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Vil

Qualquer tempo é tempo.
A hora mesma da morte
€ hora de nascer.

Nenhum tempo é tempo
bastante para a ciéncia
de ver, rever.

Tempo, contratempo
anulam-se, mas o sonho
resta, de viver.

Carlos Drummond de Andrade
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Res umo

O éxido nitrico € um importante modulador do tdnus vascular. A inibicao
prolongada de sua sintese, por meio de compostos analogos a L-arginina, tais
como o N®-pitro-L-arginina metil éster (L-NAME), constitui um modelo de hi-
pertensao arterial acompanhado de isquemia miocardica em ratos. Neste tra-
balho, investigou-se, em ratos, o efeito de dois antagonistas dos receptores -
adrenérgicos, o atenolol (antagonista seletivo 34) € o propranolol (antagonista
nao seletivo B), na hipertensao e nas lesdes miocardicas induzidas pela admi-
nistracdo cronica (8 semanas) de L-NAME. Para tanto os animais foram dividi-
dos em 6 grupos experimentais, (n =15 cada) : 1) Controle (animais que rece-
beram ragdo e agua de torneira); 2) L-NAME (animais que receberam apenas
L-NAME na dose de 20 mg/rato/dia); 3) L-NAME + propranolol (animais que
receberam L-NAME e propranolol, nas doses de 20 e 30 mg/rato/dia, respecti-
vamente; 4) L-NA- ME + atenolol (animais que receberam L-NAME e atenolol,
nas doses de 20 e 30 mg/rato/dia, respectivamente; 5) Propranolol (animais
que receberam somente o propranolol na dose de 30 mg/rato/dia), e 6) Ate-

nolol (animais que receberam apenas o atenolol na dose de 30 mg/rato/dia).



A presséo arterial caudal foi medida semanalmente e observou-se que
nos animais tratados com L-NAME, houve uma elevagé@o da pressao arterial
tempo-dependente. Os pesos corpéreos foram também avaliados semanal-
mente e os animais do grupo tratado com L-NAME, tiveram um ganho de peso

menor em relagdo aos outros grupos experimentais.

Ao final do estudo, os animais foram sacrificados e os coragdes removi-
dos para avaliacdo dos pesos cardiacos e posterior analise histologica qualita-
tiva do miocardio. No coracéo dos animais tratados com L-NAME, a area me-
dia dos cardiomidcitos aumentou e também foram observadas areas de lesoes

com magnitudes diferentes entre os animais.

A administracdo do atenolol ou do propranolol reduziu significativa-
mente a hipertenséo arterial, a hipertrofia do cardiomiocito e as les6es isqué-

micas induzidas pelo tratamento cronico com L-NAME.

No grupo L-NAME, 33% de mortalidade (N=15) foi observada, enquanto

que nos demais grupos, todos os animais sobreviveram.

Esses fatos nos sugerem que os bloqueadores B-adrenergicos podem

ser potencialmente benéficos no tratamento das desordens vasculares e car-

diacas causadas pela deficiéncia cronica de NO.

Palavras-chave: propranolol, atenolol, infarto do miocardio, hipertensao.



1.1 ntroducdo

Oxido nitrico - Consideragoes gerais

Até o inicio da década de 80, acreditava-se que o endotélio era res-
ponsavel por fungées meramente fisicas, como a de constituir uma barrei-
ra seletivamente permeavel entre os meios intra e extra-vascular e a de
manter o padréo de fluxo sangiiineo laminar nos vasos. Atualmente, as
células endoteliais deixaram de ser consideradas como simples revesti-
mento dos vasos sanguineos, podendo ser encaradas como um 6rgéo pa-
racrino e altamente ativo, revelando-se como verdadeiro sensor de altera-
¢oes fisico-quimicas do meio circulante e modulador da reatividade vas-
cular.

Em 1980, Furchgott e Zawadzki, trabalhando com anéis e tiras de
aorta isolados, relataram que a presenca do endotélio era fundamental
para o relaxamento da musculatura lisa arterial, ao demonstrarem que a
acetilcolina ndo acarretava relaxamento em preparacdes vasculares nas
quais o endotélio ndo se encontrava integro. A recuperacdo da resposta
vasodilatadora a acetilcolina era possivel quando tais preparacoes eram
colocadas em contato com a camada intima de uma artéria cujo endotélio

encontrava-se preservado.
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Finalmente, observou-se que o relaxamento induzido pela acetilcoli-
na era bloqueado pela atropina, antagonista dos receptores muscarinicos.

A partir dessas observagbes, os autores propuseram que a acetilco-
lina, interagindo com receptores muscarinicos, localizados no endotélio,
liberava um fator que foi denominado EDRF “"endothelium-derived relaxing
factor”, o qual se difundia para o musculo liso vascular subjacente, promo-
vendo relaxamento deste tecido. Mais tarde, este composto foi identificado
quimica e farmacologicamente como sendo o 6xido nitrico (NO) (Ignarro et
al., 1987; Palmer et al.,1987).

As pesquisas direcionaram-se, entdo, no sentido de se determinar
como o endotélio produzia este fator, e culminaram com a proposicao de
Palmer et al. (1988), que postularam que a L-arginina era o substrato, para
a sintese de NO, em uma reagéao catalizada entre a NO sintase e o oxigé-
nio molecular. A estas descobertas, seguiram-se outras, atribuindo-se ao
endotélio a responsabilidade pela sintese de substancias vasoativas, de
substancias moduladoras da agregacéo plaquetaria e da coagulagio san-
glinea, de fatores reguladores da trombogénese, da mitogénese e do

metabolismo de lipoproteinas (Batlouni & Ramires, 1994).

Sintese de NO

O NO é sintetizado a partir de um atomo de nitrogénio do terminal
guanidina da L-arginina, a qual € convertida em L-citrulina por agdo da NO

sintase (NOS) (Palmer et al., 1988), em reagdo dependente da presenca
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de diversos cofatores (NADPH, FAD, FMN, tetrahidrobiopterina, calmodu-
lina e heme) (Bredt & Snyder, 1990; Klatt et al., 1992).

O NO produzido age estimulando a guanilato ciclase soltvel nas
células musculares lisas dos vasos, causando um aumento da concentra-
¢&o intracelular de 3’,5-monofosfato de guanosina ciclico (GMPc), acar-
retando a redug&o do influxo de célcio, por meio do sarcolema e da libera-
¢&o do ion de seus depdsitos intracelulares (Batlouni & Ramires, 1994).

Trabalhos mais recentes mostram que o NO pode ativar canais de
potassio acionados por célcio (Kca), por mecanismos dependentes ou in-
dependentes de GMP (Bolotina et al., 1994; Carrier et al, 1997). A conver-
sdo de L-arginina em NO pela NOS ¢é especifica visto que a D-arginina,
enantidomero da L-arginina, ndo é substrato para esta reacio.

Atualmente, trés isoformas da NOS sao conhecidas: tipo 1 (neuro-
nal), tipo 11 (induzivel) e tipo 111 (endotelial). Se por um lado isoformas I e
IIT sao constitutivas, ou seja, estdo normalmente presentes e dependem
do complexo calcio/calmodulina para sua ativacdo, por outro lado, a iso-
forma 11 € induzivel por agdo de certas citocinas (interleucinas, fator de
necrose tumoral e interferon-y), bem como de lipopolissacarideo bacteria-
no. Ao contrario das demais isoformas, a ativagdo desta isoformas inde-

pende da concentracao de célcio.
Funcg¢dées do NO
No sistema cardiovascular, o NO é liberado do endotélio e atua so-
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bre o musculo liso vascular, como um fator de relaxamento. E um vasodi-
latador fisiolégico que influencia a resisténcia vascular periférica, controla
o fluxo sangliineo cerebral, pulmonar e coronariano e a pressao arterial.

