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Resumo

Introdugdo: Sabem-se que as lesdes isquémicas sao muitas vezes letais a
diversos 6rgaos como coragao, cérebro, pulmdes e intestino.
Paradoxalmente, a reperfusao pode ser tao ou mais danosa que a isquemia.
Na tentativa de minimizar os danos causados pela reperfusao diversas
técnicas de protecdao miocardica foram estudadas nos ultimos anos.
Técnicas de condicionamento antes da isquemia (pré-condicionamento),
durante a isquemia (per-condicionamento) e apds a isquemia foram
testadas por diversos autores com taxas variadas de sucesso. Alguns
trabalhos demonstraram efeito cardioprotetor da Angiotensina-(1-7) em
coracdes isolados expostos ao fendmeno de isquemia/reperfusdo.

Objetivos: O objetivo deste estudo é esclarecer se o sistema renina-
angiotensina, principalmente através da Angiotensina-(1-7), da
Angiotensina Il e da Alamandina, participa da cardioprotecao determinada
por métodos de pods-condicionamento cardiaco (isquémico e
farmacoldgico) no fendmeno de isquemia/reperfusdo em coragées isolados
de ratos Sprague-Dawley.

Materiais e Métodos: 18 ratos Sprague-Dawley machos com idade entre 12
e 16 semanas foram decapitados e tiveram o coracgao isolado e colocado no
aparato de Langendorff onde foram perfundidos com solucdao de Krebs-
Henseleit e oxigenados com uma mistura de 95%0,/5%CO,.

Apds serem colocados no aparato foi inserido através da auricula esquerda
um baldo posicionado dentro do ventriculo esquerdo para aferir os
parametros fisioldgicos estudados. O ECG foi registrado através da
colocacao de eletrodos na superficie cardiaca.



Todos os parametros foram registrados em tempo real pelo software
LabChart Pro®.

Todos os grupos foram submetidos a 30 minutos de estabilizacdao seguidos
por 30 minutos de infarto. O infarto foi realizado através da técnica descrita
por Lubbe et al.(1) No inicio da reperfusdao os animais foram divididos em
trés grupos (n=6): no grupo controle foi realizado 60 minutos de reperfusao
sem interferéncias. No grupo pds-condicionamento isquémico, no inicio da
reperfusdo foram realizados trés ciclos de isquemia/reperfusdo com 10s de
duracao cada. No grupo pds-condicionamento farmacoldgico o anestésico
inalatdrio sevoflurano foi conectado ao circuito de oxigénio durante os
primeiros 10 minutos da reperfusao a 2,5% (1 CAM).

Em todos os coracdes houve coleta periddica do perfusato para a realizacao
das dosagens das enzimas CK-MB, LDH, Troponina | e dos peptideos
angiotensina-(1-7), angioensina Il e alamandina.

Resultados: Diversos parametros oscilaram em direcao oposta ao esperado
e na maioria deles ndao houve diferenga significativa entre os grupos.
Observamos o mesmo resultado com as enzimas e os peptideos dosados.
As dosagens de Alamandina e Angiotensina-(1-7) evidenciaram diminuicao
das mesmas no periodo de reperfusao quando comparadas ao periodo de
isquemia em grupos submetidos a técnicas de pds-condicionamento
farmacologico. No grupo submetido a pdés-condicionamento isquémico
houve aumento da Alamandina em relagao ao periodo de isquemia, porém
a mesma nao recupeou os valores da estabilizacdo. A Angiotensina-(1-7)
apresentou diminuicdao quando comparada ao periodo de isquemia. A
Angiotensina Il teve um comportamento varidvel, diminuindo durante a
reperfusao dos grupos controle e pds-condicionamento farmacoldégico e
aumentando durante a reperfusdao do grupo pods-condicionamento
isquémico. O grupo pos-condicionamento farmacoldgico apresentou a
maior incidéncia de arritmias dos trés grupos. O grupo controle apresentou
menor incidéncia de arritmias em todo o periodo de reperfusao e o grupo
pos-condicionamento isquémico apresentou menor incidéncia nos
primeiros 5’ de reperfusao.



Conclusao: Em nosso estudo a isquemia realizada nao foi suficiente para
desencadear os mecanismos de protecdo observados no pos-
condicionamento e ja descritos em outros estudos, porém a Angiotensina-
(1-7) parece diminuir com técnicas de pds-condicionamento, enquanto a
Alamandina e a Angiotensina Il apresentam um comportamento variavel. A
Angiotensina-(1-7) e a Alamandina parecem ter efeito antiarritmico.

Palavras-chave: pds-condicionamento cardiaco, angiotensina-(1-7),

alamandina, sevoflurano, pds-condicionamento isquémico, pds-
condicionamento farmacoldgico, sistema renina angiotensina.
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Abstract

Background: It’s know that ischemic lesions are often lethal to various
organs such as heart, brain, lungs and intestines.

