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Resumo



O habito de fumar apresenta importante impacto na saude da populacdo. A
associacao entre fumo e doenca cardiovascular tem sido amplamente explorada em
relacdo a aterosclerose. Recentemente, evidéncias clinicas e experimentais
sugerem que a exposi¢gao ao cigarro pode modular o processo de remodelagao
ventricular. O objetivo desse estudo foi avaliar o papel do inibidor da enzima
conversora da angiotensina no processo de remodelacao induzido pela exposigcédo a
fumaca do cigarro. Ratos Wistar foram distribuidos em trés grupos: 1) grupo controle
(C, n=8); 2) grupo exposto a fumaga do cigarro (EFC, n=8); 3) grupo exposto a
fumacga do cigarro e recebendo 20 mg/kg/dia de lisinopril (EFC-LIS, n=8). Apds dois
meses o0s animais foram submetidos ao estudo funcional, morfométrico, e
bioquimico. Para a analise estatistica foi utilizado o teste de varidancia ANOVA
complementado por Holm-Sidak, o teste Kruskal-Wallis complementado por Tukey e
o teste Mann-Whitney. O nivel de significancia foi 5%. Resultados: a presséao
sistélica caudal foi menor no grupo EFC-LIS (C = 116 + 27, EFC = 126 + 16, EFC-
LIS = 89 + 12 mmHg; p = 0,003) em relagdo aos grupos C e EFC; o grupo EFC
apresentou maior valor do didmetro sistélico do ventriculo esquerdo, corrigido pelo
peso (C = 8,25 + 2,16, EFC = 11,76 + 1,20, EFC-LIS = 9,27 + 2,00 mm/kg; p =
0,003), em comparagao aos grupos C e EFC-LIS; o didmetro diastdlico do ventriculo
esquerdo ajustado pelo peso foi maior nos grupos EFC e EFC-LIS (C = 18,42 + 3,57,
EFC = 22,94 + 1,98, EFC-LIS = 22,05 + 1,30 mm/kg; p = 0,003); a relagao
EPP/DDVE foi menor no grupo EFC-LIS em relagdo ao controle (C = 0,20 (0,18-
0,23), EFC = 0,15 (0,14-0,18), EFC-LIS = 0,14 (0,14-0,18); p = 0,026). O grupo EFC
apresentou menor fragao de ejegao (C = 0,91 + 0,02, EFC = 0,86 + 0,02, EFC-LIS =
0,92 + 0,02; p = 0,002), comparado aos grupos C e EFC-LIS; o mesmo foi observado

em relacédo a porcentagem de encurtamento (C = 55,77 + 4,41, EFC = 48,71 + 3,43,



EFC-LIS = 58,23 + 7,63; p = 0,006). O peso do ventriculo esquerdo, corrigido pelo
peso foi menor no grupo EFC-LIS (C =1,96 + 0,10, EFC = 2,03 + 0,12, EFC-LIS =
1,68 + 0,14 mg/g; p < 0,001), comparado aos grupos C e EFC. A area seccional dos
miocitos foi maior no grupo EFC (C =245 + 8, EFC =260 + 17, EFC-LIS = 238 + 12
pmz; p = 0,01), em comparagéo ao grupo EFC-LIS. A distribuigdo da conexina 43 no
disco intercalar foi menor nos grupos EFC e EFC-LIS (C = 3,70 + 0,38, EFC = 2,37 *
0,58, EFC-LIS = 2,32 + 0,62; p = 0,004); o grupo EFC apresentou maior
porcentagem da isoforma 3 da cadeia pesada da miosina em relagdo ao grupo EFC-
LIS (EFC = 23,1 (11,8-46,6), EFC-LIS = 6,3 (5,3-7,1) %; p = 0,05). Concluséo: o
inibidor da enzima conversora da angiotensina atenua o processo de remodelagao
cardiaca induzido pela exposicdo a fumaga do cigarro, no modelo do rato. Esse
efeito protetor parece ser modulado, pelo menos em parte, por redugcao da pressao

arterial e pela distribuicio das isoformas da cadeia pesada da miosina.

Palavras-chave: exposicdo a fumacga do cigarro, remodelagédo cardiaca, inibidor da
enzima conversora da angiotensina, jungdes comunicantes, cadeia pesada da

miosina.



Abstract



The habit of smoking has important impact on population health. The association
between tobacco and cardiovascular disease has been widely explored in relation to
atherosclerosis. Recently, clinical and experimental evidences suggest that the
exposure to tobacco smoke can modulate the process of ventricular remodeling. The
objective of that study was to evaluate the role of the angiotensin-converting enzyme
inhibitor on cardiac remodeling induced by tobacco smoke exposure. Wistar rats
were allocated in three groups: 1) group control (C, n=8); 2) group exposed to
tobacco smoke (EFC, n=8); 3) group exposed to tobacco smoke and treated with
lisinopril 20mg/kg/day (EFC-LIS, n=8). After two months the animals were submitted
to the functional study, morphometric, and biochemical. For the statistical analysis
was used the ANOVA test of variance complemented by Holm-Sidak, the test
Kruskal-Wallis complemented by Tukey and the test the Mann-Whitney. The
significance level was 5%. Results: the caudal systolic pressure was smaller in the
group EFC-LIS (C =116 + 27, EFC = 126 + 16, EFC-LIS = 89 + 12 mmHg; p = 0,003)
in relation to the groups C and EFC; the group EFC presented higher value of the
systolic diameter of the left ventricle, corrected by body weight (BW) (C = 8,25 +
2,16, EFC = 11,76 + 1,20, EFC-LIS = 9,27 + 2,00 mm/kg; p = 0,003), in comparison
with the groups C and EFC-LIS; the diastolic diameter of the left ventricle, adjusted
by BW was higher in the groups EFC e EFC-LIS (C = 18,42 + 3,57, EFC = 22,94 +
1,98, EFC-LIS = 22,05 + 1,30 mm/kg; p = 0,003); the relationship EPP/DDVE was
smaller in the group EFC-LIS in relation to the control (C = 0,20 (0,18-0,23), EFC =
0,15 (0,14-0,18), EFC-LIS = 0,14 (0,14-0,18); p = 0,026). The group EFC presented
smaller ejection fraction (C = 0,91 £ 0,02, EFC = 0,86 £ 0,02, EFC-LIS = 0,92 £ 0,02;
p = 0,002), compared to the groups C and EFC-LIS; the same was observed in

relation to the shortening percentage (C = 55,77 + 4,41, EFC = 48,71 + 3,43, EFC-



LIS = 58,23 + 7,63; p = 0,006). The weight of the left ventricle, corrected by BW was
smaller in the group EFC-LIS (C =1,96 £ 0,10, EFC = 2,03 £ 0,12, EFC-LIS = 1,68
0,14 mg/g; p <0,001), compared to the groups C and EFC, the myocyte cross-
sectional area was higher in the group EFC (C = 245 + 8, EFC = 260 + 17, EFC-LIS
=238 £ 12 m2; p = 0,01), in comparison with the group EFC-LIS. The distribution of
connexin 43 in the intercalated discs was smaller in the groups EFC e EFC-LIS (C =
3,70 £ 0,38, EFC = 2,37 + 0,58, EFC-LIS = 2,32 + 0,62; p = 0,004); the group EFC
presented higher percentage of the myosin heavy chain 3 isoform in relation to the
group EFC-LIS (EFC = 23,1 (11,8-46,6), EFC-LIS = 6,3 (5,3-7,1)%; p = 0,05).
Conclusion: the angiotensin-converting enzyme inhibitor attenuates the process of
cardiac remodeling induced by exposure to cigarette smoke, in the rat model. This
protective effect appears to be modulated, at least partly, for reduction of the blood

pressure and for the distribution of the myosin heavy chain isoform.

Key words: exposure to tobacco smoke, cardiac remodeling, angiotensin-converting

enzyme inhibitor, gap junctions, myosin heavy chain.
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Introdugdo



Introducdo

Fumo

O uso do tabaco surgiu cerca de 1000 anos a.C. nas sociedades indigenas da
América Central em rituais religiosos. A partir do século XVI seu uso disseminou-se
pela Europa por meio do diplomata francés Jean Nicot. O tabaco era consumido na
forma de fumo para cachimbo, mascado ou em charutos. Somente no século XIX
teve inicio a industrializagdo sob a forma de cigarro e assim, o seu uso se propagou
de forma epidémica por todo o mundo (Goodman; 1993). Atualmente, estima-se que

47% dos homens e 10% das mulheres no mundo sao usuarios de tabaco.

O habito de fumar apresenta importante impacto na saude da populagcéo
mundial e representa a segunda causa de morte (Yanbaeva et al., 2007). Estima-se
que metade de todos os fumantes ira morrer em consequéncia do uso do tabaco
(Peto et al., 1994). Atualmente, o fumo é responsavel por mais de 4 milhdes de
mortes ao ano e em 2030, o fumo irda matar mais de nove milhdes de pessoas ao
ano (Yanbaeva et al., 2007). Outro dado relevante é que aproximadamente 33% das
mortes atribuidas ao cigarro sdo causadas por doencas cardiovasculares (CDC;
2008). Adicionalmente, estimativas de risco relativo para o fumo e a doenca
cardiovascular variam entre os estudos de 1,5 a 3,0 (Shaper et al., 1985, Doll et

al.,1994).

O fumo é composto por cerca de 6700 substancias, das quais 4720 foram
identificadas (Green et al.,, 1996) e ao menos 250 delas sao téxicas ou causam
cancer (Giovino et al., 2007). Essas substancias possuem duas procedéncias: a
folha do fumo e a sua combustao que origina a fumacga. A fumaca pode ser dividida
em duas fases. A primeira compreende a fase de vapor, composta por mondxido de

carbono, dioxido de carbono, 6xidos de nitrogénio, acido acético, formaldeido,

16



Introducdo

benzeno, dentre outros. A segunda fase é a de particulas, que compreende
particulas metalicas, nicotina, anabatina, fenol, naftalina, catecol, hidroquina,
colesterol, g-butirolacetona, quinolina, harmana, acido benzdico, acido latico, acido
glicélico e acido sucinico, entre outras. Entretanto, alguns componentes como o
fenol e cresol estéo divididos entre as fases de vapor e particula (Smith et al., 2001).
A fumaga pode ainda ser dividida em fumacga central, “mainstream smoke”, que é
inalada pelo fumante, fumaga secundaria, “sidestream smoke”, proveniente da
gueima do cigarro e em fumaga ambiental composta pela fumaga secundaria e pela

fumaca expirada pelo fumante (Penn et al; 1994).

Além do grande numero de substancias que compdéem o fumo, as reacdes
quimicas entre elas durante a combustdo resultam em outras tantas substancias
téxicas. O fumo pode ainda conter residuos quimicos da agricultura como

inseticidas, pesticidas e fungicidas.