Em plaquetas e leucécitos, o NO inibe a aderéncia e agregacao das
plaquetas, leucdcitos, neutrofilos e mondcitos. A elevada concentracéo de
hemoglobina no sangue impede, provavelmente, que o NO derivado do
endotélio afete a funcéo plaquetaria em condi¢cdes normais (Palmer et al.,
1987).

O NO atua também na defesa do hospedeiro e citotoxidade. O NO
reage com o O, produzindo o &nion peroxinitrito (ONOQO") que pode des-
truir organismos invasores. Acredita-se que o ONOO™ lesa o hospedeiro
quando produzido em excesso (in vitro).

No sistema nervoso central, o NO atua como um neurotransmissor,
e tem papel importante na plasticidade sinaptica, assim como a memoéria,
a visdo e o apetite. Em producdo excessiva, pode provocar disturbios
como acidente vascular cerebral isquémico (Garthwaite,1991).
Inibidores da sintese de NO

Substancias analogas a L-arginina, como NC-nitro-arginina (L-NAA)
(Gross et al., 19890), NC-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) (Moore et al.,
1989) e N-iminoetil-L-omitina (L-NIO) (Miilsch & Busse, 1990), inibem es-
pecificamente a sintese de NO. Comparados aos demais inibidores, ape-

nas o L-NMMA e o L-NAME séo ativos por via oral (Gardiner et al., 1990).
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A administracdo aguda destes inibidores promove aumento da resisténcia
vascular sisttmica e consequente hipertensdo arterial em ratos e cies
(Gardiner et al., 1990; Zappellini et al., 1996).

Contrariamente a inibicdo aguda (Nafrialdi & Mimram, 1993; Sigmon
& Beierwaltes, 1993; Zappellini et al., 1996), a hipertensao induzida pelo
bloqueio crénico da sintese de NO, € marcantemente reduzida por inibido-
res da enzima conversora de angiotensina e antagonista de receptores
AT, de angiotensina Il (Ribeiro et al., 1992; Pollock et al., 1993: Moreno-Jr
et al., 1995, 1996).

O sistema nervoso autdnomo simpatico parece estar envolvido nas
alteracOes cardiovasculares produzidas pelo bloqueio crénico de NO. As
concentragdes de adrenalina e noradrenalina circulantes estdo elevadas
apos cinco semanas de tratamento cronico com L-NAME, sugerindo que
as mesmas estejam envolvidas na manutencdo dos niveis elevados da
pressao arterial (Navarro et al., 1984). No entanto, K-Laflamme et al.
(1998) mostraram que o tratamento cronico com L-NAME determina um
aumento da atividade da medula adrenal sem alterar os niveis plasmaticos
de noradrenalina.

A participacdo do componente autonémico neural na manutencéo
da hipertenséo tem sido demonstrada pela atenuagcéo da resposta hiper-
tensiva, induzida pelo L-NAME ap6s simpatectomia e bloqueio ganglionar

(Cunha et al., 1993; Sander et al., 1995). Além disso, c NO parece ter um
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importante papel na regulacdo do ténus simpatico (Sakuma et al., 1992)
em que se sugere que a inibi¢céo da atividade da NOS no tecido cerebral
de ratos tratados com L-NAME possa contribuir para a patogenia da hi-
pertensao (Zanchi et al., 1995). Os mecanismos pelos quais o estado hi-
pertensivo € atingido e mantido no modelo de hipertensdo induzido pela
inibicao da sintese de NO nao s&o ainda completamente compreendidos.

O aumento do ténus vascular, a ativacdo do sistema renina-
angiotensina e sistema simpatico tem sido usados para explicar as dife-
rentes alteracdes fisiopatologicas presentes neste modelo.

Recentes estudos demonstraram que a administragdo oral de L-
NAME, por 4-8 semanas, em ratos constitui um modelo de hipertensao
arterial, acompanhada de lesdes renais (Baylis et al., 1992: Ribeiro et
al.,1992). No coracéo, observa-se que a inibicdo cronica da sintese de
NO, na dose de 20 mg/rato/dia, acarreta fibrose intersticial, necrose su-
bendocardica e discreta hipertrofia ventricular esquerda (Moreno et al.,
1996).

Anti-hipertensivos

A normalizacao da elevagéo da pressao arterial pode ser alcancada
com o uso de antihipertensivos, como bloqueadores de canais de calcio,
drogas simpatoliticas, inibidores da enzima conversora de angiotensina,
bloqueadores de receptores AT, de angiotensina Il e os antagonistas dos

receptores -adrenérgicos, comumente chamados de B-bloqueadores.
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Os B-bloqueadores sdo uma importante categoria de drogas, capa-

zes de bloquear a agéo dos receptores B-adrenérgicos. Foram sintetizados
em 1958, dez anos ap6s Ahlquist ter postulado a existéncia dos recepto-
res B-adrenérgicos, descoberta esta que é considerada a maior contribui-
¢ao da atualidade para a terapéutica anti-hipertensiva.

Esse grupo compreende uma série de drogas, entre as quais o pro-
pranolol, pronetalol, timolol, pindolol, atenolol e outras. Sao prescritos aos
pacientes com hipertenséo arterial essencial, isquemias cardiacas, arrit-
mias cardiacas e outras doencas cardiovasculares (Vaughan, 1989).

A administracdo de B-bloqueadores em pessoas idosas, durante e
apos o infarto do miocardio, reduz o indice de mortalidade, de re-infartos
(Aronow, 2000) e aumenta a sobrevida em pelo menos dois anos (Pri-
chard et al, 2000). Embora tais agentes sejam extensamente usados no
tratamento de hipertenséo, o mecanismo de acdo dos anti-hipertensivos a
longo prazo, ainda n&o esta completamente compreendido.

Inicialmente, acreditou-se que a inibigdo da liberagéo de renina fos-
se um mecanismo importante para seu efeito hipotensor. Ao lado do seu
efeito sobre a liberacéo de renina, os B-bloqueadores produzem uma re-
ducao na frequiéncia e no débito cardiaco, uma outra explicacdo para o
efeito anti-hipertensivo (Valloton, 1987). No entanto, verificou-se posteri-
ormente que nem todos os compostos do grupo sédo dotados da mesma

capacidade de diminuir o débito cardiaco e a liberacdo de renina. Ainda
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assim, a capacidade de reducédo da tensio arterial é similar, além disso,
estudos clinicos mostraram que os beta-bloqueadores podem reduzir a
pressao arterial, independentemente dos niveis de renina e débito cardia-

CO.

Propranolol

Em 1960, James Black sintetizou o propranolol € o introduziu na te-
rapéutica da angina pectoris e arritmias cardiacas. Foi considerado na
época como uma droga milagrosa no tratamento de doencas cardiovas-
culares. As pesquisas indicam ser o propranolol uma droga eficiente, se-
gura (Conolly et al., 1976) e bem tolerada (Maia et al,. 2001), que reduz a
atividade simpatica, minimizando o risco de arritmias ventriculares pos-
-infarto e fibrilacdo. Dessa forma, o propranolol diminui drasticamente a
incidéncia de reinfarto e conseqliente morte subita (Kendall MJ, 2000).

