdo (VE) e, freqiientemente, esta associa-
aumentando a mortalidade da insuficiéncia cardiaca (ICC) da a diminui¢do do volume da cavidade ventricular. Do
e da doencga coronariahdambém esta associada a mai- ponto de vista microscopico, observa-se aumento da mas-
or incidéncia de morte subita em pacientes hipertensos esa tecidual, resultante do aumento da fibra muscular e da
naqueles com arritmias ventriculatés replicacao das células ndo-miocitied3o ponto de vista
biomolecular, a hipertrofia cardiaca envolve uma seqiién-
cia de eventos que inclui sinais transmembranicos dentro

(E:scola Pal:inAsta_de ’\v/\lAeqicTina- UNNIFBESPb_ R César Guimaries. 143751 do sarcolema do midcito (receptores beta, proteina G e a
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Recebido para publicacio em 1685 expressao géni€aA hipertrofia miocardica tem sido pro-
Aceito em 24/4/96 duzida em animais através de varios mecanismos, incluin-

do coarctacao da aorta, isquemia do miocéardio, anemia,
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exercicio, hormdnio tireoidiano e hipertensao réhal ventriculo direito, mantendo-se o septo interventricular

No estudo experimental da HVE, varios métodos tém como parte do VE de cada rato. Os VE foram lavados em
sido propostos. Os mais utilizados provocam hipertensdo agua destilada, envolvidos em papel de filtro e depois colo-
arterial (HA) em animais, através de bandagem da aorta, cados em frascos de vidro para verificacdo dos pesos Umi-
clipagem da artéria renal e ressecc¢ao de barorreceptoreslos em balanc¢a analitibéettler AE 50. A seguir, foram
aorticos. A HVE pode também ser desenvolvida pelo iso- colocados em estufa Fanem a°@por 24h e, posterior-
proterenol (ISO), um agonista beta adrenérgico sintético, mente, submetidos a nova pesagem para verificacdo dos
gue nado eleva a presséo arterial (PA) pesos secos na mesma balanca.

A administracdo de ISO, em animais de experimenta- Em oito animais de cada grupo, 24h apés o término do
¢do, produz alteracfes patoldgicas no musculo cardiaco, estudo, procedeu-se o sacrificio por degola em guilhotina,
dependente da dose utilizada e do tempo d&.@oando retirando-se o VE como descrito acima. Com fragmentos
utilizada em doses altas, induz hipertrofia cardiaca com do VE, realizaram-se sec¢8es de 7 que foram coradas com
grave leséo tecidual e faléncia ventricular. Em doses baixas, hematoxilina-eosina, para analise morfologica e histomeé-
por outro lado, estimula o crescimento cardiaco, sem evi- trica dos cardiomiécitos, e com picro-sirius para estudo de
déncias visiveis de necrd$&. A HVE induzida pelo ISO fibras colagenas.
desenvolve-se rapidamente, revertendo-se em poucos dias A analise morfométrica dos musculos cardiacos (VE)
apo6s sua suspensédo nos grupos corados pela HE foi realizada apenas em cortes

Considerando a proeminéncia da HVE como fator de transversais. Para contagem de células, utilizou-se uma
risco cardiovascular, € indubitavel a importancia em estu- lente integradora Kpl-10 X (Zeiss), contendo reticulo com
dar os varios aspectos relacionados ndo apenas ao seu tra25 pontos distribuidos geometricamente, acoplada a uma
tamento, mas, principalmente, a sua prevencao. A utiliza- objetiva de 100 X (com aumento final de 1000 didmetros).
¢éo de modelo experimental, sem interferéncia da HA, pro- Em cada lamina foram contados em 10 campos microsco-
picia a oportunidade de estudar fatores humorais locais e picos, o niumero de células (ndcleos e citoplasmas) coinci-
sistémicos moduladores da hipertrofia miocardica. Simul- dentes com os pontos de cruzamento do reticulado. A con-
taneamente, permite avaliar a possibilidade de interferir, tagem do nimero de fibras colagenas em laminas represen-
preventivamente, na sua expressao clinica. Descortina, tativas de animais de cada grupo estudado, coradas pelo
também, a possibilidade de estudar os tipos de resposta cepicro-sirius foi realizada da mesma maneira descrita acima.
lular caracteristicos desse fenbmeno, abrindo caminho para Quanto a andlise estatistica dos resultados foram uti-
uma intervencao menos empirica neste dificil e complexo lizados testes paramétricos e testes ndo paramétricos, le-
problema que é a HVE. O objetivo deste trabalho é avaliar, vando-se em consideracdo a natureza das variaveis estuda-
em ratos, a possivel protecédo do verapamil (VERA) a das, aplicando os testes: 1) anélise de varidncia para um