Paradoxically, reperfusion may be as or more damaging than ischemia.

In an attempt to minimize the damage caused by reperfusion different
myocardial protection techniques have been studied in recent years.
Conditioning techniques before ischemia (preconditioning) during ischemia
(per-conditioning) and after ischemia (postconditioning) were tested by
several authors with varying success rates. Some studies have
demonstrated cardioprotective effect of angiotensin (1-7) in isolated hearts
exposed to the phenomenon of ischemia / reperfusion.

Objectives: The aim of this study is to clarify whether the renin angiotensin
system, mainly through the angiotensin-(1-7), Angiotensin Il and
Alamandine, participates in the cardioprotection determined by cardiac
post-conditioning methods (ischemic and pharmacological) in ischemic
phenomenon / reperfusion in isolated hearts of male Sprague-Dawley rats.

Materials and Methods: 18 male Sprague-Dawley rats, aged between 12
and 16 weeks were decapitated and their hearts were isolated and placed
in the Langendorff apparatus where they were perfused with Krebs-
Henseleit solution oxygenated with a mixture of 95% 0, / 5 % CO..
After being placed in the apparatus, was inserted through the left atrium
one balloon positioned within the left ventricle in order to measure the
physiological parameters. The ECG was recorded by placing electrodes on
the heart surface. All parameters were recorded in real time by LabChart
Pro® software.
All groups were subjected to 30 min of stabilization followed by 30 minutes
of infarction. The infarction was performed using the technique described
by Lubbe et al (1). At the beginning of reperfusion, the animals were divided
vii



in three groups (n = 6):. In the control group was performed 60 minutes of
reperfusion without interference. In ischemic postconditioning group at the
beginning of reperfusion were performed three cycles of ischemia /
reperfusion with 10s duration each. In the pharmacological
postconditioning group inhalational anesthetic sevoflurane was connected
to the oxygen circuit during the first 10 minutes of reperfusion 2.5% (CAM
1).

In every heart there was periodic collection of perfusate to carry out the
measurements of CK-MB, LDH, troponin | enzimes and angiotensin peptides
angiotensin-(1-7), angioensin Il and alamandine.

Results: Several parameters varied in the opposite direction than expected
and in most of them there was no significant difference between groups.
We observed the same result with enzymes and peptides measured.
Dosages of Alamandina and Angiotensin- (1-7) showed reduction as the
reperfusion period compared to the period of ischemia in groups submitted
to pharmacological postconditioning techniques. In the ischemic
postconditioning group submitted was increased Alamandina for the period
of ischemia, but it does not recovered the stabilization values. Angiotensin-
(1-7) had a decrease when compared to the period of ischemia. Angiotensin
Il had a variable behavior, decreasing during reperfusion of the control
group and pharmacological post-conditioning and increasing during
reperfusion of ischemic post-conditioning group. Pharmacological post-
conditioning group had the highest incidence of arrhythmias of the three
groups. The control group had a lower incidence of arrhythmias in the
whole period of reperfusion and ischemic post-conditioning group had a
lower incidence in the first 5' de reperfusion.

Conclusion: In our study, ischemia conducted was not sufficient to trigger
the protection mechanisms observed in the post-conditioning and already
described in other studies, but the angiotensin-(1-7) seem to decrease with
post-conditioning techniques as alamandine and angiotensin Il features a
variable behavior. The angiotensin-(1-7) and alamandine suggest the
antiarrhythmic effect.

Key words: cardiac post-conditioning, angiotensin-(1-7), alamandine,
sevoflurane, ischemic  post-conditioning, = pharmacological post-

conditioning, renin angiotensin system.
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1.Introducgao

1.1. LesGes secundarias a reperfusdo de orgaos

As lesdes isquémicas sao muitas vezes letais a diversos 6rgaos como
coragao, cérebro, pulmodes e intestino(Zhao 2010)(Xin et al. 2010)(Fang et
al. 2010). Paradoxalmente, a reperfusdo pode ser tdo ou mais danosa que
a isquemia. (Zhao 2010)(Y. Yao et al. 2010)

Na tentativa de minimizar os danos causados pela reperfusao,
diversas técnicas de protecao miocardica foram estudadas nos ultimos anos
sendo que na década de 60 foi concebido o conceito de cardioprotecao
(Andreka et al. 2007a)

As vias envolvidas na cardioprotecao ainda nao foram totalmente
elucidadas apesar do fendmeno ser estudado ha aproximadamente 50
anos. (Ludman, Yellon, and Hausenloy 2010)

A lesdao por reperfusdao envolve varios mecanismos, dentre eles
sobrecarga de cdlcio e radicais livres, além de aberra¢gdes no metabolismo
miocardico, disfuncdao endotelial, inflamacao, hipercontratura e
necrose/apoptose celular.(Andreka et al. 2007a) (Gomes et al. 2011)