O propranolol provoca aumento significante no potencial de acdo
cardiaca e diminui a velocidade no nédulo atrio-ventricular. Quando o t6-
nus adrenérgico € minimo, esses efeitos ndo se fazem presentes. Contu-
do, o efeito refratario do nédulo atrio-ventricular aumenta significativa-
mente com o uso do propranolol, também bloqueia a rede de Purkinje
(Zanini,1994).

O propranolol reduz a taquicardia paroxistica atrial, taquicardia sinu-
sial persistente, extra-sistoles atriais persistentes e as manifestacdes de

ansiedade como tremor. Também é muito bem aceito nos casos de car -
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diopatias obstrutivas, sindrome do prolapso da valvula mitral e aneuris-
mas.

O propranolol & absorvido por via oral e metabolizado rapidamente,
(Wood et al., 1998), principalmente quando ingerido logo apds uma refei-
¢ao, pois atinge uma concentragdo plasmatica mais elevada, provavel-

mente porque o alimento aumenta o fluxo sangiiineo esplancnico.

Atenolol

O atenolol & um importante agente anti-hipertensivo que atua prefe-
rencialmente sobre os receptores cardiacos B;, embora também tenha afi-
nidade pelos receptores vasculares periféricos ou bronquiais B,. Como sua
cardioseletividade simpaticomimética ndo é absoluta, as doses elevadas
de atenolol podem bloquear os receptores j,.

Depois de muitos anos de uso clinico, o atenolol esta bem definido,
sendo uma opc¢ao de tratamento para varias enfermidades cardiovascula-
res e tem sido associado com a redugdo da mortalidade em pacientes com
hipertensao arterial, arritmias cardiacas e infarto do miocardio.

As pesquisas indicam que o atenolol € eficiente na reducdo da hi-
pertrofia ventricular esquerda, ocorridas e pacientes hipertensos (Dunn et
al., 1987) e também nas isquemias miocardicas (Wallace et al., 1998).

Absorvido por via oral, metaboliza-se minimamente (5%) no figado,
somente 50% da droga é biodisponivel (Mason et al., 1979: Macainsh et

al., 1979). Devido a sua hidrossolubilidade, o atenolol é eliminado na uri-
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na, de forma inalterada.

Estudos comparativos tem demonstrado que o atenolol, quando
administrado oralmente, reduz a presséo sangliinea com a mesma efici-
éncia que outros antagonistas de receptores B-adrenergico ja citados

(Wadworth et al., 1991), entre eles, o propranolol.

Objetivos

Considerando-se que a inibi¢do crénica da sintese de NO em ratos
€ um modelo experimental de hipertensido arterial acompanhada de is-
quemia miocardica, nosso objetivo foi avaliar a agdo do propranolol e do
atenolol sobre a hipertensao arterial, as estruturas morfologicas do mio-
cardio (ventriculo esquerdo) e sobre as lesdes isquémicas em ratos, sub-

metidos ao tratamento crénico com L-NAME, por oito semanas.
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2. M. ateriais e Métodos

Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar fornecidos pelo Centro de Bi-
oterismo da Universidade Estadual de Campinas, com peso inicial de
150g. Os animais foram mantidos em condi¢Ges controladas de tempera-

tura e luminosidade (ciclo de 12 horas claro/12 horas escuro) e alimenta-

dos com ragdo padrio.

Protocolo Experimental

Para esse estudo, os animais foram divididos em 6 grupos experimen-

tais (n =15 cada):

1- Controle - animais n3o tratados:

2- L-NAME - animais que receberam L-NAME na dose de 20 mg/ rato/dia;

3- L-NAME+propranolol - animais que receberam L-NAME e propranolol
(30 mg/ rato/ dia);

4- L-NAME+atenolol - animais que receberam L-NAME e atenolol (30
mg/rato/dia);

5- Propranolol - animais que receberam apenas propranolol;

6- Atenolol - animais que receberam apenas atenolol.
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Todas as drogas foram dissolvidas em &gua e ministradas diaria-

mente aos animais, nas doses acima citadas.

Avaliagédo da pressao arterial caudal e do peso corporeo

A presséo arterial da cauda foi avaliada de acordo com o método
descrito por Zatz (1990). Para tanto, os animais foram acondicionados, por
15 minutos, em uma gaiola tendo o fundo em vidro fosco e iluminado por
uma lampada de cinco watts, para que fossem pré-aquecidos a fim de se
promover dilatacio da artéria caudal. Em seguida, os animais foram colo-
cados em uma caixa de contengdo e um manguito foi posicionado em tor-
no da cauda do animal. Esse manguito foi conectado a um microfone
(sensor) que, por sua vez, foi acoplado ao osciloscépio (CS-405, Kenwo-
od, Japao). A medida da press&o arterial foi realizada no minimo em dupli-
cata para cada animal.

Paralelamente, avaliou-se o peso corpéreo dos animais. Essas ava-
liagdes (presséo arterial e peso corp6reo) foram realizadas antes do inicio
dos experimentos e no decorrer do tratamento, semanalmente, durante

oito semanas.

Avaliacdo dos pesos cardiacos

Ao final de oito semanas, os animais foram anestesiados profunda-



mente com pentobarbital sédico (Sagatal ®, 30 mg/kg, I.p). Apbés a morte
dos animais, os coragdes foram retirado e lavados com solucao salina
(cloreto de sédio dissolvido em agua na concentracdo de 0,9%, p/v) para
remocao de coagulos e imersos em formalina a 10% por 24 horas. Em se-
guida, os coragbes foram dissecados, os atrios removidos e os ventriculos
pesados, obtendo-se dessa forma o peso cardiaco total (PTC, mg).

ApOs a retirada do ventriculo direito, o tecido remanescente foi pe-
sado e obteve-se o0 peso ventricular esquerdo (PVE, mg). Esses valores
foram corrigidos em fungéo do peso corpéreo obtido na dltima semana e,
dessa forma, foram finalmente expressos como: peso cardiaco relativo
(PCR = PCT/peso corpéreo, mg/g) e indice do peso ventricular esquerdo

(IPVE = PVE/peso corpéreo, mg/g).

Métodos histolégicos qualitativos e quantitativos

Procedimentos gerais para microscopia de luz

Apos a morte do animal, o coracgéo foi dissecado, lavado em solucao
salina 0,9% p/v e colocado em formalina a 10% v/v por 24 horas. Depois
da fixagao e da remocao dos atrios e do ventriculo direito, o ventriculo es-
querdo e o septo interventricular foram cortados perpendicularmente no
sentido do maior eixo do 6rgdo, em cinco fragmentos. A seguir, os frag-
mentos sofreram processamento histolégico de rotina (Junqueira & Car-
neiro, 1999), sendo vejamos: a) desidratacdo com alcool etilico de con-
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centracdes crescentes, comegando com o alcool 70% e terminando com
alcool absoluto; b) diafanizacdo em xilol: ¢) Impregnacéo pela parafina
fundida; d) inclusdo da peca em um molde retangular contendo a parafina
fundida. Os cortes histologicos de cinco um de espessura foram submeti-
dos a coloragao pelo hemalume-eosina e pelo tricromico de Masson (Mi-
chalany, 1980).

A montagem dos cortes em cada |amina foi feita da seguinte manei-
ra: escolheu-se o primeiro corte da fita de parafina, os cinco cortes subse-
quentes foram desprezados e o sétimo foi montado — assim sucessiva-
mente, até serem obtidos cinco cortes por bloco. O objetivo dessa monta-
gem foi conseguir imagens microscopicas diferentes entre si para as ava-

liacdes morfométricas (Delesse, 1848; Aherne, 1 970).