hipertrofia do VE induzida pelo ISO. critério com a finalidade de comparar os grupos estudados
em relacdo aos valores do peso dos ratos, a PA, FC, peso
Métodos Umido e seco do VE. Quando mostrou diferenca

significante, esta andlise foi completada pelo teste de con-
Foram utilizados 72 ratos Wistar, machos, adultos, traste de Tukey; 2) analise de variancia por pontos de
pesando entre 250 e 300g, provenientes do biotério central Kruskal-Wallis para comparar os grupos, quanto a relagéo
da Escola Paulista de Medicina. Os animais foram distri- peso seco do VE/peso do rato; propor¢éo de fibras muscu-
buidos em quatro grupos, sem escolha preferencial: grupolares e percentagem cardiacas de fibras coldgenas. Quan-
A (controle - CON), submetidos a doses subcutédneas de do mostrou diferenca significante, esta anéalise foi comple-
1mL de sorofisiolégico as 8h e 0,3mL de 6leo oliva as 18h, tada pelo teste de comparacao multiplas. Em todos os tes-
durante oito dias seguidos; grupo B (VERA), submetidos tes fixou-se em 0,05 ou 5% (alfa <0,05) o nivel para rejei-
a doses subcutaneas de 10mg/kg de peso de VERA as 8h €do da hipotese de nulidade, assinalando-se com um aste-
0,3mL de 6leo oliva as 18h, durante oito dias seguidos; gru- risco os valores significantes.
po C (ISO), submetido a doses subcutaneas de 1mL de soro
fisiol6gico as 8h e 0,3mg/kg de peso de ISO para 1mL as Resultados
18h durante oito dias seguidos; grupo D (VERA e ISO) sub-
metidos a doses subcutaneas de 10mg/kg de pesode VERA  Osvalores médios e desvios padrées dos pesos (g) dos
as 8h e 0,3mL de ISO as 18h durante oito dias seguidos. animais, da FC e das medidas da PAM no final do experi-
No dia anterior ao término do estudo, foram realiza- mento, nos quatros grupos estudados, estédo apresentados
das medidas da presséao arterial média (PAM) e da frequén-natabela |, bem como os valores do PSVE e da relacdo VE/
cia cardiaca (FC) em 10 animais de cada grupo, com P. Também relatamos a proporcao de fibras musculares car-
poligrafoGould Recorde?200S de dois canais. Apos 24h,  diacas nos quatro grupos estudados, destacando a impor-
os animais foram anestesiados com éter etilico, submetidostante hipertrofia no grupo do ISO e o poderoso efeito
atoracotomia com retirada dos coragdes ainda com contra-inibidor do VERA no grupo ISO+VERA. A observacado das
¢des. Imediatamente, foram separados os atrios e olaminas com coloracao especifica para fibras colagenas
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Tabela I - Relagédo das variaveis estudadas nos 4 grupos com resultados expressos em média e desvio padréo

CONTROLE VERA ISO ISO+VERA
Peso final (g) 278 (11,6) 284,5 (16,3) 289,3 8,7) 277,7 (13,5)
PAM (mmHg) 113 (5,9) 115,5 (7.2) 113 (5,9) 115,5 (7.9
FCM (bpm) 329,5 9,1) 323 (12,9) 340 (7,1)* 338,7 (13)*
PSVE 0,145 (0,01) 0,144 (0,01) 0,201 (0,01)* 0,148 (0,02)
VE/P (9) 0,521 0,485 0,686* 0,531
Prop Fib Mioc 85,6 86,2 97,5% 87,6
Prop Fib Col 36,7 36,9 48,5* 37,1

PAM- presséo arterial média; FCM- frequéncia cardiaca média; PSVE- peso do ventriculo esquerdo; VE/P- relacédo do P8\iB pettm pesp Fib Mioc- proporgdo
de fibras musculares cardiacas (citoplasma e ntcleo); Prop Fib Col- proporgéo de fibras colagenas no miocéardio; *= p<0,01.

(picro-sirius) revelou um aumento exuberante da presencavacao da PA151718 g que nos permite estudar a influéncia
de fibras colagenas tipo | no grupo ISO em relacao aos de-do VERA, droga antagonista dos canais lento do Ca, na
mais grupos. As figuras 1, 2, 3 e 4 evidenciam a presencahipertrofia miocardica provocada pelo ISO, na auséncia de
de fibras colagenas no miocardio de ratos dos grupos CON,HA. Subjacente esta a idéia de que a hipertrofia miocardica
VERA, ISO e ISO+VERA, respectivamente. nao é uma manifestacdo univariada da elevacéo da PA.
Mas, como defendem vérios autores, um fendmeno de base,
fundamentalmente bioquimica e molecular, com uma im-
portante interface mecanit’&’.