O fumo afeta multiplos 6rgaos e sistemas resultando em varias doengas,
chamadas doencgas relacionadas ao tabaco. Os efeitos do tabagismo no pulméao e
sua relacdo com as doencas respiratorias, principalmente a doenca pulmonar
obstrutiva crénica e o cancer de pulméo, estdo bem estabelecidos (Yanbaeva et al;
2007). Considerando a relagao entre tabagismo e doenga cardiovascular, aceita-se
que a principal consequéncia da exposicdo ao cigarro € o infarto agudo do
miocardio, decorrente da leséo aterosclerética. English e colaboradores (1940) foram
os primeiros a mostrarem a relacdo entre fumo e aterosclerose e, desde entao,
diversos autores tém reforgcado essa associagado. Adicionalmente, o cigarro pode
resultar em aumento do estresse oxidativo, ativagcdo e liberacao de células e

mediadores inflamatérios, aumento da agregacao plaquetaria, aumento dos niveis
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das moléculas de adesao e fibrinogénio com disturbios de hemostasia e coagulagao,

disfungao endotelial e vasoconstricdo (Yanbaeva et al., 2007).

Recentemente, evidéncias clinicas e experimentais sugerem que a exposi¢cao
ao fumo, ou aos compostos produzidos pela queima do cigarro, pode modular o

processo de remodelacao ventricular.

Remodelagéo ventricular

A remodelagao ventricular é definida como variagcbes moleculares, celulares,
genéticas e intersticiais cardiacas, que vao se manifestar clinicamente por alteragdes
no tamanho, na massa, na geometria e na fungdo do coragéo (Cohn et al., 2000a;

Zornoff et al., 2002).

Diversos estimulos influenciam o processo de remodelagdo. Fatores mecanicos
(como a sobrecarga hemodindmica pressérica ou volumétrica), bioquimicos (tais
como a angiotensina Il, endotelina 1, catecolaminas, fator de necrose tumoral,
interleucinas 1 e 6, fator de crescimento transformador 1, fator de crescimento
simile-insulina-1, 6xido nitrico, calcio, estresse oxidativo) e fatores genéticos (como a
cardiomiopatia hipertréfica e dilatada), podem tanto desencadear como regular a

remodelagao cardiaca (SOLVD Investigators, 1991).

O obijetivo primario do processo de remodelagao ventricular € manter a funcao
cardiaca estavel frente a determinada injuria (Zornoff et al., 2002). Cronicamente,
entretanto, a remodelacdo desempenha papel fundamental na fisiopatologia da
disfungao ventricular. A chave para compreender o papel da remodelagao na perda

da funcao ventricular foi o reconhecimento de que o processo pode persistir apos
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injuria inicial (Adams et al., 2004; Satwani et al., 2004), com permanente ativacao de
varios mecanismos, criando ciclo vicioso que pode resultar em progressiva disfungéo

cardiaca (Brilla et al., 2000a).

Estudos prévios identificaram diversos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos
na progressao da disfungao ventricular em consequéncia da remodelagéo, entre os
quais se destacam: hipertrofia celular, alteracbes da geometria ventricular,
modificagdes nas proteinas contrateis, alteragdes das jungdes comunicantes

intercelulares e alteracdes da matriz extracelular.

Um dos principais mecanismos pelos quais os midcitos se adaptam a
determinado estimulo é o processo de hipertrofia. De acordo com o mecanismo de
hipertrofia, o ventriculo pode adquirir diferentes padrbes morfologicos. Assim,
sobrecargas de pressado resultam em desenvolvimento de hipertrofia de padréao
concéntrico, com predominio do aumento da espessura da parede sobre o
crescimento da cavidade ventricular; em contraste, sobrecargas de volume resultam
em replicagado em série dos sarcomeros e hipertrofia de padrao excéntrico (Carabello
et al.,, 1992). Usualmente, o padrao existente nas fases avancadas de disfungéo
ventricular € do tipo excéntrico, embora a relevancia deste achado permaneca por

ser determinada.

O papel das mudangas na geometria cardiaca no processo de remodelagao
tem sido estudado e varios estudos tém salientado a sua importancia na progressao
da faléncia cardiaca. No modelo de ratos submetidos a constricdo da aorta,
aproximadamente metade dos animais desenvolveu dilatacdo ventricular esquerda,
acompanhada de sinais de insuficiéncia cardiaca congestiva, enquanto o outro
grupo permaneceu com padrao concéntrico de hipertrofia, sem sinais de

insuficiéncia. O estudo da fungao contratil, por meio da analise do musculo papilar
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nao demonstrou nenhuma diferenga entre os grupos (Bregagnollo et al., 2007).
Adicionalmente, no modelo de ratos infartados, diferentes estudos verificaram que a
contratilidade miocardica ndo apresentava alteracbes em comparacdo a animais
sem infarto. Esse fendbmeno ocorria apesar da presenca de dilatagao ventricular
esquerda, acompanhada de sinais de disfuncao e de insuficiéncia cardiaca, como
congestdo pulmonar (Anand, 2002). Os autores concluiram que, apesar da
capacidade intrinseca do musculo na geragcdao de forga (contratilidade) n&o
apresentar alteracao, os ratos com insuficiéncia cardiaca apresentavam fungcao da
camara ventricular deprimida. Deste modo, o préprio processo de remodelacéao,
pelas mudangas geométricas ocorridas, poderia comprometer a fungao global do

coragao.

Outro fator que caracteriza o fendmeno da remodelagdo é a alteracao
qualitativa e quantitativa na expressao de varias proteinas miocardicas. Um exemplo
dessa modificacdo € a redugdo na quantidade de RNA mensageiro (RNAm) para
proteinas formadoras dos canais responsaveis pela captagao de calcio pelo reticulo
sarcoplasmatico no miécito. Com a reducao da captacéo de calcio, ocorre aumento
do calcio ligado a troponina, o que interfere no relaxamento miocardico (Colucci et
al.,, 1997). O processo de remodelagdao ventricular também se caracteriza por
alteracbes na miosina, a principal proteina contratil, composta de um par de cadeias
pesadas (o e B) e dois pares de cadeias leves. Dependendo da composi¢cdo das
cadeias, podemos identificar trés isoenzimas (V1, V2 e V3) no miocardio de
diferentes espécies. Essas isoenzimas possuem 0s mesmos pares de cadeias leves,
variando apenas em relagao a composigcao das cadeias pesadas (aa nas V1, aff nas

V2 e BB nas V3). A capacidade ATPasica da miosina depende de sitios ativos

localizados nas cadeias pesadas, sendo que a fragdo o possui maior capacidade
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ATPasica. Portanto, a composi¢cao das isoenzimas determina a capacidade contratil
do midcito. Na remodelacao ventricular usualmente ocorre aumento da isoforma V3,
acompanhado de diminuigdo da isoforma V1 (Cicogna et al., 2000; Sampaio et al.,

2003).

Durante o processo de remodelagao cardiaca pode ocorrer remodelacdo das
jungdes comunicantes, com consequente alteracdo na comunicagao intercelular dos
cardiomiécitos. As conexinas sao os constituintes das jungdes comunicantes ou gap
junctions, regides que conectam o citoplasma das células permitindo o acoplamento
elétrico e metabdlico (Sohl & Willecke, 2004). As jungdes comunicantes estédo
localizadas nos discos intercalares dos midcitos. A conexina 43 (Cx43) € o principal
componente das jungdes comunicantes do ventriculo de mamiferos (Schulz et al.,
2004; van Veen et al., 2001). O acoplamento é fundamental para manutencao da
organizagao celular e regulagdo dos processos biolégicos, como homeostase
tecidual, secrec¢ao glandular, crescimento e diferenciagéo celular (Quist et al., 2000;
Lampe et al., 2006). Isso ocorre por meio da troca de moléculas hidrofilicas com
baixo peso molecular, como sodio, potassio e calcio e segundos mensageiros, como
AMPc/GMPc, ADT/ATP e inositol trifosfato (van Veen et al., 2002; Formigli et al.,
2003; King & Bertram, 2005). Diversos estudos, no modelo do rato, mostram
ocorréncia de alteragdes nas jungdes comunicantes em situagdes como hipertrofia
ventricular induzida por hipertensao ou apds infarto agudo do miocardio (Uzzaman et
al., 2000; Emdad et al., 2001; Kostin et al., 2003; Severs et al., 2004; Vetterlein et al.,

2006; Fialova et al., 2007).

A matriz extracelular também sofre alteragdes no processo de remodelacao.
Em diversos modelos de agressao, foi verificado que pode ocorrer aumento do

depdsito de colageno tipos | e lll e de fibronectina. Adicionalmente, existem
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evidéncias de que a fibrose miocardica € consequente ao aumento da expressao de
genes relacionados a fatores de crescimento derivado de peptideos, principalmente
fator de crescimento de transformacao tipo R1 (TGF-B1). Em diferentes modelos
experimentais e clinicos, a fibrose esta associada com a piora progressiva da fungao
ventricular. Outro aspecto relevante é que inumeras evidéncias sugerem que o0
sistema renina angiotensina aldosterona, noradrenalina e endotelina, via
fibroblastos, sdo os principais mediadores bioquimicos envolvidos no aumento da

matriz extracelular do tecido conjuntivo miocardico (Boluyt et al., 1995).

Fumo e remodelacao ventricular

Nos ultimos anos, diversos estudos tém analisado as consequéncias do

tabagismo sobre varidveis morfolégicas e funcionais cardiacas.

Alguns estudos avaliaram a influéncia de componentes isolados do cigarro no
coragao. Por exemplo, Greenspan e colaboradores (1969) mostraram os efeitos da
nicotina nas variaveis hemodinamicas e funcionais do coragao, com vasoconstricao
e piora funcional. Loennechen e colaboradores (2002) observaram que a exposi¢gao
crénica ao monoxido de carbono aumenta a expressao do gene para endotelina-1 e
induz a hipertrofia miocardica. Em animais submetidos a exposicdo ao monoxido de
carbono apo6s infarto agudo do miocardio, foi observada intensificagdo da
remodelacdo cardiaca com maior dilatagdo do ventriculo esquerdo, hipertrofia da

parede contra lateral e piora da fung¢ao cardiaca (Mirza et al., 2005).

Em 1999, Paiva e colaboradores iniciaram estudos sobre os efeitos da

exposicdo a fumaga do cigarro sobre varidveis cardiacas. Inicialmente, foram
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avaliados os efeitos do fumo sobre coragbes normais de ratos. A exposicao a
fumacga do cigarro por um més resultou na redugao da fungao sistélica avaliada por
meio de variaveis ecocardiograficas: fracdo de ejecdo e fragcdo de encurtamento
sistdlico. Foi ainda verificada diferenca no didmetro sistélico do ventriculo esquerdo.
O estudo funcional por meio da avaliagdo do musculo papilar ndo mostrou alteracao
na contratilidade (Paiva et al., 2003). A exposi¢do a fumaga do cigarro por dois e
seis meses também resultou em piora da funcéo sistdlica, além de aumento do atrio
esquerdo e dos diametros sistolico e diastélico do ventriculo esquerdo, a avaliagao
da fungao diastdlica através da relagdo E/A nao encontrou diferenga entre os grupos

(Castardeli et al., 2005, Castardeli et al., 2008).