Analise histolégica qualitativa (estereologia)

A analise histologica qualitativa do miocardio (ventriculo esquerdo e septo
interventricular) dos animais dos diferentes grupos visa a detectar alteracdes
decorrentes dos diferentes procedimentos experimentais. Essas alteracdes es-
tao relacionadas ao aparecimento de fibrose intersticial, fibrose perivascular e
areas de fibrose reparativa representadas por cicatrizes microscopicas que se

seguem a morte dos cardiomidcitos.



Avaliagdo histolégica quantitativa (estereoldgica) dos car-
diomidcitos

Na determinacdo dos parametros quantitativos relacionados aos
cardiomiocitos, tais como area média da célula (Acer), €SS€ parametro
mede a ocupagdo da area-teste pela area das imagens da estrutura que
estamos avaliando, densidade de volume (V,), tem interpretacdo seme-
Ihante & area média da célula e densidade de area (S,) que avalia a rela-
¢ao entre a drea e o volume de estruturas morfolégicas, utilizou-se um
sistema-teste, no caso, uma ocular da Zeiss Kpl 8x, com reticulo de 100
pontos (exibindo 10 linhas paralelas, em uma area quadrangular) e uma
objetiva de 100x.

Numa aliquota do 6rgéo (20 campos microscopicos, tomados ao
acaso), foi contado o nimero de pontos que caia sobre os cardiomidcitos.
bem como o nimero de interseccdes que os cardiomidcitos faziam com
as linhas desse sistema-teste. Além disso, contou-se, ainda, o nimero de
perfis dos cardiomidcitos contidos numa determinada area (A;), no caso, a
area dada pelo sistema-teste que é igual 17.424 um’ referentes a um

campo microscopico.

Area teste (A7)

Na determinag&o da area teste (A1), mediu-se o comprimento () de
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um dos lados do quadrado, utilizando-se uma ocular com uma escala gra-

duada.

Apds essa medicdo, procedeu-se a calibragdo da escala da ocular
com uma lamina especial da Zeiss, provida de divisdes de 0,01 mm (10
um), visando a transformar as unidades da escala da ocular em micréme-
tros (um).

Foi possivel realizar o calculo do parametro discriminado, a partir da

aplicacao da formula:

Ar=()) = A=(1322= Ar=17.424 um?
Ar = area teste

| =132 um

Densidade de volume (V,)

Para a determinagéo do V, (fracdo de volume ou volume relativo),
utilizou-se o mesmo sistema-teste descrito anteriormente, contando-se os
pontos que caiam sobre os cardiomiocitos.

A formula usada para se determinar o V,, foi a seguinte (Aherne,

1970):
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sendo, que:
p = pontos que caem sobre os cardiomidcitos
Pr =numero total de pontos do sistema teste que caem sobre o coragéo

nos 20 campos microscoépicos.

Ndmero de perfis de cardiomiécitos (Qy)
O numero de perfis de cardiomidcitos (Qa) foi avaliado, contando-se
0 numero de imagens dos cardiomiécitos que figuraram em uma determi-

nada area teste (no caso, a area teste de 20 campos microscopicos).

Area média do cardiomi6cito (A.)

Na determinacéo da area média do cardiomiécito (Acer), € necessario
conhecer-se previamente os valores de Ay, V, e Qa .

Apos a obtencdo dos parametros acima mencionados, pode-se co-

nhecer o valor da area média do cardiomiocito, utilizando-se a formula

abaixo:
v P
A Pt
Acel 9_A Ly %
AT AT
em que:

V, = densidade de volume dos cardiomiécitos
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Qa = numero de perfis de cardiomidcitos na area teste

A = area teste

O valor da Acel é expresso em um>.

Densidade de area dos cardiomiécitos (S,)

Na avaliacdo do S, (densidade de area dos cardiomiécitos), utilizou-
se 0 mesmo sistema-teste, contando-se, agora, o0 nimero de intersecgoes
(I) que os cardiomiocitos fazem com as linhas desse sistema .

No calculo desse parametro, usou-se a férmula abaixo:

sendo:

| = intersecgbes dos cardiomidcitos com a linha-teste

L+ = comprimento total das linha-teste (no caso, 10 x 132, pois o sistema
contém 10 linhas que medem 132 um de comprimento)

Ly =10x 132 = Ly =1320 um

Avaliagdo histolégica quantitativa (estereolégica) dos vasos da
microcirculacao

Na avaliacao dos parametros relativos a microcirculagdo, que com-
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preende as arteriolas, vénulas e capilares sangtiineos, foram utilizados os
mesmos procedimentos descritos para os cardiomidcitos. Assim, nos
Mesmos campos microscopicos, contou-se ndo somente o numero de
perfis (Qa) dos vasos da microcirculagéo, que representa a quantidade de
imagens que estamos analisando, como também o nimero de pontos que
caiam sobre esses vasos e o nimero de intersecgdes desses vasos com

as linhas do sistema-teste.

Densidade de volume dos vasos da microcirculagéo (V,)
Para a determinacdo da densidade de volume dos vasos da micro-
circulagao (V,), contaram-se os pontos que caiam sobre os vasos (arte-

riolas, vénulas e capilares), e usou-se a formula abaixo:

em que:
p = pontos que cairam sobre as arteriolas, vénulas e capilares

P+ = nimero total de pontos do sistema teste nos campos contado

Numero de perfis (Qa)

Para cada um dos 20 campos microscopicos, foram contados o nu-
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mero de perfis (imagens) dos vasos da microcirculacdo que se encontra-
vam numa determinada area-teste.

Qa = nimero de imagens de arteriolas, vénulas e capilares

Densidade de area ocupada pelos vasos da microcirculagao (S,)

Para a quantificagdo da densidade de area ocupada pelos vasos da
microcirculaco (S,), esse parametro & muito importante pois avalia a rela-
¢ao entre a area e o volume de estruturas morfologicas, utilizou-se o
mesmo sistema-teste de 100 pontos e contaram-se as intersec¢bes dos
vasos com as linhas-teste (l).

Como o valor do comprimento total da linha-teste (L;) ja era conhe-
cido, (multiplicagdo do numero de pontos de um dos lados do quadrado,
pelo comprimento da linha teste), L+ =10 x 132 = L; = 1320, aplicou-se a

formula para a determinacéo de S, :

em que:
| = interseccoes dos vasos com a linha-teste

Lt = comprimento total da linha-teste
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Densidade do comprimento dos vasos da microcircula¢ao (L,)
Para a determinagdo do comprimento dos vasos da microcirculacao

(Ly), utilizaram-se dados ja conhecidos, aplicando-os na seguinte formula :

2xQa
At

Lv=

em que,
Qa = numero de perfis dos vasos da microcirculagio (arteriolas, vénulas e
capilares) na area teste

AT = area teste

Areas de lesdo

Este parametro quantitativo tem por objetivo determinar o grau de fi-
brose e, portanto, a magnitude das lesées miocardicas.

As areas de les@o do miocardio foram avaliadas pela contagem de
pontos (Weibel, 1979), utilizando-se um sistema-teste, no caso, uma ocu-
lar Zeiss Kpl (Komper plans) 8x, com reticulo de integracdo de 100 pontos,
exibindo 10 linhas paralelas, em uma area quadrangular e uma objetiva de
40 x. Em uma aliquota do érg&o (20 campos microscopicos), dos diferen-
tes grupos experimentais, foi contado o nimero de pontos que cairam so-

bre o tecido conjuntivo de sustentacéo e no tecido conjuntivo perivascular
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nos grupos controle, propranolol e atenolol, pois nesses grupos experi-
mentais n&o existiam areas de lesao.