Estudamos a hipertrofia miocardica em coracédo de A variacao percentual dos pesos nos quatros grupos
rato provocada pelo ISO. Este modelo experimental de estudados, desde o inicio até o final do experimento, nao
hipertrofia ventricular, estudado e validado por varios au- apresentou diferenca estatistica significativa, demonstran-
tores, apresenta como caracteristica fundamental a ndo eledo que a dose de ISO, utilizada neste estudo, ndo alterou o

Discussao

Fig. 1 - Fotomicrografia mostrando porgéo do coragéo de rato do grupo controle, eviden- Fig. 2 - Fotomicrografia mostrando porgéo do coragéo de rato do grupo verapamil, evi-
ciando a presenca de fibras colagenas. Picro-sirius + polarizagéo - 200 x. denciando a presenca de fibras colagenas. Picro-sirius + polarizagéo - 200 x.

Fig. 3 - Fotomicrografia mostrando porg¢éo do corac¢éo de rato do grupo tratado com Fig. 4 - Fotomicrografia mostrando porgéo do coragao de rato do grupo tratado com
isoproterenol, evidenciando a presenca de fibras colagenas. Picro-sirius + polarizac&o-isoproterenol e verapamil, evidenciando a presenga de fibras colagenas. Picro-sirius +
200 x. polarizag&o - 200 x.
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crescimento corporal normal nos animais. diacilglicerol (DG) e em inositol trifosfato (IP3). O DG au-

O comportamento da PA nos animais dos quatro gru- menta a atividade da proteina quinase C, cujo efeito contri-
pos nao se alterou. Particularmente ndo houve aumento nobui também para o crescimento dos cardiomi¢€&itodP3
grupo 1ISO e ISO+VERA. A FC foi maior nos grupos que libera célcio dos estoques no reticulo sarcoplasmatico e, em
utilizou ISO (grupo I1SO e grupo ISO+VERA), porém o conjunto com proteina G, atua na abertura dos canais
aumento foi discreto, quando comparado com trabalhos que ibnicos de calcio e este, via calmodulina, somando ao cél-

utilizaram doses maiores da dréga cio intracelular liberado pelo reticulo sarcoplasmatico por
Ha varias evidéncias de que a estimulacao adrenérgicaacao do IP3, ativa quinasé®c
possa produzir hipertrofia ventricufdr Alguns autores O aumento do influxo de célcio para o interior da cé-

encontraram correlacdo entre o nivel plasmético elevado delula cardiaca produzido pelo ISO leva ao aumento da de-
noradrenalina e a massa ventricular esquerda em portado-composicao de ATP pela ATPase das miofibrilas dependen-
res de doencga hipertensttdambém existem estudoscom  te de calcio, ocorrendo assim um aumento do desenvolvi-
01SO em que os resultados foram menos conclusivos em re-mento da tenséo sistélica e um consumo alto de fosfatos ri-
lacdo a participacéo do sistema adrenérgico no crescimentocos em energia. Por outro lado, as mitocéndrias absorvem
da massa cardiataStanton e col alegam que a ocorrén- ions célcio do citosol com dispéndio de energia, o que resul-
cia de necrose miocérdica concomitante sugere a hipoteseta no desacoplamento da fosforilacéo oxidativa e em leséo
de que a hipertrofia possa ser secundaria a necrose celulaestrutural (cristélise, vacuolizagédo e calcifica¢at):
e ndo ao estimulo adrenérgico. Entretanto, também tem No nosso estudo, quando se associou VERA+ISO,
sido demonstrado, em células miocéardicas isoladas, que ohouve uma prote¢édo ao desenvolvimento da hipertrofia,
ISO aumenta a sintese protéica, embora em nivel menor doocorrida provavelmente devido a um bloqueio do influxo
gue o provocado pela noradrenafiha transmenbréanico de ions de célcio, através dos canais ibni-