Os efeitos da exposigao a fumaga do cigarro também foram analisados em
animais submetidos a infarto agudo do miocardio. O primeiro estudo avaliou os
efeitos do tabagismo quando a exposi¢dao a fumaca era iniciada antes do infarto
agudo do miocardio. Os animais expostos apresentaram maior didmetro diastdlico
final do ventriculo esquerdo e maior pressao sistélica maxima (Paiva et al., 2005).
Novo estudo avaliou os efeitos do tabagismo quando a exposi¢cao a fumacga do
cigarro era iniciada apés o infarto experimental. Apés 6 meses de exposicdo os
autores observaram alteragdes morfolégicas do ventriculo esquerdo, caracterizadas
pelo aumento da area seccional dos midcitos, indicando hipertrofia cardiaca. Essa
alteracao foi associada a maiores areas ventriculares do ventriculo esquerdo, tanto
sistélica como diastdlica, sugerindo intensificagdo do processo de remodelagéo
ventricular com a exposi¢ao ao fumo. Em adi¢ao, houve queda da funcéao sistdlica,
avaliada pela fracdo de variacdo de area, e diastdlica, observada pela derivada
negativa de pressao (-dp/dt) no grupo fumante, apesar de nao haver alteragdo em

relagdo ao tamanho do infarto (Zornoff et al., 2006a).

23



Introducdo

Portanto, as evidéncias apresentadas até o momento permitem concluir que,
no modelo de ratos, normais ou submetidos a agressao, a exposi¢cao a fumacga do
cigarro resulta em hipertrofia, aumento da cavidade ventricular e piora de diferentes

variaveis funcionais.

Papel do inibidor da enzima conversora da angiotensina na remodelacao

ventricular

Uma das caracteristicas mais marcantes da remodelagédo cardiaca € que o
processo resulta, frequentemente, em queda progressiva da fungédo ventricular e
esta relacionada ao aumento da mortalidade (Pfeffer et al., 1990). Assim, inumeras
estratégias vém sendo utilizadas para prevenir ou atenuar o processo de

remodelagao ventricular secundario a diferentes modelos de agressao.

Existe numero substancial de estudos experimentais e clinicos que suportam o
papel do sistema renina angiotensina no processo de remodelagéo ventricular e na
progressao da insuficiéncia cardiaca congestiva (Udelson et al., 2003). Assim como
a norepinefrina plasmatica, o grau de aumento na atividade da renina no plasma

determina o prognéstico dos pacientes com ICC (Schrier et al., 1999).

Na via classica do sistema renina angiotensina, a renina é secretada pelas
células justaglomerulares do rim e atua na transformac&o do angiotensinogénio
circulante em angiotensina |. A angiotensina | é, entdo, convertida nas células
endoteliais em angiotensina Il pela enzima conversora da angiotensina (ECA). A
ECA também participa da inativagao de dois peptideos com agao vasodilatadora, a

bradicinina e a kalidina (Boehm et al., 2002).
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A angiotensina Il € potente vasoconstritor e age no rim e coragao por meio da
ligagdo com a proteina G dos receptores AT-1 e AT-2. A angiotensina Il é
rapidamente liberada pelo miocardio em resposta ao estresse mecéanico e esta
relacionada com o aumento da sintese de proteinas (Sadoshima et al., 1993),
estimulagcdo da producédo de colageno e proliferagdo de fibroblastos (Brilla et al.,
1994). Além disto, suprime a atividade das colagenases, responsaveis pela
degradagdo do colageno intersticial, resultando em progressivo aumento da
deposicao de colageno no intersticio (Brilla et al., 2000b). A angiotensina Il também
aumenta a permeabilidade da artéria coronaria, permitindo difusdo dos fatores de
crescimento para o intersticio e apresenta efeito mitogénico nos miodcitos (Rakusan
et al., 1992). A estimulacdo do receptor AT-1 pela angiotensina Il ativa a via
intracelular das MAP-kinases (“mitogen-activated protein kinase”), enzimas que
participam da promog¢ao do crescimento celular (extracellular signal-regulated kinase
ou ERK1/2 e p38-B) e da apoptose (como a kinase amino-terminal c-Jun ou JNK e

p38-a) (Opie, 2004).

A ativagao dos receptores AT-1 da angiotensina Il também esta envolvido com
o declinio das jungbes comunicantes, com consequente piora da comunicagéo
intercelular, o que ocorre de forma progressiva na evolugdo da insuficiéncia
cardiaca. (De Mello, 1996). Estudo com bloqueio do receptor AT-1, utilizando
antagonista dos receptores da angiotensina |l (losartan) em hamster com
cardiomiopatia, reduziu a remodelagcdo das jungbes comunicantes prevenindo a

piora da condugéo e a fibrose miocardica (De Mello & Specht, 2006).

Além dos efeitos diretos sobre midcito, vaso e matriz extracelular, a

angiotensina |l facilita a liberagcdo de noradrenalina da extremidade do sistema
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nervoso simpatico miocardico, intensificando o predominio de mediadores tréficos e

vasoconstritores (Colucci et al., 1997).

A angiotensina Il participa também da retencédo de sddio e agua por meio da
estimulagcado da secrecao de aldosterona e por aumentar o transporte de sédio no
tubulo proximal, o que perpetua a reabsorcao de sédio determinada pela aldosterona
(Schrier et al., 1999). Além disso, contribui para a retengdo de agua devido ao
aumento da liberagao de vasopressina, que acarreta redugao da excregao de agua
livre (Colucci et al., 1997). A angiotensina Il apresenta, ainda, outras a¢des no rim,
como a vasoconstricido das arteriolas aferentes e eferentes e estimulacido da
contragdo mesangial no glomérulo reduzindo a superficie de filtragcdo glomerular

(Schrier et al., 1999).

Considerando os mecanismos fisiopatolégicos descritos acima, o bloqueio do
sistema renina angiotensina é estratégia atraente para a atenuagao da remodelagéo.

Essa hipétese foi testada em diversos trabalhos clinicos e experimentais.

Pfeffer e colaboradores (1985a), em estudo experimental, verificaram que a
administragcdo de inibidor da enzima conversora da angiotensina (IECA), nos
primeiros dias apds a instalagdo do infarto agudo do miocardio em ratos, além de
reduzir a pré e pos-carga, interferiu na remodelagao ventricular, levando a atenuagao
da dilatacado ventricular e da disfungdo miocardica. Esses efeitos resultaram, apés
seguimento de um ano, em aumento da sobrevida dos animais tratados (Pfeffer et

al., 1985b).

Em modelo de estenose adrtica, o tratamento com IECA reduziu a hipertrofia
do ventriculo esquerdo induzida pela sobrecarga de pressao, além de diminuir a
mortalidade, a incidéncia de insuficiéncia cardiaca congestiva e preservar a fungao

sistélica (Bregagnollo et al., 2005; Gongalves et al., 2005).
26



Introducdo

Em ratos com hipertensdo renovascular, o lisinopril reduziu a necrose dos
miocitos (Kabour et al., 1995). Estudo em ratos SHR, com diferentes doses de
lisinopril, mostrou que houve atenuacdo da fibrose e reducdo da concentracao
miocardica de angiotensina Il, mesmo sem controle adequado da pressao arterial.
De outro modo, o controle da hipertrofia do ventriculo esquerdo foi alcancado no
grupo onde a dose do lisinopril foi suficiente para normalizar a pressao arterial (Brilla
et al.,, 1991). Em estudo semelhante com ratos SHR ja apresentando miocardiopatia
hipertensiva avancada, também houve reducdo da fibrose e melhora na funcao

sistélica com uso do lisinopril (Brilla et al., 1996).

Os efeitos dos inibidores da enzima conversora da angiotensina também tém
sido estudados na remodelagao miofibrilar. Em ratos submetidos a infarto agudo do
miocardio, o uso do IECA atenuou a remodelagdo miofibrilar, prevenindo as
mudanc¢as na composicido da cadeia pesada de miosina e melhorando a atividade
ATPasica (Wang et al., 2002, Wang et al., 2004). Em animais com hipertrofia de
ventriculo esquerdo o IECA aumentou a expressao do RNAm para isoforma o da

cadeia pesada da miosina (lwanaga et al., 2000).

Estudos clinicos confirmaram o efeito benéfico do IECA em diferentes
situagbes. Em pacientes com insuficiéncia cardiaca congestiva, foi observado que a
administragao de IECA diminuiu a mortalidade (CONSENSUS, 1987, SOLVD, 1991),
retardou a progressdo da insuficiéncia cardiaca (Kleber et al., 1991) e aumentou a
tolerancia ao exercicio (FEST, 1995), quando comparada ao placebo. Estudos
clinicos envolvendo pacientes com infarto agudo do miocardio observaram que os
pacientes que receberam IECA apresentaram menor mortalidade (SAVE, 1992,
AIRE, 1993, GISSI-3, 1994, ISIS-IV, 1995, TRACE, 1995, SMILE, 1995, FAMIS,

1997). Em pacientes com doenga aterosclerética ou alto risco para doenga
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cardiovascular, a administracdo de IECA reduziu a mortalidade (EUROPA, 2003;

HOPE, 2000) e o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (HOPE, 2003).

Portanto, a administracdo do IECA esta associada com a atenuacido da
remodelagcdo e melhora do prognostico em diferentes modelos de agressédo. No
entanto, os efeitos do bloqueio do sistema renina angiotensina na remodelagéo

induzida pelo tabagismo nao sao conhecidos.
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Hipotese

Formulamos a hipotese de que a administragcao do IECA atenua o processo de

remodelagao ventricular induzido pela exposi¢céao a fumaca do cigarro em ratos.
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Objetivo

Investigar o papel do lisinopril no processo de remodelagao ventricular induzido
pela exposicao a fumacga do cigarro, considerando os seguintes aspectos: fungao
ventricular, hipertrofia e geometria miocardica, presenca e distribuicdo da conexina

43 nas jungdes comunicantes e distribuicdo das isoformas da cadeia pesada da

miosina.
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Delineamento

O protocolo experimental deste trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica
em Experimentagcdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu — Universidade
Estadual Paulista (protocolo n° 554/2006), estando em conformidade com os
principios éticos adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagcdo Animal

(COBEA).

Foram utilizados ratos machos, Wistar, provenientes e condicionados no
Biotério do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina - UNESP,
Botucatu. Os animais foram expostos a ciclo claro-escuro de 12 horas, a
temperatura ambiente de 25 + 1°C e umidade controlada, receberam dieta comercial

padrao e livre acesso a agua.

Ao atingirem cerca de 250g, os animais foram distribuidos em trés grupos: 1)
grupo controle (C, n=8); 2) grupo exposto a fumaca do cigarro (EFC, n=8); 3) grupo
exposto a fumaca do cigarro e recebendo lisinopril na dose de 20 mg/kg/dia (EFC-

LIS, n=8).

O lisinopril foi oferecido aos animais diluido na agua ofertada na gaiola.
Inicialmente, foi quantificada a média da ingesta diaria de agua dos animais e
calculada a diluigdo para que os animais recebessem cerca de 20mg/kg/dia de
lisinopril. Trabalhos anteriores mostraram que essa dose é eficaz em prevenir a
hipertrofia ventricular, apresenta efeito anti-hipertensivo e reduz a necrose dos

midcitos (Kabour et al., 1995).