Ja nos grupos experimentais L-NAME, L-NAME+propranolol e L-
NAME + atenolol, foram contados os pontos que cairam no tecido conjun-
tivo de sustentacéo, no tecido perivascular, nas areas de fibrose reparado-
ra (areas advindas, importantes na morte dos cardiomiocitos) e nas areas
de fibrose intersticial. Tais pontos foram computados e utilizados na for-
mula abaixo, indicando que a Area de leséo (A) foi expressa em microme-
tros (um).

O intervalo entre as linhas do sistema-teste (d=distancia entre as li-
nhas) € o ponto de referéncia para calibrar o sistema e também para de-
terminar a area do ponto teste. Em sistema-teste de padréo quadratico, a

area do ponto teste € d° e a area é determinada pela formula:

A =(Ap) 3 Pr

sendo que:
A, = pontos que cairam sobre as areas de lesao

Pr = nimero total de pontos do sistema-teste nos 20 campos contados
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Analise estatistica

A andlise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas foi aplicada
para avaliar as diferencas no peso corporal e na pressao arterial da cauda,
e ANOVA de uma via foi usada para comparar os pesos cardiacos. Quan-
do os resultados da ANOVA foram significantes, o teste de Bonferroni foi
aplicado.

Nos estudos estereolégicos, ANOVA foi seguida pelo teste de
Tukey. Em todos os casos, valores de p < 0.05 foram considerados signifi-
cativos. Os resultados foram expressos como médias + erro padrio das

médias.

Procedéncia dos reagentes

N®-nitro L-arginina metil éster foi obtido da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, EUA). O propranolol e atenolol foram cedidos gentilmente pela
Biosintética (S&o Paulo, Brasil). O pentobarbital sddico (Sagatal®) foi for-
necido pela Rhone-Merieux (Franga). A formalina fomecida por Lafan

quimica fina Ltda (Sdo Paulo, Brasil). Hemalume/Eosina e Tricrémico de

Masson fornecidos pela Merck (S&o Paulo, Brasil).
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3. Resultados

Peso corporeo

Observamos que os animais dos grupos L-NAME, L-NAME + Pro-
pranolol e L-NAME + Atenolol apresentaram um ganho de peso significati-
vamente menor em relagdo aos animais do grupo controle e dos demais

grupos estudados (Tabela 1).

Pressao arterial da cauda

Na primeira semana de tratamento, podemos observar que o L-NAME
elevou significativamente a presséo arterial. Os valores maximos de pres-
sao arterial foram alcancados a partir da segunda semana de tratamento
com L-NAME, apés o qual se mantiveram marcantemente elevados.

Quando o propranolol ou atenolol foi associado ao L-NAME, a pres-
sao arterial sofreu uma redugdo marcante, embora significativamente mai-
or que a do grupo controle. Os animais tratados com propranolol ou ate-
nolol individualmente mantiveram a presséo arterial em niveis normais (Fi-

gura 1).
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Tabela 1. Evolugdo do peso corpéreo dos animais (9) dos diferentes gru-
pos experimentais durante as oito semanas de tratamento. Os resultados

sao expressos como média do peso corpéreo + EPM. * p<0.05 s&o significati-

vos, em relagdo ao grupo controle.

Grupos Basal Sem.1 Sem.2 Sem.3 Sem.d Sem.5 Sem.6 Sem7 Sem.8
Controle 154+3 223416 243+ 6 249+6 258+6 269+6 305+10 326 +11 346+ 14
L-NAME 180+£3 204+6* 213+6* 206+10* 211+13* 226414" 257+12* 276411 290 +13*
L-NAME + 159+4 17817 201+6* 228+4" 241+5 253 +5* 269.446* 284+7* 309+ 8"
Proprano-

lol

L-NAME + 157 +4 200+7* 207 +8 21948 229+9* 241 5" 265+9* 277+9* 293+ 9*
Atenolol

Proprano- 163+4 222+6 229+4 238+4 249+5 260 +5 30718 322+8 330+ 6
lol

Atenolol 153+4 203+4 220+5 23246 248+6 263+5 274+13 290+14 326 + 10
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Figura 1. Hipertensdo arterial induzida pelo tratamento crénico com L-
NAME, administrado na dose de 20 mg/rato/dia, por oito semanas: efeito do
propranolol e atenolol, ambos administrados na dose de 30 mg/rato/ dia.
Os resultados estdo expressos como média + EPM. *p<0.001 L-NAME ver-
sus controle, L-NAME + propranolol, L-NAME+ atenolol. #p<0.05 L-NAME + pro-
pranolol e L-NAME + atenolol versus controle
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Pesos cardiacos

indice do peso cardiaco (IPC) e indice do peso ventricular es-
querdo (IPVE)

Os animais do grupo L-NAME apresentaram uma pequena elevacéo,
porém significativa, no IPC (Figura 2) e no IPVE esquerdo (Figura 3), sen-
do este aumento parcialmente prevenido pelo atenolol e propranolol. Os
animais tratados apenas com esses dois B-bloqueadores ndo apresenta-

ram modificacGes significativas dos IPC e IPVE, quando comparados aos

do grupo controle.
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Figura 2. indice do peso cardiaco (IPC) dos coragdes dos animais controle
e tratados com L-NAME, L-NAME+propranolol, L-NAME+atenolol, propra-
nolol e atenolol. Os valores sdo expressos como média + erro padrao das
médias (EPM). * p<0.05 L-NAME versus controle
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Figura 3 - indice do peso ventricular esquerdo (IPVE) dos ventriculos es-
querdo nos coragées dos animais dos diversos grupos experimentais. Os
valores sao expressos como médias + erro padrio das médias (EPM).
*p<0.05 L-NAME versus controle

Resultados qualitativos

Grupo Controle

Neste grupo, a aparéncia histolégica do miocardio mostrou-se nor-
mal, conforme descrito a seguir. O estroma conjuntivo distribui-se, for-
mando o perimisio que envolve grupos de cardiomidcitos, e o endomisio
que se dispGe em torno de cada fibra cardiaca. Os cardiomiécitos, por sua

vez, sdo células alongadas e ramificadas, que se unem umas as outras
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por intermédio dos discos intercalares. As fibras cardiacas apresentam
estriacdes transversais e 1 ou 2 nicleos alongados localizados no centro

da fibra (Figura 4).

Grupo L-NAME

A analise histolégica qualitativa mostrou que a maioria dos animais
do grupo L-NAME apresentou focos de fibrose cicatricial bem estabeleci-
dos; essas cicatrizes microscoépicas representam a substituicao das fibras
cardiacas necréticas derivadas de infartos mais antigos, sendo que o nu-
mero e o tamanho desses focos variaram de animal para animal dentro do
grupo. Além disso, nesse grupo, alguns animais exibiram areas de tecido
de granulagdo compativeis com infartos mais recentes. Nestas areas de
cicatrizag&o recente observaram-se muitos capilares, macrofagos e fibro-

blastos; a colagenizagéo foi discreta (Figuras: 5, 6, 7, 8).

Grupos L-NAME + Propranolol e L-NAME + Atenolol

As alteragbes histolégicas encontradas no miocardio dos animais
destes dois grupos s&o semelhantes aquelas do grupo L-NAME. No en-
tanto, avaliando-se qualitativamente as areas de lesdo nestes dois grupos,
mostraram-se em nimero menor e menos extensas, quando comparadas

as do grupo L-NAME (Figuras 9, 10, 11, 12).