E aceito que existe uma mediacdo pelos receptores cos lentos para o citosol das células musculares cardiacas
adrenégicosa , na producgéo da hipertrofia, comumacon-  *. Os bloqueadores dos canais de Ca sdo drogas vasodila-
tribuicdo menor dos receptoresg 3 e 3. Assim, o estimu- tadoras que tém se mostrado capazes de reduzir a&arassa
lo adrenérgico, com participacao dos receptargs pro- diaca? Além de diminuir o influxo de Ca no musculo liso
cesso de hipertrofia, pode incentivar o crescimento da cé- arteriolar e no miocéardio, os bloqueadores dos canais de Ca
lula miocéardica, independentemente de sua acao tém a propriedade de diminuir a atividade adrenérgica e do
hemodinamica. sistema renina-angiotensina-aldoster8na reducao da

Em relacéo ao estudo do peso do VE dos animais, ob- atividade adrenérgica ocorre por bloqueio pds ganglionar
Servou-se que o peso seco e a relacdo do peso seco com da liberacéo de bloqueio dos receptores beta adrenérgicos
peso do animal (tab. I) apresentam aumentos importantes®2%,
no grupo ISO em relacdo ao CON, demonstrando a a¢do do O VERA é capaz de bloquear o sistema renina-angio-
ISO naindugéo da hipertrofia. No grupo em que se utilizou tensina-aldosterona em varios niveis. Além de atuar sobre
VERA+ISO, observaram-se valores proximos aos do gru- o tdnus simpatico, eles diminuem a disponibilidade do cal-
po CON, sugerindo que essa associa¢éo impediu o cresci-cio no tubulo contornado distal, o que reduz a secre¢éo de
mento da massa muscular do VE nesse grupo de animais.renina no nivel da macula defsa

Taylor e Tang®, utilizando a mesma dose nossa Estas caracteristicas farmacolégicas dos bloqueadores
(0,3mg /kg/dia) em ratos, observaram aumento da massados canais do Ca permitem compreender por que podem
ventricular 44% acima do controle apds oito dias de trata- impedir a instalacao da hipertrofia miocérdica.
mento. Nossos dados mostraram aumento da massa Outro fator importante da influéncia dos bloqueadores
ventricular com ISO, quando comparados com o grupo dos canais de Ca no miocéardio hipertrofiado é a participa-
CON, evidenciando aumento de 37% e 40%, respectiva- ¢do do Ca na sintese protéica. A reducéo de sua disponibi-

mente, para 0s pesos Umidos e secos. lidade no interior do miécito contribui para reduzir o cres-
De acordo com Xenophontos e b aumento do cimento miocardi®
cronotropismo e do inotropismo cardiaco pela utilizacdo do O estudo morfométrico do VE dos coracdes dos ani-

ISO, podem ter agido como estimulo para hipertrofia car- mais estudados demonstrou que o grupo ISO apresentou va-
diaca, através do estiramento da fibra, por consequente ati-lores percentuais significantemente maiores (tab. I). O valor
vacédo da adenil ciclase e proteina quinase dependente dgercentual das fibras coldgenas no grupo ISO também foi
AMP ciclico. As proteinas quinases A e C calcio dependen- significantemente maior. Varios estudos também encontra-
te sdo estimuladores de protooncogé&pse, por suavez, ram uma maior quantidade de fibras coldgenas nas
estdo envolvidos nos mecanismos de regulagéo da sinteséipertrofias ventriculares provocada pelo ISO, relatando um
do DNA e da transcricao do RNAZ crescimento desproporcional entre os cardiomiécitos e o
O 1SO também estimula a produgéo de renina e angio- estrom&s

tensina IP°. Esta através de seus receptores e modulada pela Com o uso do corante especifico para colageno e com
proteina G estimula a fosfolipase C que, por sua vez, pro- o auxilio de luz polarizada, pode-se observar acentuada
duz a clivagem do fosfatidil inositol bifosfato em  birrefringéncia, com coloracéo diferente, entre as fibras
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colagenas espessas e delg@dastou-se nitido predomi- inativacao parcial dos fibroblastos. Dada a grande impor-
nio do colageno do tipo | no miocardio do grupo ISO. Nos tancia do calcio como sinal intracelular mediador da sintese
grupos CON e VERA observou-se miocéardio com estrutura de proteina, os nossos achados histolégicos mostraram que
normal? e no grupo VERA+ISO menor formacao de co- o0 VERA possuirelevante acao cardioprotetora, pois impe-
lageno dotipo I. Observacdes que sugerem que houve inter-diu as manifestacdes da acéo do 1SO sobre o miocardio de
rupcao do processo de formacéo de colageno pelos fibro-ratos. Esperamos que esses achados experimentais abram
blastos. E provavel que esta acéo decorra da interferénciaperspectivas para pesquisas posteriores que possam trazer
do VERA na acéo da angiotensina, via diminui¢do da dis- beneficios a terapéutica clinica.
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