O método utilizado para a exposi¢cao a fumaca do cigarro foi proposto por

Simani e colaboradores (1974), implementado por Wang e colaboradores (1999) e ja
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padronizado em nosso laboratério (Paiva et al., 2003, Castardeli et al., 2005, Paiva
et al., 2005, Zornoff et al., 2006a, Zornoff et al., 2006b, Castardeli et al., 2007,
Zornoff et al., 2007; Castardeli et al., 2008). Os animais eram colocados em camara
transparente com dimensdes de aproximadamente 95 x 80 x 65 cm, que permite que
varios animais sejam expostos a fumaga ao mesmo tempo. Esta camara é
conectada ao aparelho de fumar que retira a fumaca por vacuo e a libera na camara.
Apds trinta minutos, a fumaca era exaurida e o procedimento repetido. Inicialmente a
fumaca foi liberada a uma taxa de cinco cigarros durante trinta minutos, duas vezes
ao dia. A exposicao foi aumentada progressivamente, durante a primeira semana até
atingir a taxa de 10 cigarros/30 minutos quatro vezes por dia, duas vezes no periodo
da manha com intervalo de dez minutos, e duas no periodo da tarde, essa taxa
permaneceu até o final do estudo, perfazendo dois meses de exposicdo. Esse
modelo expde os animais a fumaca denominada central “mainstream”, o que

equivale ao fumo ativo.

Foi utilizado cigarro comercial composto por 1,1mg de nicotina, 14 mg de

alcatrao e 15 mg de mondxido de carbono.

O periodo de observacgao foi escolhido de acordo com experimento anterior, em
que os animais submetidos a exposicdo a fumaga do cigarro por dois meses
apresentaram alteracdes nas variaveis cardiacas semelhantes aos animais expostos
por seis meses (Castardeli et al., 2008). A eficacia da exposi¢ao a fumacga do cigarro
foi assegurada pela anélise dos niveis de carboxihemoglobina realizada em estudo

anterior em condi¢des experimentais semelhantes (Castardeli et al., 2005).
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Avaliacdo da pressdo sistolica caudal e frequéncia cardiaca

Apos 45 dias de exposigao a fumaga do cigarro, a pressao sistélica caudal e a

frequéncia cardiaca foram avaliadas.

A pressao sistolica foi avaliada utilizando plestimografo de cauda, constituido
por poligrafo (Byo-Sistem PE 300, NARCO), sensor e eletroesfigmomandmetro,
possibilitando o registro grafico da pressao arterial. Os animais foram colocados em
caixa aquecida durante cinco minutos. Apés, foram transferidos para um cilindro que
permite a exposicdo da cauda do animal onde é acoplado o sensor ligado ao
plestimografo. A pressédo foi registrada em papel na velocidade de 2,5mm/s. A

frequéncia cardiaca foi avaliada por meio do registro eletrocardiografico.

Estudo ecocardiografico

Apods dois meses de exposi¢cao a fumaga do cigarro e ao tratamento, os
animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50 mg/kg) e cloridrato de
xilidino (1 mg/kg), por via intramuscular, para realizacdo do estudo ecocardiografico.
Foi realizada tricotomia da regido anterior do térax, os animais foram posicionados
em decubito dorsal em canaleta especialmente projetada e que permite leve rotagéo

lateral esquerda para realizagao do exame.

O ecocardiograma transtoracico foi realizado com ecocardiégrafo Philips
(modelo TDI 5500) equipado com transdutor eletrénico multifrequencial até 12 MHz.
A avaliacdo do fluxo sanguineo intracardiaco transvalvar mitral e adrtico, foi

realizada com o mesmo transdutor operando em 5,0 MHz. Para medir as estruturas
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cardiacas, utilizamos imagens monodimensionais (modo-M), obtidas com o feixe de
ultra-som orientado pela imagem bidimensional, com o transdutor na posi¢cao para-
esternal eixo menor. A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida
posicionando o cursor do modo-M entre os musculos papilares, logo abaixo do plano
da valva mitral. As imagens da aorta e do atrio esquerdo também foram obtidas na
posicao para-esternal eixo menor, com o cursor do modo-M posicionado ao nivel da
valva adrtica. O registro da imagem mono-dimensional (velocidade: 100 mm/s) foi

realizado por meio da impressora modelo UP-890MD da Sony Co.

As medidas foram obtidas de acordo com as recomendacdes da American
Society of Echocardiography (Henry et al., 1980). O didmetro diastdlico do ventriculo
esquerdo (DDVE) e a espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo (EPP)
foram medidos no momento correspondente ao didmetro maximo da cavidade. O
didmetro sistolico do ventriculo esquerdo (DSVE) foi medido no momento de maxima
excursao sistolica da parede posterior da cavidade. A funcio sistélica do ventriculo
esquerdo foi avaliada calculando-se a porcentagem de encurtamento sistdlico
{(DDVE-DSVE)/DDVE x 100} e a fragdo de ejecao {(DDVE>-DSVE?®)/DDVE?}. O fluxo
diastdlico transmitral (ondas E e A) obtido com o transdutor na posi¢ao apical quatro
camaras. As medidas referentes aos fluxos foram realizadas diretamente no monitor

do ecocardiégrafo.

O conjunto de variaveis obtidas por meio do estudo ecocardiografico
possibilita avaliar a funcao sistélica e diastélica do ventriculo esquerdo além de
permitir acesso aos indicadores de remodelagao cardiaca (como massa miocardica

e dimensao da camara cardiaca).
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Estudo morfologico

Apods o estudo funcional, os animais sofreram eutanasia com uso de 100mg/kg
de pentobarbital. Os ventriculos direito e esquerdo, incluindo o septo interventricular,
foram pesados e preparados para analise morfométrica. A relacdo entre a massa do
coragao, ajustada para a massa corporal do rato, foi usada para estimar o grau de
hipertrofia ventricular. Fragmentos do atrio, VD, VE, figado e pulmdo foram
separados e pesados, correspondendo ao peso umido, em seguida, os fragmentos
foram colocados em estufa, regulada em 80°C, por 48 horas, apos esse periodo
foram novamente pesados, obtendo-se assim o0 peso seco, o que permitiu

determinar o percentual de agua através da seguinte formula:

Percentual de agua = peso umido — peso seco x 100

peso umido

Amostras do ventriculo esquerdo foram armazenadas e congeladas e o
restante foi mantido em solucéo de formol a 10% por 24 horas, apds foi colocado em
solugéo contendo alcool a 70%, onde permaneceu por mais 24 horas e, a seguir, foi

incluido em parafina.

A anadlise da area seccional dos midcitos foi realizada através de cortes
coronais entre 4-5 micras do tecido incluido em parafina. O tecido miocardico obtido
foi corado em ladmina, com solu¢cdo de Hematoxilina-Eosina (HE). A area seccional
dos midcitos foi medida com o auxilio de microcomputador equipado com programa
de anadlise de imagens (IMAGE-PRO PLUS 3.0, Media Cybernetics, Silver Spring
Maryland-USA), e foi utilizada como parametro de hipertrofia. Foram medidos na

lAmina de cada animal cerca de 50 midcitos localizados na camada subendocardica
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da parede muscular do ventriculo esquerdo, com nucleo claramente central para

uniformizar o conjunto de midcitos dos diferentes grupos.

Imunohistoquimica para Conexina 43

A analise da conexina 43 (Cx43) foi realizada por imunohistoquimica através da
adaptacdo do método descrito por Saffitz e colaboradores (2000a). Laminas foram
previamente preparadas com solugdo aderente de poly-d-lisine (Fluka) e
permaneceram em estufa a 60°C por 24 horas, para melhor fixacdo. Foram entao
fixados cortes histologicos de 3 um dos fragmentos do ventriculo esquerdo
emblocados em parafina. A desparafinizagado foi feita com banhos sucessivos de
xilol, alcool 100°, alcool 95° e alcool 70°, seguida de hidratacdo em agua destilada.
Em seguida, os cortes histolégicos foram colocados em solugéo tampé&o com citrato
a 0,01M pH 6,0 e submetidos a ambiente de microondas por 10 minutos para
recuperacao antigénica. Apos resfriamento de 20 minutos, as laminas foram lavadas
em tampao fosfato de sddio (PBS) pH 7,2 e incubadas por trinta minutos em solugéo
de albumina sérica bovina (BSA) a 3% (solugédo de BSA em PBS) para bloqueio de
reacdes inespecificas. Apds os trinta minutos, os cortes foram incubados “overnight”
a 4°C em camara umida com anticorpo primario (policlonal anti-rabbit connexin 43;
Abcam). A diluigdo utilizada foi de 1:100. Foi entdo realizada lavagem das laminas
em PBS e os cortes foram incubados com anticorpo secundario (Texas Red anti-
rabbit 1gG; Vector), na diluicdo de 1:50, por uma hora em temperatura ambiente. A
seguir, as laminas foram lavadas em PBS e cobertas com meio de montagem,
composto de glicerina tamponada e laminula. Para cada bateria de reagdes de

imunohistoquimica realizada (dez ldminas), o controle negativo correspondeu a uma
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lamina de ventriculo esquerdo em que se omitiu o anticorpo primario (Uzzaman et

al., 2000).

A leitura foi feita utilizando-se microscopio equipado com unidade de
epifluorescéncia (Carl-Zeiss, Inc. North America) acoplado a camera de video
(AxioPlan 4.1; Carl-Zess Inc.) utilizando aumento de 40x. O filtro utilizado foi o verde
(WG), com comprimento de onda de excitagdo a 550 nm e emissao a 650 nm. Para

cada lamina foram analisados cinco campos.

As reacdes de imunohistoquimica foram analisadas quanto a localizacdo da
proteina no midcito (no disco intercalar ou fora do disco intercalar) e quanto a

intensidade de marcacao de acordo com escores pré-estabelecidos.

Localizacao:

++++ Totalmente no disco intercalar

+++ Maioria no disco intercalar

++ Metade no disco intercalar e metade fora do disco
+ Minoria no disco intercalar

- Nenhuma marcacéao no disco intercalar

Intensidade de Marcacao:
+++ Fortemente marcado
++ Moderadamente marcado

+ Fracamente marcado
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Eletroforese para cadeia pesada da miosina

O estudo das isoformas o e f da miosina de cadeia pesada foi realizado

através da eletroforese de proteina em SDS-page (Vescovo et al., 1998).

Na fase de extragdo da proteina, adicionou-se 1,5 ml de tamp&o de extracao
(50 mM de tampao fosfato de potassio pH=7,0; 0,3 M sucrose; 0,5 mM de DTT; 1
mM de EDTA pH=8,0; PMSF 0,3 mM; NaF 10 mM; e inibidor de protease 1:100) a 60
mg de tecido cardiaco proveniente do septo interventricular. O material foi
homogeneizado durante 10 segundos por 2 vezes. O material extraido foi
centrifugado por 20 minutos a 4 °C com 12000 rpm, e o sobrenadante coletado
(Talmadge & Roy; 1993). A quantidade de proteina do extrato foi determinada pelo

método de Bradford e a concentragao final ajustada para 1 mg/ml.

A eletroforese foi realizada em SDS-page, com gel de separagado a 8%. Apos a
polimerizagdo do gel, foi aplicado azul de bromofenol nos pogos, seguido por 8 ug
da amostra. Foi entdo adicionado o tamp&o de corrida (“lower buffer” = 50 mM Tris,
384 mM glicina, 0,2% de SDS e 4 litros de H,Od; “upper buffer” = “lower buffer” + 10

mM de 2 mercaptanol) (Vescovo et al., 1998).