Grupos Propranolol e Atenolol
Nestes grupos, a aparéncia histolégica do miocardio seguiu o pa-

drdo daquela encontrada no grupo controle, néo se observando, portanto,

nenhuma lesdo (Figuras 13 e 14).

Figura 4 - Fotomicrografia de lamina do coragéo (ventriculo esquerdo) de
um dos animais do grupo controle. A aparéncia histolégica miocardica mos-
tra-se normal. Notar o perimisio (P) que envolve grupos de cardiomidcitos (m)
que aparecem cortados transversal ou obliquamente; em alguns cardiomidcitos o
plano de corte passou pelo nucleo que é claro, de cromatina frouxa e nucléolo,
as vezes, evidente; o pontilhado do citoplasma dos cardiomiécitos corresponde
aos cortes transversais das miofibrilas. Notar uma vénula (v) cuja luz mostra-se
repleta de heméacias e os capilares sanglineos (cabega de seta) entremeados
entre as fibras cardiacas. Tricrémico de Masson. 1024 x
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Figura 5 - Fotomicrografia de lamina do coragdo de um dos animais do
grupo tratado com L-NAME. Observar area de fibrose reparativa (*) entre as

fibras miocardicas; ela representa uma drea de micro-infarto onde ocorreram
necrose de cardiomidcitos e substituicdo dos mesmos por tecido conjuntivo ci-
catricial. Notar que essa area cicatricial possui poucas células e um predominio
de fibras colagenas, indicando tratar-se, portanto, de um infarto antigo. No qua-
drante superior direito, observar areas de fibrose intersticial (tecido conjuntivo
anormalmente aumentado ao redor dos cardiomidcitos) Luz ventricular (L) a es-
querda. Tricromico de Masson. 256 x
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Figura 6 - Grupo L-NAME : A figura mostra, em detalhe, uma éarea de fibrose

intersticial, definida pelo aumento da quantidade de tecido conjuntivo ao redor
dos cardiomiocitos. Tricromico de Masson. 512x



Figura 7 - Grupo L-NAME : Esta figura representa uma area de infarto suben-
docardico recente (cerca de 1-2 semanas de durac&o). Notar cardiomidcitos
normais (m) junto da luz ventricular (L), logo abaixo deles se observa uma area
extensa com muitas células do conjuntivo, pequenos vasos (cabeca de seta) e
uma colagenizagéo incipiente caracterizando, assim, um tecido de granulacao
(fase inicial do processo de cicatrizagdo). Tricrémico de Masson. 128x
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Figura 8 - Grupo L-NAME : Area de infarto subendocardico recente. Notar o
endotélio (seta) revestindo a luz ventricular (L). Abaixo notar extensa area de
tecido de granulagédo, indicando que houve necrose dos cardiomiécitos e sua
substituicdo por tecido conjuntivo de reparagao (fibrose cicatricial ou reparativa).

Tricromico de Masson. 256x
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Figura 9 - Fotomicrografia de lamina do coragdo de um dos animais do
grupo que recebeu concomitantemente L-NAME+propranolol. A aparéncia
histologica miocardica mostra areas de lesdo menores e menos extensas, quan-
do comparadas aos do grupo L-NAME. Nota-se area de micro-infarto subendo-
cardico recente. Nesta figura pode-se notar uma pequena area de fibrose cicatri-
cial recente (*), caracterizada pela presenca de poucas fibras colagenas e mui-
tas células do conjuntivo. Observar cardiomiécitos normais (m) em corte trans-
versal e a luz ventricular (L). Tricrémico de Masson. 256x
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Figura 10 - Fotomicrografia de lamina do coragéo de um dos animais do

grupo que recebeu concomitantemente L-NAME+propranolol. Area de
micro-infarto subendocardico recente. Nesta figura pode-se notar mais deta-
lhadamente, a area de fibrose cicatricial (*), o endotélio (seta) revestindo a
luz ventricular (L) e os cardiomiécitos normais (m) em corte transversal.
Tricrémico de Masson. 512x
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Figura 11 - Fotomicrografia de lamina do coragdo de um dos animais do
grupo que recebeu concomitantemente L-NAME+ atenolol. Nesta figura

pode-se notar uma pequena area de fibrose cicatricial (*) entre os cardiomiécitos
(m) que aparecem cortados obliqua e longitudinalmente..
Tricrémico de Masson. 256x
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Figura 12 - Fotomicrografia de lamina do coragdo de um dos animais do
grupo que recebeu concomitantemente L-NAME+ atenolol. A aparéncia his-
tolégica miocardica mostra areas de lesdo menores e menos extensas, quando
comparadas aos do grupo L-NAME. Nesta figura pode-se notar uma pequena
area de fibrose cicatricial recente (*) entre os cardiomidcitos normais (m) que

aparecem cortados transversalmente. Tricrbmico de Masson. 512x
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Figura 13 - Fotomicrografia de lamina do coragdo de um dos animais do
grupo propranolol. A aparéncia histolégica miocardica mostra-se normal
como a do grupo controle. Observam-se cardiomiécitos em corte transversal e
obliquo; notam-se, ainda, vénulas (v) com luz repleta de hemacias, capilares
sanguineos entre os cardiomidcitos (setas) e o perimisio (cabeca de setas) que
envolve o grupo de cardiomiécitos, que apresentam 1 ou 2 nucleos alongados de

localizacao central. Tricrémico de Masson . 1024 X
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Figura 14 - Fotomicrografia de lamina do coragdo de um dos animais do
grupo atenolol. A aparéncia histolégica miocardica mostra-se normal. Ndo se
observam alteragbes patolégicas, como no grupo controle. Notar cardiomiécitos
em corte longitudinal, nessas células observa-se a presenga de nucleo claro,
alongado e de localizacao central (n); podem-se notar, ainda, os discos intercala-
res (cabega de seta) que representam a jung&o entre uma célula e outra. Tri-
crémico de Masson. 1024x
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Estereologia e resultados quantitativos

Densidade de volume ocupada pelos cardiomiécitos (W)
Analisando-se comparativamente os resultados apresentados na
Tabela 2, pode-se observar que os valores médios obtidos para o Vv ndo
apresentam diferencas significativas entre os grupos experimentais. As-
sim sendo, a fragcao de volume ocupada pelos cardiomidcitos em relagéo
aos demais componentes estruturais do coracao (tecido conjuntivo e va-

sos), ndo variou com os diferentes tratamentos aos quais os animais fo-

ram submetidos.

Tabela 2 - Densidade de volume (Vv) ocupada pelos cardiomiécitos nos

diversos grupos analisados. Os resultados representam a média + EPM de
cada grupo experimental.

Grupos Vv cardiomiécitos (%)

Controle 0.62 = 0.001
L-NAME 0.64 £+ 0.016
L-NAME + Propranolol 0.65 + 0.017
L-NAME + Atenolol 0.67 + 0.009
Propranolol 0.65 + 0.016
Atenolol 0.67 £ 0.017

Area do cardiomiécito (Acel)

Observa-se que houve um aumento da Acel nos animais tratados
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com L-NAME, em relag&o ao grupo controle. Nos animais tratados com L-
NAME + Propranolol ou com L-NAME+Atenolol, os valores da Acel ndo
encontram-se significativamente diferentes em relacdo aqueles do grupo
controle. Nos animais tratados com propranolol ou atenolol individual-
mente nao houve modificagdes da Acel em relacdo aos animais do grupo

controle. (Figura 15)
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Figura 15 - Area (um?) dos cardiomiécitos (Acel) nos diferentes grupos ex-
perimentais. Os resultados representam as médias + EPM. *p<0.05 controle

versus L-NAME

Densidade de volume dos vasos da microcirculagdo (Vv)

Nos resultados mostrados na tabela 3, nota-se que a densidade de
volume ocupada pelos vasos da microcirculagdo ndo apresentou diferen-
¢as significativas dentre os diferentes grupos estudados.
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Tabela 3 - Densidade de volume (Vv) ocupada pelos vasos da microcircula-
¢ao, nos coragdes dos animais dos diversos grupos experimentais. Os re-

sultados representam médias + EPM.