A temperatura foi mantida ao redor de 20°C durante a corrida, que ocorreu em
36 horas a 70 V e com amperagem inicial de 4 mA (Vescovo et al., 1998). Apds a
corrida, o gel foi deixado em solugéo fixadora por 10 minutos (metanol 50%, acido
acético glacial 7%) e, em seguida, corado com solugdo de Comassie Blue R-250

(metanol 40%, acido acético glacial 5%, Comassie Blue 0,1%), durante 30 minutos.

Posteriormente, o gel foi descorado sucessivamente em solugdo com metanol

40% e acido acético 7%. Apds a descoloragao, foi realizada a captura da imagem
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do gel e a determinacao da porcentagem de MHC o e 3, em unidade de imagem

denominada pixel.

Andlise Estatistica

No caso de distribuicdo normal, foram calculados os valores médios e os
desvios padrbes dos grupos estudados e o teste de variancia ANOVA
complementado pelo teste de Holm-Sidak foi utilizado para a comparagdo dos
grupos. Para as variaveis ndo paramétricas, foram calculados os valores da mediana
e os intervalos interquartis dos grupos estudados e foram utilizados o teste de Mann-

Whitney e o teste de Kruskal-Wallis complementado pelo teste de Tukey.
O nivel de significancia adotado foi de 5%.

As analises estatisticas foram feitas com o programa SigmaStat 3.1 e o

graficos foram elaborados a partir do programa SigmaPlot 9.0.
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Avaliacao do peso final

Os animais n&o apresentaram diferenga entre os grupos em relagdo ao peso
corporal (C = 382 + 46g, EFC = 346 + 42g; EFC-LIS = 358 + 15g; p = 0,174), dados

apresentados na tabela 1.

Pressdo sistblica caudal e frequéncia cardiaca — 45 dias

N&o houve diferengca em relagdo aos valores da frequéncia cardiaca (C = 284
(273-297) bpm, EFC = 265 (257-291) bpm; EFC-LIS = 261 (253-294) bpm; p =
0,429) entre os grupos. Por outro lado, os valores da presséo sistélica caudal foram
menores no grupo EFC-LIS (C = 116 + 27 mmHg, EFC = 126 + 16 mmHg; EFC-LIS
=89 £ 12 mmHg; p = 0,003) em relagdo aos grupos C e EFC (figura 1). Os dados

estdo apresentados na tabela 1.

Estudo ecocardiografico

Os dados relativos as analises ecocardiograficas estdo apresentados nas

tabelas 2 e 3.

Considerando os dados morfologicos (tabela 2), o grupo EFC apresentou
maiores valores do diametro sistolico do ventriculo esquerdo, corrigidos pelo peso
corporeo (C = 8,25 + 2,16 mm/kg; EFC = 11,76 + 1,20 mm/kg; EFC-LIS = 9,27 +

2,00 mm/kg; p = 0,003), em comparagdo aos grupos C e EFC-LIS (figura 2). Os
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animais dos grupos EFC e EFC-LIS apresentaram maiores valores do didametro
diastdlico do ventriculo esquerdo, ajustado pelo peso corporal, comparado ao grupo
C (C = 18,42 + 3,57 mm/kg; EFC = 22,94 + 1,98 mm/kg; EFC-LIS = 22,05 + 1,30
mm/kg; p = 0,003). O grupo EFC-LIS apresentou menor relagdo EPP/DDVE que o
grupo controle (C = 0,20 (0,18-0,23); EFC = 0,15 (0,14-0,18); EFC-LIS = 0,14 (0,14-
0,18); p = 0,026; figura 3). Na analise das outras variaveis, nao foram encontradas

diferengas entre os grupos.

Na avaliagdo dos dados funcionais (tabela 3), o grupo EFC apresentou menor
fragdo de ejecédo (C = 0,91 + 0,02; EFC = 0,86 + 0,02; EFC-LIS = 0,92 + 0,02; p =
0,002), quando comparado aos grupos C e EFC-LIS (figura 4); o mesmo fenbmeno
foi observado em relagéo a porcentagem de encurtamento (C = 55,77 + 4,41; EFC =
48,71 + 3,43; EFC-LIS = 58,23 + 7,63; p = 0,006; figura 5). Na analise das outras

variaveis, ndo foram encontradas diferencgas entre os grupos.

Estudo morfomeétrico

Os dados relativos ao estudo morfométrico estao apresentados na tabela 4.

O peso do ventriculo esquerdo, corrigido pelo peso corporal dos animais, foi
estatisticamente menor no grupo EFC-LIS (C =1,96 + 0,10 mg/g; EFC = 2,03 + 0,12
mg/g; EFC-LIS = 1,68 + 0,14 mg/g; p < 0,001), quando comparado aos grupos

controle e fumo (figura 6).

Em relacdo a area seccional dos midcitos, o grupo EFC apresentou maiores
valores (C = 245 + 8 um? EFC = 260 + 17 um?% EFC-LIS = 238 + 12 um? p = 0,01),
em comparagao ao grupo EFC-LIS (figura 7).
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Considerando as demais variaveis, ndo foram encontradas diferencas

significantes entre os dois grupos.

Imunohistoquimica

Os dados relativos a imunohistoquimica estao apresentados na tabela 5.

A intensidade de marcagao da conexina 43 nao apresentou diferenca entre os
grupos. Entretanto a sua distribuigdo no disco intercalar foi menor nos grupos EFC e
EFC-LIS (C = 3,70 £ 0,38; EFC = 2,37 £ 0,58; EFC-LIS = 2,32 + 0,62, p = 0,004,

figura 8) em relagéo ao grupo controle.

Eletroforese para cadeia pesada da miosina

O grupo EFC apresentou maior porcentagem da isoforma 3 da cadeia pesada
da miosina em relagéo ao grupo tratado com lisinopril (EFC = 23,1 (11,8 - 46,6) %,;
EFC-LIS = 6,3 (5,3 - 7,1) %; p < 0,05), tabela 6. Por problemas técnicos, nao

conseguimos realizar a analise do grupo controle.
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Tabela 1. Peso, frequéncia cardiaca e presséao sistélica caudal.

Grupo C Grupo EFC Grupo EFC-LIS
(n=8) (n=8) (n=8)
PC (gramas) 382 + 46 346 + 42 358 + 15
FC (bpm) 284 (273-297) 265 (257-291) 261 (253-294)
PS (mmHg) 116 + 27 126 + 16 89+12*¢

Grupo C: animais controle; Grupo EFC: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo EFC-
LIS: animais expostos a fumaca do cigarro e tratados com lisinopril; PC: peso corporal do
animal; FC: freqléncia cardiaca; PS: pressao sistdlica caudal. Os dados sao expressos em
média + desvio padrao (para distribuicdo paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75
(para distribuicdo nao paramétrica). * p < 0,05 vs C; £ p < 0,05 vs EFC.
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Tabela 2. Resultados morfologicos do Ecocardiograma.

Grupo C Grupo EFC Grupo EFC-LIS
(n=8) (n=8) (n=8)

AE (mm) 3,88 + 0,65 4,06 £ 0,76 3,93+£0,42
Ao (mm) 3,35+0,29 3,26 + 0,28 3,22 +0,33
AE/Ao 1,16 £ 0,18 1,24 £ 0,19 1,23 £ 0,16
AE/PC (mm/kg) 10,22 + 1,69 11,69 £ 1,38 10,99 + 1,32
DDVE (mm) 6,92 + 0,99 7,87 £ 0,58 7,90 £ 0,56
DDVE/PC (mm/kg) 18,42 = 3,57 22,94 +1,98 * 22,05+1,30 *
DSVE (mm) 3,09 + 0,67 4,03 +0,35 3,32+0,72
DSVE/PC (mm/kg) 8,25+ 2,16 11,76 £ 1,20 * # 9,27 £2,00
EPP (mm) 1,40 (1,27-1,67) 1,28 (1,11-1,46) 1,15 (1,10-1,33)
EPP/DDVE 0,20 (0,18-0,23) 0,15 (0,14-0,18) 0,14 (0,14-0,18) *
IMVE (g/kg) 1,79 + 0,22 1,94 + 0,37 1,77 £ 0,21

Grupo C: animais controle; Grupo EFC: animais expostos a fumacga do cigarro; Grupo EFC-
LIS: animais expostos a fumacga do cigarro e tratados com lisinopril; AE: didmetro do atrio
esquerdo; Ao: diametro da aorta; PC: peso corporal do animal; DDVE: didmetro diastélico do
ventriculo esquerdo; DSVE: didmetro sistélico do ventriculo esquerdo; EPP: espessura da
parede posterior; IMVE: indice de massa do ventriculo esquerdo. Os dados sdo expressos
em média x desvio padrao (para distribuicdo paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75
(para distribuicdo nao paramétrica). *p < 0,05 vs C; # p < 0,05 vs EFC-LIS.
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Tabela 3. Resultados funcionais do Ecocardiograma.

Grupo C Grupo EFC Grupo EFC-LIS

(n=8) (n=8) (n=8)
Onda E (cm/s) 76 £ 14 76 £6 74+£9
Onda A (cm/s) 49 (43-54) 43 (40-54) 42 (35-44)
E/A 1,60 £ 0,36 1,66 £ 0,23 1,85+£0,42
TRIV (ms) 24,25 + 5,85 23,12 + 5,11 19,50 + 4,24
VAo 83,75+ 21,78 88,87 £ 15,22 98,25 +4,24
FC (bpm) 284 (273-297) 265 (257-291) 261 (253-294)
FE 0,91 £ 0,02 0,86 £ 0,02 *# 0,92 £ 0,02
% ENC 55,77 £ 4,41 48,71 £ 343 *# 58,23 + 7,63

Grupo C: animais controle; Grupo EFC: animais expostos a fumacga do cigarro; Grupo EFC-
LIS: animais expostos a fumaga do cigarro e tratados com lisinopril; E/A: relagao entre as
ondas E e A avaliadas pelo fluxo transmitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico;
VAo: velocidade do sangue na aorta; FC: freqléncia cardiaca ; FE: fracdo de ejecdo; % de
Enc: porcentagem de encurtamento. Os dados sdo expressos em média + desvio padrao
(para distribuicdo paramétrica) ou mediana com percentil 25 e 75 (para distribuicdo nao
paramétrica). * p < 0,05 vs C; # p < 0,05 vs EFC-LIS.
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Tabela 4. Resultados morfométricos.

Grupo C Grupo EFC Grupo EFC-LIS
(n=8) (n=8) (n=8)

VE (g) 0,75+0,12 0,70 £ 0,11 0,60 + 0,06
VD (g) 0,20 + 0,04 0,19 £ 0,04 0,19 £ 0,04
VE/PC (mg/g) 1,96 + 0,10 2,03+0,12# 1,68 +0,14 *
VD/PC (mg/g) 0,53 £ 0,05 0,55 + 0,09 0,53 £ 0,05
Teor agua no pulmao (%) 3,41 +£0,29 3,24 £ 0,47 3,49 10,44
Teor agua figado (%) 3,18+ 0,11 3,19+0,35 3,49+0,44
Area do midcito (um?) 245+ 8 260 + 17 # 238+ 12

Grupo C: animais controle; Grupo EFC: animais expostos a fumaga do cigarro; Grupo EFC-
LIS: animais expostos a fumaga do cigarro e tratados com lisinopril; VE: ventriculo esquerdo;
VD: ventriculo direito; PC: peso corporal do animal; AE: atrio esquerdo; Area seccional do
miécito. Os dados sdo expressos em média * desvio padrao (para distribuicdo paramétrica).
*p<0,05vs C; #p <0,05vs EFC-LIS.
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Tabela 5. Resultados conexina 43.

Grupo C Grupo EFC Grupo EFC-LIS
(n=4) (n=6) (n=6)
l-cx43 2,50 £ 0,71 213 +0,53 217 £0,73
D-cx43 3,70 £ 0,38 237+058* 232+0,62*

Grupo C: animais controle; Grupo EFC: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo EFC-
LIS: animais expostos a fumaga do cigarro e tratados com lisinopril; | —cx43: intensidade de
marcacgao da conexina 43 no disco intercalar; D-cx43: distribuicdo da conexina 43 no disco
intercalar. Os dados sdo expressos em média * desvio padrdo. * p < 0,05 vs C.

Tabela 6. Resultado isoforma 3 da cadeia pesada da miosina

Grupo EFC Grupo EFC-LIS
(n=3) (n=3)
Isoforma B (%) 23,1 (11,8 — 46,6) 6,3(5,3-7,1)*

Grupo EFC: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo EFC-LIS: animais expostos a
fumacga do cigarro e tratados com lisinopril; Isoforma B: porcentagem da isoforma f da
cadeia pesada da miosina. Os dados sao expressos em mediana com percentil 25 e 75.

*p < 0,05 vs EFC.

o1



Resultados

160
o)
T 120 A .
c #
E
|
< 80 -
()
)
<
@)
wn _
P 40

0 '
C EFC EFC-LIS

Figura 1: Pressao sistolica caudal. Grupo C: animais controle; Grupo EFC:
animais expostos a fumaga do cigarro; Grupo EFC-LIS: animais expostos a fumaca

do cigarro e tratados com lisinopril. * p<0,05 vs C; # p<0,05 vs EFC.
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Figura 2: Diametro sistolico do ventriculo esquerdo corrigido pelo peso corporal
do animal. Grupo C: animais controle; Grupo EFC: animais expostos a fumacga do
cigarro; Grupo EFC-LIS: animais expostos a fumaga do cigarro e tratados com
lisinopril. * p<0,05 vs C; # p<0,05 vs EFC-LIS.
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Figura 3: Espessura da parede posterior corrigida pelo diametro diastdlico do
ventriculo esquerdo. Grupo C: animais controle; Grupo EFC: animais expostos a
fumacga do cigarro; Grupo EFC-LIS: animais expostos a fumacga do cigarro e tratados

com lisinopril. * p<0,05 vs C.
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Figura 4: Fracdo de ejecado. Grupo C: animais controle; Grupo EFC: animais
expostos a fumaga do cigarro; Grupo EFC-LIS: animais expostos a fumaga do

cigarro e tratados com lisinopril. * p<0,05 vs C; # p<0,05 vs EFC-LIS.
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Figura 5: Porcentagem de encurtamento. Grupo C: animais controle; Grupo
EFC: animais expostos a fumacga do cigarro; Grupo EFC-LIS: animais expostos a
fumaca do cigarro e tratados com lisinopril. * p<0,05 vs C; # p<0,05 vs EFC-LIS.
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Figura 6: Peso do ventriculo esquerdo corrigido pelo peso corporal do animal.
Grupo C: animais controle; Grupo EFC: animais expostos a fumaga do cigarro;

Grupo EFC-LIS: animais expostos a fumacga do cigarro e tratados com lisinopril.

* p<0,05 vs C; # p<0,05 vs EFC.
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Figura 7: Area seccional do midcito. Grupo C: animais controle; Grupo EFC:
animais expostos a fumaga do cigarro; Grupo EFC-LIS: animais expostos a fumaca

do cigarro e tratados com lisinopril. * p<0,05 vs EFC-LIS.
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Figura 8: Distribuicdo da conexina 43 no disco intercalar. Grupo C: animais

controle; Grupo EFC: animais expostos a fumaca do cigarro; Grupo EFC-LIS:

animais expostos a fumacga do cigarro e tratados com lisinopril. * p<0,05 vs C.
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Figura 9: Porcentagem da Isoforma B da cadeia pesada da miosina. Grupo

EFC: animais expostos a fumacga do cigarro; Grupo EFC-LIS: animais expostos a
fumaca do cigarro e tratados com lisinopril. * p<0,05 vs EFC.
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Figura 10. Imunohistoquimica para conexina 43 em ventriculo esquerdo de
ratos. A — controle negativo: disco intercalar livre de marcagao para conexina 43; B —
grupo controle: marcacédo da conexina 43 restrita aos discos intercalares; C — grupo
EFC — LIS: marcagao para conexina 43 presente no disco intercalar e fora do mesmo;
D — grupo EFC: marcagdo para conexina 43 presente no disco intercalar e fora do

mesmo.
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O objetivo desse estudo foi avaliar o papel do IECA no processo de
remodelagdo ventricular induzido pela exposi¢gdao a fumaga do cigarro em ratos.
Nossos dados indicam que a administracdo de lisinopril resultou em atenuacéo das
alteragbes causadas pelo fumo. Desse modo, podemos concluir que o sistema
renina angiotensina participa, pelo menos em parte, das alteragdes cardiacas

induzidas pelo tabagismo.

A associacao entre o fumo e a doenga cardiovascular tem sido amplamente
explorada, principalmente em relagdo a aterosclerose e hemostasia. Recentemente,
entretanto, diversos trabalhos analisaram os efeitos do tabagismo diretamente nas

variaveis cardiacas funcionais e morfolégicas.

Estudos experimentais no modelo do rato, envolvendo a exposi¢cdo a fumaca
do cigarro por um, dois, quatro e seis meses, mostraram piora na fungédo sistodlica,
verificada por meio da fracdo de ejegdo e porcentagem de encurtamento, aumento
dos diametros sistdlico e diastélico do ventriculo esquerdo, além de aumento da area
seccional dos miécitos e da massa do ventriculo esquerdo (Paiva et al., 2003,
Castardeli et al., 2005, Castardeli et al., 2007, Castardeli et al., 2008). A exposigao a
fumacga do cigarro também foi avaliada em animais submetidos ao infarto agudo do
miocardio. O conjunto dos dados mostra que os animais expostos ao fumo
apresentaram maiores areas sistolicas e diastdlicas do ventriculo esquerdo e maior
area seccional dos miocitos, demonstrando hipertrofia miocardica. Em relagado a
avaliacdo funcional, o fumo resultou em disfungdo sistolica, avaliada através da
fracao de variacao de area, e em disfuncao diastélica avaliada por meio da derivada
negativa de pressdo (-dp/dt) (Paiva et al., 2005, Zornoff et al., 2006a). Estudos
clinicos também analisaram os efeitos do tabagismo diretamente no coragdo. Em

pacientes com doenga arterial coronariana, a inalagdo aguda da fumaca de cigarro
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foi acompanhada por alteragdes da funcao diastélica (Kyriakides et al., 1992, Stork
et al., 1992). No estudo CARDIA, foi observado, através de ecocardiograma, que
individuos fumantes apresentavam maior massa ventricular esquerda em
comparagao aos nao fumantes (Gidding et al., 1995). Assim, podemos concluir que,
em modelos experimentais e clinicos, a exposi¢ao a fumaca do cigarro pode resultar

em remodelagao cardiaca, com prejuizo da fungao ventricular.

O primeiro aspecto relevante de nosso estudo refere-se ao protocolo utilizado.
Os animais foram submetidos a exposi¢ao a fumaca central do cigarro, simulando o
fumo ativo. O periodo de exposicao, de dois meses, foi determinado de acordo com
estudos anteriores. Nesses estudos, com delineamento semelhante ao atual, a
exposi¢cao a fumacga por um més foi suficiente para levar a alteragdes morfoldgicas e
funcionais (Paiva et al; 2003), com a exposi¢cao por dois meses foi observado
aumento do didmetro diastélico da cavidade ventricular esquerda, aumento do atrio
esquerdo e do indice de massa do ventriculo esquerdo em relagdo ao grupo
controle, resultados semelhantes foram observados em relacdo aos animais
expostos a fumaca por seis meses (Castardeli et al., 2008). Importante ressaltar que
a eficacia da exposi¢cao a fumacga do cigarro com esse modelo foi verificada em
estudo anterior por meio da analise dos niveis de carboxihemoglobina, apés 1 més
0s animais expostos a fumacga apresentaram aumento significativo dos niveis de
carboxihemoglobina em relagdo os grupo controle (C = 0,9 + 0,7mg/dl; EFC = 5,3

2,8mg/dl) (Castardeli et al., 2005).

O segundo aspecto a ser considerado em nosso estudo refere-se ao fato de
que o lisinopril teve efeito bioldgico em relagdo as alteragdes induzidas pelo
tabagismo. Podemos observar que os animais submetidos a exposi¢ao a fumacga do

cigarro e tratados com lisinopril apresentaram menor didmetro sistélico do ventriculo
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esquerdo, corrigido pelo peso corporal em relagdo aos animais nao tratados e
expostos a fumaga do cigarro. Adicionalmente, os animais tratados apresentaram
menor peso do ventriculo esquerdo e menor area seccional dos midcitos. Apesar da
extrema complexidade do processo de remodelacdo ventricular, esse termo é
frequentemente utilizado como sindnimo de crescimento celular. Portanto, nossos
dados permitem a afirmacdo de que a administracdo de lisinopril atenuou a

remodelacao cardiaca induzida pelo fumo.

O terceiro aspecto a ser considerado € que, embora o objetivo primario da
remodelacdo seja manter a fungdo ventricular, cronicamente esse processo pode
resultar em disfungao ventricular, como discutido anteriormente. Nosso trabalho esta
em concordancia com esse conceito, pois 0s animais tratados com inibidor da
enzima conversora da angiotensina apresentaram melhor fungéo sistdlica, avaliada
pela fracdo de ejecdo e porcentagem de encurtamento, em relacdo ao grupo
exposto a fumaga do cigarro. Portanto, a atenuacéo das alteragbes induzidas pelo
fumo foi acompanhada, nos animais tratados com lisinopril, por atenuacdo da

disfuncéo sistélica ventricular esquerda.

Diversos mecanismos podem estar envolvidos no efeito cardioprotetor do

lisinopril, no modelo de remodelacgao induzido pelo tabagismo.