Grupos (Vv) (%)

Controle 0.09 + 0.008
L-NAME 0.11 = 0.007
L-NAME + Propranolol 0.09 = 0.005
L-NAME + Atenolol 0.09 £ 0.005
Propranolol 0.09 + 0.006
Atenolol 0.09 + 0.006

Densidade de comprimento dos vasos da microcirculagdo (Lv)
Os valores médios obtidos para o comprimento dos vasos da micro-
circulagao (Lv) nao mostraram-se significantemente diferentes nos grupos

experimentais (Tabela 4).

Tabela 4 - Densidade média do comprimento dos vasos da microcirculagao
(Lv), nos coragdes dos animais dos diversos grupos experimentais. Os re-

sultados representam médias + EPM.

Grupos Ly (mm/mm°)

Controle 0.008 + 0.0002
L-NAME 0.007 £ 0.0003
L-NAME + Propranolol 0.005 + 0.0002
L-NAME + Atenolol 0.005 + 0.0004
Propranolol 0.006 + 0.0002
Atenolol 0.006 + 0.0002
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Densidade de area dos vasos da microcircula¢do (Sv)
A analise estatistica indicou que ndo houve alteracées significativas na
densidade meédia de area dos vasos que compdem a microcirculacdo (ar-

teriolas, vénulas e capilares) nos diferentes grupos (Tabela 5).

Tabela 5 - Densidade da area dos vasos da microcirculagdo (Sv) nos cora-
¢oes dos animais dos diversos grupos experimentais. Os resultados repre-

sentam médias + EPM.

Grupos S, (mm% mm®)
Controle 0.05 = 0.002
L-NAME 0.06 + 0.002
L-NAME + Propranolol 0.05 £ 0.004
L-NAME + Atenolol 0.05 £ 0.003
Propranolol 0.05 + 0.003
Atenolol 0.05 = 0.003

Areas de lesdo (um’®)

A figura 16 indica que, quando tratados com L-NAME, o coracdo dos ani-
mais apresentaram areas de lesdo bastante acentuadas (fibroses cicatrici-
ais e reparadoras); porém, quando submetidos ao tratamento de L-NAME
associado ao propranolol ou Atenolol, as areas de lesdo diminuiram signi-

ficativamente. (Figura 16)
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Figura 16 - Areas de lesdo (pm?) nos coracoes dos animais dos diversos
grupos experimentais. O resultado representa as médias + EPM. *p< 0.01 L-
NAME versus L-NAME+propranolol e L-NAME+atenolol. # p< 0.001 L-NAME

versus controle, propranolol e atenolol

Mortalidade

No grupo L-NAME, o indice de mortalidade foi de 33 % (5 mortes de
um total de 15 ratos) .Todos os animais dos grupos controle, L-NAME +

propranolol, L-NAME + atenolol, propranolol e atenolol sobreviveram.
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4. Discussao

Em pacientes hipertensos, o tratamento a longo prazo com antago-
nistas dos receptores B-adrenérgico promove a atenuacao de hipertenséo
arterial e cardioprotecdo, mas os mecanismos responsaveis por estes
efeitos benéficos ainda ndo estdo bem esclarecidos (Kahoénen et al.,
1996).

A inibicao da sintese de NO pelo tratamento croénico com L-NAME
acarreta hipertensao arterial acompanhada de alteragdes patoldgicas do
coracao, tais como fibrose intersticial, necrose subendocardica e discreta
hipertrofia ventricular esquerda (Moreno et al., 1996).

Vasoconstricao e hipoperfus&o renais, além de queda de filtracdo
glomerular, também s&o comuns a esse quadro (Baylis et al., 1992: Ribei-
ro et al.,1992). A inibic&o da sintese de NO ou a disfuncdo endotelial leva
um aumento significante da resisténcia arterial devido a mudancas morfo-
funcionais da estrutura vascular, e isto representa a principal anormalida-
de hemodinamica causadora da hipertensdo arterial em animais e huma-
nos.

A normalizacao da pressdo sanglinea em pacientes hipertensos

aumenta a sobrevida dos individuos e diminui os riscos de insuficiéncia
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renal e cardiaca. A maioria dos agentes anti-hipertensivos, incluindo os
inibidores de ECA, bloqueadores dos canais de Ca?*, diuréticos e os anta-
gonistas dos receptores a-adrenérgicos, interferem com os mecanismos
de vasoconstricdo e diminuem a resisténcia vascular (Bohlen, 1986: Mul-
vany et al., 1990). Nossos resultados sugerem que antagonistas dos re-
ceptores p-adrenérgicos séo de valor benéfico em tratamento deste tipo de
desordem vascular e cardiaca.

O NO tem papel fundamental na regulacdo do fluxo sangiineo e
pressao arterial (Moncada et al., 1991). Nosso estudo mostrou que o pro-
pranolol e o atenolol reduziram notadamente a hipertensio causada por
administrag@o prolongada de L-NAME, sugerindo que 0os mesmos corri-
gem a vasoconstricao determinada pela deficiéncia cronica de NO.

Em pacientes hipertensos, os B-bloqueadores causam inicialmente
um discreto aumento do débito cardiaco, associado a uma elevacéo da
resisténcia vascular, sem qualquer mudanca da press3o sangiiinea; po-
rem, entre duas e cinco horas depois de administrados, é observada uma
queda gradual na pressao sangiinea devido a uma reducéo na resisténcia
vascular. Depois de 24 horas, o efeito anti-hipertensivo é associado a uma
reducao de resisténcia vascular abaixo do nivel da fase do pré-tratamento,
indicando que os B-bloqueadores exercem sua agdo anti-hipertensiva por
meio de vasodilagdo arterial (Veld, 1991). Os mecanismos responsaveis

pela vasodilatacdo durante administracdo de B-bloqueadores estdo ainda
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obscuros, mas em preparacoes arteriais em vitro, os p-bloqueadores indu-
zem relaxamento endotélio-dependente (Mostaghim et al., 1986: Gao et
al., 1991) e aumentam a secrecdo de fatores relaxantes do endotélio
(Janczewski et al., 1987).

Em ratos espontaneamente hipertensos (SHR), o tratamento com
atenolol a longo prazo néo apenas atenuou o aumento da press3o san-
glinea, como também aumentou as respostas relaxantes do mesentério
dos anéis arteriais pela acetilcolina (Kahénen et al., 1994). Curiosamente,
em oito semanas de tratamento com o celiprolol (§,-bloqueador) em hu-
manos, observou-se o aumento da atividade da sintese de NO em neutro-
filos do sangue periférico e diminui-se a geracdo de anion superoéxido
(Mehta, 1994). Assim, apesar de todos esses estudos sugerirem que os f3-
bloqueadores produzem vasodilatagéo, principalmente por "normalizarem”
a producao de NO nas célula endotelial, acreditamos que isto seja impos-
sivel, uma vez que trabalhamos com ratos cronicamente tratados com ini-
bidor de NO. A atenuagéo da pressao arterial pelos p-bloqueadores talvez
se reflita em outras funcdes celulares, como a producdo aumentada de
prostaglandina pelos rins e vasos (Schmieder et al., 1996), reducio da
liberacdo de fatores contrateis derivados do endotélio; melhora do Na*
vascular; K™-ATPase e capacidade elevada do musculo liso vascular para
seqiiestrar Ca** em compartimentos celulares (Dominiczak et al., 1997).