Inicialmente, um dos potenciais mecanismos envolvidos nos efeitos benéficos
do lisinopril € o controle da pressao arterial. Em nosso estudo, os animais que
receberam |IECA apresentaram menores valores de pressao arterial. Entretanto, as
diferencas nos valores da pressao arterial e o curto tempo de evolugdo de dois
meses nao parecem ser suficientes para justificar as alteragdes encontradas.
Evidéncias sugerem que os efeitos do IECA podem ser independentes dos efeitos
hemodindmicos. Assim, estudo em ratos SHR com diferentes doses de lisinopril
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mostrou que, mesmo sem controle adequado da pressao arterial, houve atenuacao
da fibrose e reducdo da concentragdo miocardica de angiotensina Il (Brilla et al.,
1991). Em animais com cardiopatia dilatada o IECA atenuou a dilatagdo do
ventriculo esquerdo e melhorou a fungao contratil do miécito, entretanto ndo houve
diferenca na pressao arterial em relagédo ao grupo néo tratado (Spinale et al., 1995).
Estudo clinico que analisou o efeito do IECA em coragcbes com hipertrofia de
ventriculo esquerdo secundaria a hipertensao, mostrou reducéo da fibrose e melhora
na funcao diastélica no grupo tratado; esse resultado néo foi associado ao controle
pressorico (Brilla et al., 2000b). Do mesmo modo, estudo com o uso de enalapril
atenuou a remodelagao miofibrilar e melhorou a funcédo contratil, entretanto nao foi
verificada diferenga na pressado arterial entre os grupos (Wang et al., 2004).
Portanto, acreditamos que variacdo na pressao arterial pode participar, mas
provavelmente ndo € o unico mecanismo envolvido na cardioprotecéo induzida pelo

IECA, nesse modelo.

Devemos considerar que, apesar de aceito o conceito de que a remodelagao
cardiaca, na maioria das vezes, estd associada com faléncia cardiaca, os
mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na progressao da disfungado ventricular ndo

estdo completamente esclarecidos.

Diversos mecanismos foram propostos para explicar o aparecimento da
disfuncdo ventricular no coracdo remodelado, dentre os quais se destacam:
modificagdes no transito de calcio, alteragdes da via beta-adrenérgica, aumento da
morte celular, acimulo de colageno, alteragdes das metaloproteases, aumento do
estresse oxidativo, déficit energético, alteragbes das proteinas do citoesqueleto, da
membrana e da matriz e alteragbes da geometria ventricular. Recentemente, vem

ganhando destaque na literatura o papel das alteragcbes das cadeias pesadas da
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miosina e das jungdes comunicantes. As jungdes comunicantes sdo um conjunto de
canais localizados nos discos intercalares dos midcitos, que permitem a propagacéao
de potenciais de agao entre células vizinhas. Outra funcao é permitir a passagem de
pequenas moléculas, que podem ativar vias de sinalizacdo intracelulares. Nos
cardiomiécitos de mamiferos, a conexina 43 € a principal constituinte das jungdes

comunicantes (Schulz et al., 2001; van Veen et al., 2001).

As fungbes da conexina 43 dependem da sua quantidade, localizagao e grau
de fosforilagao. Diferentes estudos mostraram que varios estimulos podem interferir
com a conexina 43, entre os quais se destacam: citocinas (fator de necrose tumoral,
interleucinas), endotelina, noradrenalina, glicosideos, ions (sddio, calcio, magnésio,
hidrogénio), fatores natriuréticos, tromboxano. Do mesmo modo, estudos tém
descrito alteragcdes na localizacdo, quantidade e fosforilacdo da conexina 43 em
diferentes modelos de agressédo, como sobrecarga de volume (Formigli et al., 2003),
sobrecarga de pressao (Kostin et al., 2004) e infarto agudo do miocardio (Kostin et
al., 2003). Em geral, a expressao da conexina parece estar inalterada ou aumentada
nas fases iniciais da remodelagdo. Com a progressdo do processo, ocorre
diminuicao na expressao, redistribuicido de sua localizagao normal no disco intercalar
e diminuicao na fosforilagdo da conexina 43. Assim, a piora da comunicagao
intercelular, se da de forma progressiva na evolugdo da insuficiéncia cardiaca

(Saffitz et al., 1999; Kano et al., 2001).

Recentemente, os efeitos do fumo sobre as jungdes comunicantes foram
avaliados em nosso laboratério utilizando o mesmo modelo de exposi¢cao a fumacga
do cigarro utilizado nesse trabalho. Apds cinco semanas de observagao, a
intensidade de marcacao para a conexina 43 foi menor nos animais submetidos a

exposicao a fumaga do cigarro, em relagdo aos animais controle. Além disso, foi
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observada alteragao na distribuicdo da conexina 43, caracterizada por redugao da
quantidade de conexina no disco intercalar e aumento da conexina no sarcolema
lateral. Adicionalmente, houve alteracdo na fosforilacdo dessa proteina, com
diminuicdo na quantidade da conexina fosforilada e consequente redugdao na
comunicacao intercelular (Novo, 2008). Esses resultados foram semelhantes aos
dados observados nos modelos de isquémia (Hatanaka et al., 2004, Vetterlein et al.,
2006). Assim, o tabagismo parece induzir alteragdes na expressao, na distribuicao e
na fosforilagdo da conexina 43, de forma semelhante ao que ocorre em diferentes

modelos de agressao cardiaca.

O papel da angiotensina |l na ativagado da expressédo da conexina 43 também
tem sido avaliado. Dodge e colaboradores (1998) observaram que a angiotensina Il
ativa a expressao da conexina 43 em células miocardicas de ratos, in vitro. Do
mesmo modo, a adigdo de angiotensina Il, em células miocardicas neonatais de
ratos, aumentou em cerca de 50% a expressao da conexina 43 (Polontchouk et al.,
2002). Em células da musculatura lisa vascular, a administracdo de IECA e do
antagonista AT-1 inibiu a expressdo do RNAm para conexina 43 (Cai et al., 2006).
Shyu et al (2001) mostrou que antagonistas AT-1 podem inibir o aumento na
expressao da conexina 43 induzida por estresse mecanico, em midécitos de ratos. O
papel do sistema renina angiotensina na regulagcdo da conexina também foi
estudado em animais com hipertrofia de ventriculo esquerdo por estenose adrtica,
onde o uso de losartam preveniu a remodelagédo das jungbes comunicantes (Emdad
et al., 2001). Em ratos SHR com hipertrofia do ventriculo esquerdo, foi observado
aumento na expressado da conexina 43 e desorganizagdo na sua distribuigdo; o
tratamento com antagonista do receptor da angiotensina Il reduziu o aumento na

expressao da conexina 43 e manteve a sua distribuigdo (Zhao et al., 2008). Portanto,
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as evidéncias apresentadas até o momento permitem concluir que o sistema renina
angiotensina modula a expressdo e a distribuicdo da conexina 43 em diferentes

modelos de agressao.

Em nosso trabalho, as alteragdes morfolégicas e funcionais cardiacas nos
animais expostos a fumaga do cigarro foram acompanhadas por diminuicdo da
distribuicdo da conexina 43 no disco intercalar e aumento no sarcolema lateral.
Entretanto o inibidor da enzima conversora da angiotensina ndo atenuou essas

alteracoes.

Adicionalmente as alteracbes na conexina 43, o processo de remodelacao
caracteriza-se por alteragdes na miosina, a principal proteina contratil, composta de
um par de cadeias pesadas (o € B) e dois pares de cadeias leves. Dependendo da
composi¢cdo das cadeias, podemos identificar trés isoenzimas (V1, V2 e V3) no
miocardio de diferentes espécies. Essas isoenzimas possuem os mesmos pares de
cadeias leves, variando apenas em relagao a composi¢cao das cadeias pesadas (oo
nas V1, aff nas V2 e BB nas V3). Dado relevante € que a capacidade ATPasica da

miosina depende de sitios ativos localizados nas cadeias pesadas (Barany, 1967).

Em relagcdo a expressdo das cadeias pesadas da miosina, ela € regulada
durante todo o periodo de desenvolvimento. No modelo do rato, no periodo fetal, ha
predominio da isoforma B. Imediatamente antes do nascimento, a expressao da
isoforma o comega a aumentar, tornando-se a forma dominante (>90%) em animais
adultos jovens. Com o envelhecimento, a expressao da isoforma a comega a cair,
tornando-se a isoforma ndo dominantes, com 40% da quantidade total das cadeias

pesadas da miosina (Lompre et al., 1981, 1984).
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Considerando as consequéncias funcionais das variagdes nas isoformas das
cadeias pesadas da miosina, se aceita que a velocidade do encurtamento da fibra
muscular correlaciona-se com a capacidade de hidrolise do ATP das miosinas.
Aspecto a ser considerado é que, em todas as espécies estudadas, a isoforma o
apresentou aproximadamente trés vezes maior capacidade ATPasica que a isoforma
B (Gupta, 2007). Por esse motivo, a substituicdo de 100% por 20% da isoforma a,
por meio de manipulacdo nas concentragoes do horménio tireoidiano no modelo do
rato, resultou em diminuicdo do volume sistdlico em 50% (Korte et al., 2005).
Resultados semelhantes foram observados em camundongos trangénicos em que a
expressao da isoforma 3 alcangou niveis de 75% do total das miosinas (Krenz et al.,
2003). Portanto, a composi¢gado das isoenzimas das cadeias pesadas da miosina

determina a capacidade contratil do midcito.

Outro aspecto relevante € que a expressao das cadeias pesadas da miosina
pode ser regulada por diversos fatores. A administragcdo de hormdnio tireoidiano,
horménio de crescimento, atividade fisica regular e estimulagdo B2 adrenérgica
aumentam a expressdo da isoforma a. De outra maneira, hipoxia, diabetes,
hipertrofia por sobrecarga pressoérica e estimulagéo a e 1 adrenérgica aumentam a
expressao da isoforma B (Gupta, 2007). Além do potencial papel da fisiopatologia da
disfungdo ventricular, o aumento na expressdao da isoforma [ € considerado

marcador de fendétipo fetal e, portanto, de remodelagao patolégica.

O papel dos inibidores da enzima conversora da angiotensina na remodelagéo
miofibrilar também tem sido estudado. Wang e colaboradores (2002) observaram
que em ratos submetidos a infarto do miocardio o uso de um IECA, o imidapril,

atenuou a remodelacao miofibrilar melhorando a atividade ATPase e reduzindo as
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mudang¢as na composi¢cao das miosinas de cabega pesada atenuando o aumento
das cadeias beta. Resultados semelhantes foram encontrados com enalapril (Wang

et al., 2004).

Em nosso estudo, podemos observar que os animais expostos a fumaga do
cigarro e tratados com lisinopril apresentaram menor porcentagem da isoforma 3 em
relagcdo aos animais nado tratados. Assim, nossos resultados tém duas importantes
implicagées. Em primeiro lugar, nossos dados confirmam, por meio da analise de
marcador de fendtipo fetal, que o lisinopril atenuou a remodelacéo cardiaca induzida
pela exposigdo a fumacga do cigarro. Em segundo lugar, considerando o papel das
cadeias pesadas da miosina no desempenho contratil, a melhora da fungao sistélica
nos animais tratados com lisinopril pode estar relacionada, pelo menos em parte,

aos efeitos do IECA na distribui¢gdo das isoformas da miosina.

Finalmente, devemos considerar que apesar dos mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos nas alteragdes cardiacas induzidas pelo tabagismo nao serem

conhecidos, diversos potenciais candidatos tém sido propostos.

O primeiro fator que poderia estar envolvido no processo de remodelacao
induzido pelo tabagismo €& a sobrecarga hemodinamica. Em estudo prévio, as
consequéncias funcionais cardiacas do tabagismo foram avaliadas por meio do
ecocardiograma e do estudo do musculo papilar. Esse método permite avaliar a
funcdo miocardica sem interferéncia de fatores externos, como a frequéncia
cardiaca, pré e pos-carga. A analise do musculo papilar ndo encontrou diferenca
entre o grupo exposto a fumaga do cigarro e o grupo controle. O ecocardiograma, no
entanto, mostrou diminui¢cado da fragao de ejecéo e da porcentagem de encurtamento

nos animais fumantes. Desse modo, apesar de nao haver alteracdo nas
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propriedades mecanicas intrinsecas do miocardio, a fungcdo da camara ventricular

esquerda estava prejudicada pelo tabagismo (Paiva et al, 2003).

Uma explicacdo para a alteracdo na funcgao sistdlica da camara ventricular diz
respeito a estimulagdo adrenérgica e a liberacdo de endotelina provocada pela
nicotina, que pode causar retengdo de sodio e agua. Em consequéncia, haveria
alteragdes nas condi¢gdes de carga a que o coragao é submetido. Entretanto neste
mesmo estudo ndo foram encontradas diferengas entre os grupos quanto ao peso
corporal dos animais e na relagdo peso seco e peso Uumido do pulmao e figado.
Outra hipétese diz respeito a vasoconstrigdo relacionada ao tabagismo, que pode
ocorrer em consequéncia da liberacdo de fatores neurohumorais e acarretam
alteragdes no tbnus vascular com consequente aumento da pos-carga. Em estudo
prévio com exposi¢do a fumacga do cigarro, foram avaliados o0s niveis pressoricos
apos dois meses de exposi¢ao. O grupo tabagista apresentou aumento da presséao
sistélica caudal em relagao ao grupo controle (Fumo =127 £ 13 mmHg, C =114 £ 15
mmHg; p < 0,05) (Castardeli et al., 2008), resultados semelhantes foram observados
apos a exposicao por trés meses (Fumo = 118 £ 15 mmHg, Controle = 103 + 16
mmHg; p < 0,05) (Castardeli et al., 2005). Esse fenbmeno poderia sugerir que a
vasoconstricdo tenha participagcdo nas alteragbes morfolégicas e funcionais
induzidas pelo tabagismo. Entretanto, o tempo de exposi¢cdo ndo foi longo e os
niveis pressoéricos ndo foram tao altos como os encontrados em outros modelos, por
exemplo, em estudos experimentais utilizando ratos SHR, modelo bem estabelecido
para estudo da hipertensdo, a média de pressao sistdlica varia em torno de 219 + 2
mmHg (Tanaka et al., 2004), 195 + 17 mmHg (Zhao et al., 2008), 190 + 24 mmHg

(Okoshi et al., 2004). Portanto, acreditamos que variagdes na pressao arterial podem
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participar, mas ndo sdo os unicos mecanismos envolvidos nas altera¢des induzidas

pela exposi¢cado a fumaca do cigarro.

Estudos prévios, com periodos de observacdo maiores que o do presente
trabalho, quatro e seis meses, ndo observaram alteragcdes na pressao parcial de
oxigénio (PO2) e na porcentagem de saturacdo da hemoglobina pelo O, (SOy).
Assim, hipoxemia crénica e alteragbes na viscosidade sanguinea secundarias a
hipdxia, potenciais candidatos que poderiam explicar os resultados de nosso estudo,
provavelmente ndo tem participagdo na fisiopatologia das alteragdes induzidas pelo

cigarro (Castardeli et al., 2005; Castardeli et al., 2008).

Outro potencial mecanismo proposto para explicar a remodelagédo ventricular
induzida pelo fumo é o estresse oxidativo. Ja esta bem estabelecido que o aumento
na producao de radicais livres, gerados pelo fumo, contribuem para os seus efeitos
deletérios em outros 6rgaos (Pryor et al., 1990; Counts et al., 2004). O estresse
oxidativo também tem sido implicado na patogénese da disfungao cardiaca (Ferrari
et al., 1998; Singal et al., 1998). Admite-se que o estresse oxidativo possa contribuir
para a disfuncdo endotelial e para o envolvimento molecular que controla a
inflamacao e, consequentemente, pode induzir alteracdes funcionais e estruturais
nos miécitos (Sawyer et al., 2002; Giordano, 2005). Adicionalmente, o aumento dos
radicais livres pode provocar apoptose e/ou necrose de miécitos (Ferrari et al., 1998)

e induzir proliferacao de fibroblastos e de genes fetais (Colucci et al., 1997).

Considerando a participacdo do estresse oxidativo na remodelacdo induzida
pelo tabagismo, trabalho realizado com a suplementagcdo de beta-caroteno,
substancia que apresenta acdo antioxidante, em animais expostos a fumaga do
cigarro analisou as alteragdes ultra-estruturais por meio da microscopia eletronica.

Nos animais fumantes, foi observada desorganizagéo ou auséncia de miofilamentos,
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irregularidades na membrana plasmatica, dilatacdo do reticulo sarcoplasmatico,
mitocondrias polimérficas, edemaciadas e com diminuigao das cristas. Ja os animais
fumantes e suplementados com beta-caroteno apresentaram alteracbes
significativamente menores que os fumantes sem beta-caroteno, com a maioria das
fibras apresentando aspecto normal, indicando que a suplementacao de substancia
antioxidante atenuou as alteragdes ultra-estruturais induzidas pela fumaga do cigarro
(Zornoff et al., 2006b). O papel do estresse oxidativo na intensificagcdo do processo
de remodelagdo apés o infarto agudo do miocardio também foi avaliado. Trabalho
em animais submetidos a infarto experimental e expostos a fumacga do cigarro por
seis meses mostrou que houve intensificacao do processo de remodelacio cardiaca
no grupo fumo acompanhado de maiores valores das variaveis referentes ao
estresse oxidativo (Azevedo et al., 2008). Portanto, o processo de remodelagéo
induzido pelo fumo parece ser, pelo menos em parte, dependente do aumento do

estresse oxidativo.

Durante o processo de remodelagao ventricular ocorrem alteragcées na matriz
extracelular envolvendo a regulacdo da sintese e degradagdo de colageno.
Entretanto estudos anteriores ndao mostraram fibrose miocardica em animais
expostos a fumaca do cigarro. A porcentagem de colageno foi avaliada em animais
expostos a fumaga do cigarro por cinco semanas e nao houve diferenga em relagéao
ao grupo controle (Novo, 2008), o mesmo foi observado em animais expostos a
fumaca por quatro meses (Castardeli et al., 2007). Estudos com animais infartados e
expostos a fumacga do cigarro por seis meses também néo encontraram diferenga na
porcentagem de colageno (Zornoff et al., 2006a, Zornoff et al., 2007). O papel das
metaloproteases na remodelagao induzida pelo tabagismo também foi avaliado em

estudos anteriores. As alteracdes na matriz extracelular estdo em parte relacionadas
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com a ativacdo da familia de enzimas proteoliticas, as metaloproteases (MMP)
(wanaga et al; 2002). Diversas metaloproteases tém sido associadas com o
processo de remodelagao secundario a diferentes estimulos, entre elas a MMP-2 e
MMP-9 (Deschamps et al., 2006; Janicki et al., 2006; Jugdutt et al., 2006). Estudo
prévio analisou o grau de ativagdo das MMP-2 e MMP-9 em ratos expostos a fumaca
do cigarro, em comparagao a animais controle. Como nos estudos anteriores, o
tabagismo foi associado com alteragbes morfolégicas e queda da fungao ventricular.
Nao foram encontradas, entretanto, diferencas na ativacdo da MMP-2 e da MMP-9
nos animais fumantes em relagdo aos animais controle (Castardeli et al., 2007).
Portanto, a remodelacao induzida pelo tabagismo nao parece ser dependente da

ativacao das MMP-2 ou MMP-9.

Recentemente, a participagdo do sistema adrenérgico também foi avaliada. Os
animais fumantes e tratados com propranolol apresentaram menor freqténcia
cardiaca, menores didmetros e massa do ventriculo esquerdo que 0s animais
fumantes sem tratamento. De maneira interessante, ndao houve diferenca entre os
grupos na presséao arterial. Assim, a administragdo de propranolol atenuou algumas
variaveis da remodelagao ventricular induzida pela exposi¢do a fumaga do cigarro,

sugerindo participagdo adrenérgica nesse processo (Duarte et al., 2008).

Portanto, o conjunto dos resultados apresentados permite a suposi¢cao de que
a remodelagdo induzida pelo tabagismo € dependente da sobrecarga
hemodinamica, do estresse oxidativo e da ativagcédo do sistema adrenérgico, mas nao
esta relacionada com a hipdxia, aumento da viscosidade sanguinea e ativagao das

MMP-2 ou MMP-9.

Com o atual estudo, nossos conhecimentos sobre 0s mecanismos

fisiopatolégicos envolvidos na remodelagdo cardiaca induzida pelo fumo foram
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ampliados. Outro potencial candidato, a participar da remodelagao induzida pelo

tabagismo, é a ativagédo do sistema renina angiotensina.

Em relagdo aos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na ativagdo do
sistema renina angiotensina, a angiotensina |l, principal componente do sistema,
participa do processo de remodelacdo ventricular por meio de varias vias, dentre as
quais se destacam: proliferacido de fibroblastos, alteracido da matriz extracelular com
aumento do colageno intersticial e perivascular (Brilla et al., 2000b), interferéncia na
sintese de proteinas, estimulo ao crescimento celular e na atividade das
colagenases (Rakusan et al., 1992), aumento da apoptose e necrose (Santos et al.,

2002) e aumento do estresse oxidativo (Cohn., 2000b) .

E bem estabelecido que os inibidores da enzima conversora da angiotensina
atenuam a remodelagao cardiaca em diferentes modelos de agresséo. Em estudo
com ratos SHR ja apresentando miocardiopatia hipertensiva avangada houve
melhora na fungado sistélica com uso do lisinopril (Brilla et al., 1996). Weber e
colaboradores (1991) observaram regressao da hipertrofia do ventriculo esquerdo
em ratos apos administracado de lisinopril. No modelo de infarto experimental em
ratos, o uso de lisinopril atenuou a remodelagao ventricular, com melhora da funcao
(Zornoff et al, 2000). O mesmo fendmeno foi observado em ratos submetidos a
estenose aortica (Bregagnollo et al., 2005). Como discutido anteriormente, nossos
dados estdo em concordancia com esse conceito, considerando que a administragao
de lisinopril atenuou a remodelacdo ventricular e melhorou variaveis da funcao

sistdlica em relacido aos animais fumantes nao tratados.

Pelo exposto, o conjunto de nossos resultados sugere que o sistema renina
angiotensina modula o processo de remodelagao cardiaco induzido pela exposicéo a
fumaga do cigarro. Entre os mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nesse

76



Discussdo

fendbmeno estdo a reducdo da pressdo arterial e a atenuagcédo das alteragbes na
distribuicdo das isoformas da cadeia pesada da miosina. Por outro lado, a

intensidade e distribuicdo da conexina 43 parece nao participar desse processo.
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Em conclusao, nosso trabalho sugere que o inibidor da enzima conversora da
angiotensina atenua o processo de remodelagéo cardiaca induzido pela exposi¢ao a
fumacga do cigarro, no modelo do rato. Esse efeito protetor parece ser modulado,
pelo menos em parte, por reducdo da pressdo arterial e pela distribuicdo das

isoformas da cadeia pesada da miosina.
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