A hipertensdo essencial seguida do aumento da massa ventricular
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esquerda € observada freqlientemente em animais experimentais e paci-
entes. Isso tem sido associado a alta incidéncia de arritmias ventriculares,
funcdo diastélica prejudicada, complacéncia ventricular reduzida, circula-
¢ao coronariana prejudicada e risco de morbidez cardiovascular e mortali-
dade (Hoglund et al., 1998; Schmieder et al., 1996).

Nesse modelo experimental de inibic&o crénica de NO, observou-se
que a hipertrofia ventricular esquerda e dos cardiomiécitos acompanha a
hipertenséo arterial (Moreno-Jr et al., 1996; Numagachi et al., 1995: De-
viin et al., 1998; Moreno-Jr et al., 1995; Akuzawa et al., 1998: Gomes-
Pessanha et al., 1999). Isto foi confirmado em nosso estudo, em que oito
semanas de tratamento com L-NAME causaram aumentos significantes no
IPC e IPVE, como também, no tamanho dos cardiomiécitos, embora ate-
nuados pela terapia concomitante com propranolol ou atenolol.

Estudos prévios mostraram que os inibidores de ECA previnem a
hipertensao induzida por L-NAME e a hipertrofia ventricular (Moreno-Jr et
al., 1995; Akuzawa et al., 1998). A hipertrofia ventricular esquerda pode
refletir adaptacOes estruturais do coragdo em resposta a hipertensao arte-
rial sistémica e sobrecarga aumentados (Dominiczak et al., 1997),

Assim, podemos especular que a regressdo parcial da hipertrofia
ventricular pelos p-bloqueadores seja conseqiiéncia da sua capacidade
em reduzir a hipertensao arterial induzida por L-NAME. No entanto, a hi-

dralazina, um agente antihipertensivo, previne a hipertenséo arterial indu-
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zida por L-NAME, mas ndo mostra nenhum efeito sobre a hipertrofia car-
diaca resultante (Numagachi et al., 1995). Além disso, em humanos, dife-
rentes tentativas com agentes anti-hipertensivos, inclusive B-
bloqueadores, indicam que eles ndo reduzem igualmente a massa ventri-
cular esquerda, apesar de apresentarem reducdes compativeis nas pres-
sbes sanglineas diastdlicas e sistdlicas (Schmieder et al., 1996: Crui-
ckshank et al., 1992; Hoglund et al., 1998).

E bem conhecido que o aumento da massa ventricular esquerda po-
de acarretar isquemia miocardica extensa (Cruickshank et al., 1992).

Em nosso estudo, o propranolol e o atenolol reduziram moderada-
mente a hipertrofia ventricular, bem como preveniram a formagéo de fibro-
se miocardica de forma bastante significativa. Isto indica que a hipertrofia
cardiaca e as lesbes do miocardio, em resposta ao L-NAME, ndo estabe-
lecem uma relagao dependente entre si.

A administracdo aguda ou prolongada da sintese de inibidores de
NO causa vasoconstricdo coronaria, reducéo de fluxo coronariano e infarto
do miocardio (Moreno-Jr et al., 1996; Humphries et al., 1991). A isquemia
miocardica devido a ingestdo prolongada de L-NAME pode conduzir a
morte dos cardiomidcitos, necrose e formacédo subseqiiente de fibroses
intersticiais .No presente estudo foi mostrado que o propranolol e atenolol
atenuaram o aumento do tecido fibroso causado pelo L-NAME a longo

prazo; porem, € improvavel que a redugdo da hipertensdo por esses
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agentes compense a falta de NO na circulaco coronaria.

Outros agentes anti-hipertensivos como o enalapril (Moreno-Jr et
al.,1995), nifedipina e diltiazem (Oliveira et al., 1999) s3o capazes de ate-
nuaram significativamente a hipertens&o induzida por L-NAME, mas nao
afetam as lesGes do ventriculo esquerdo promovidas por esse composto.

Os mecanismos pelos quais o propranolol e o atenolol compensam
a deficiéncia local de NO na circulagéo coronaria ainda ndo nos sio cla-
ros.

Estudos anteriores mostraram que os B-bloqueadores podem seleti-
vamente aumentar o fluxo de sangue para areas de isquemias do coracdo
(Becker et al., 1971). O aumento do fluxo sangliineo e a atenuacéo do in-
farto pelo propranolol e atenolol explicariam a prevencdo da mortalidade
observada nos animais tratados com L-NAME. De acordo com esta hipd-
tese, a injecdo intravenosa aguda (ISIS, 1986; MIAMI, 1985) ou a admi-
nistracao oral a longo prazo (Yusuf et al., 1985) de B-bloqueadores, redu-
ziriam o risco de mortalidade vascular em pacientes com infarto agudo do

miocardio.
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5. Conclusées

O propranolol e o atenolol reduziram significativamente a hipertensao

arterial induzida pelo tratamento cronico com L-NAME.

Os animais do grupo L-NAME apresentaram elevagéo significativa no
peso cardiaco relativo e no indice do peso ventricular esquerdo, sendo essa

elevacao prevenida pelo tratamento com atenolol e propranolol.

O propranolol e atenolol diminuiram a hipertrofia celular (aumento da

area média dos cardiomidcitos) nos animais tratados com L-NAME.

Baseados nestas consideragcbes e nos resultados obtidos, podemos
sugerir que, no modelo de inibicdo cronica de NO, o atenolol e propranolol
sejam eficientes como anti-hipertensivos e protetores da musculatura cardia-

ca.
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6. Summary

The effects of the B-blockers propranolol and atenolol were investi-
gated on arterial hypertension, cardiomyocyte hypertrophy and ventricular
ischaemic lesions in response to long-term administration of the nitric oxide
(NO) synthase inhibitor N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) in rats.
Male Wistar rats received L-NAME (20 mg/rat per day) in the drinking wa-
ter for 8 weeks. Propranolol (30 mg/rat per day) and atenolol (30 mg/rat
per day) were also given in the drinking water concomitantly to L-NAME.
Treatment with L-NAME caused a time-dependent increase in tail-cuff
pressure, whereas untreated rats remained normotensive during the whole
study period.

Propranolol or atenolol markedly attenuated L-NAME-induced hy-
pertension. When given alone, propranolol and atenolol had no significant
effect on tail-cuff pressure. A significant increase in the mean cross-
sectional area of cardiomyocytes (A..) of left ventricles was observed in L-
NAME-treated rats, and this was partly attenuated by either propranolol or
atenolol.

Additionally, L-NAME caused a marked increase in the fibrosis index

(interstitial, repairing and perivascular fibrosis), an effect markedly attenu-
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ated in animals receiving concomitantly propranolol or atenolol. In L-NAME
group, 33% mortality was observed, whereas all the animals from the other
groups survived. Our study demonstrates that propranolol and atenolol re-
duce arterial hypertension, cardiomyocyte hypertrophy and myocardial fi-
brosis induced by a 8-week treatment with L-NAME, suggesting that p-
blockers are of beneficial value in treatment of vascular and cardiac altera-

tions caused by chronic NO deficiency.

Keywords: Propranolol — Atenolol - L-NAME — Myocardial infarction — Ni-

tric oxide synthase inhibitors
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