Aisquemia cardiaca leva a danos na cadeia de transporte de elétrons,
geracdo de espécies reativas de oxigénio e sobrecarga mitocondrial de
calcio. Esses fatores levam a abertura de poros mitocondriais de transicao
e permeabilidade (mPTP) durante o periodo de reperfusdo, etapa
fundamental na morte celular. O pds-condicionamento isquémico diminui
a injuria cardiaca e previne a abertura desses poros em coragdes
adultos.(Ludman, Yellon, and Hausenloy 2010) Diversos estudos
demonstraram a participacao de algumas vias de sobrevivéncia como a
cascata RISK e PI3K/Akt em lesGes de isquemia/reperfusdo.(Ludman,
Yellon, and Hausenloy 2010)(H. Chen et al. 2008)(He et al. 2008)(Zhao 2010)

O pods-condicionamento isquémico diminui a injuria cardiaca e
previne a abertura desses poros em coragdes adultos. (Q. Chen et al. 2012)

O pods-condicionamento ativa varias vias cardioprotetoras que sdo a
cascata das cinases salvadoras de reperfusao (RISK) (Fang et al. 2010), que
inclui a fosfatidil inositol-3-cinase/Akt (PI3K/Akt)e a ERK1/2, cinase
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reguladora do sinal extracelular (Moriguchi et al. 2010) e a cascata do fator
de ativacao e melhoria da sobrevivéncia (SAFE) que inclui a transcricao do
sinal transdutor e ativador de transcricdo 3 (STAT3) e o fator de necrose
tumoral a (TNF a). (Q. Chen et al. 2012)(Lacerda et al. 2009) (Ludman,
Yellon, and Hausenloy 2010)(Xin et al. 2010)(Feng et al. 2005)(Duan et al.
2011) (Rahman et al. 2011)

Alguns estudos mostraram a via SAFE associada ao pos-
condicionamento isquémico (Lacerda et al. 2009), enquanto a via RISK
associada ao pds-condicionamento farmacoldgico.(Ludman, Yellon, and
Hausenloy 2010)(Zhang et al. 2011) A ERK 1/2, cinase reguladora de sinal
extracelular, é um dos candidatos a participar do condicionamento
isquémico e farmacoldgico diminuindo as injurias relacionadas ao
fendmeno isquemia/reperfusdo. (H. Chen et al. 2008)(Ma et al. 2013)

Outro estudo sugere a participacdo da via PKB/Akt e também da
GSK3B na cardioprotecao induzida pelo sevoflurano e isoflurano.(Feng et al.
2005)(Fang et al. 2010)

Um estudo sugere a participacdao de canais mitocondriais de potassio
calcio ativado e canais mitocondriais de potassio ATP sensivel no pods-
condicionamento isquémico e no poés-condicionamento farmacoldgico. O
pods-condicionamento farmacoldgico atua inibindo a abertura desses poros
mitocondriais no periodo de reperfusao aparentemente via ativacao dos
canais mitocondriais de potassio ATP sensiveis e via PI3K e ERK1/2. A
participacdo destes canais ja foi estudada no fendbmeno do pré-
condicionamento.(C. Jin et al. 2012)(Y. Yao et al. 2010) (Feng et al.
2005)(Rahman et al. 2011)

A maior parte dos estudos elucidando as vias cardioprotetoras sao
realizadas com pds-condicionamento isquémico.(Lacerda et al.
2009)(Ludman, Yellon, and Hausenloy 2010)(Tang et al. 2010)(Zhao
2010)(Yu et al. 2010)(Bopassa et al. 2006)

Técnicas de condicionamento antes da isquemia (pré-
condicionamento), durante a isquemia (per-condicionamento) e apds a
isquemia foram testadas por diversos autores com taxas variadas de
sucesso. (Deyhimy et al. 2007) (Bopassa et al. 2006)(Rahman et al. 2011)(H.
Chen et al. 2008)
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Um estudo testou o uso de Intralipid como possivel farmaco
com propriedades cardioprotetoras e concluiu que os primeiros cinco
minutos da reperfusao sdao os mais criticos para se interferir no fenébmeno.
(Rahman et al. 2011)(Feng et al. 2005)

Alguns trabalhos demonstraram efeito cardioprotetor da
Angiotensina-(1-7) em cora¢les isolados expostos ao fendmeno de
isquemia/reperfusdo, porém esses estudos ndo realizaram técnicas de
condicionamento cardiaco. (Ferreira, Santos, and Almeida 2001).(Ferreira,
Santos, and Almeida 2002)

A maioria dos estudos sao realizados em coracdes de animais
“in vitro” e a dosagem de enzimas envolvidas em lesdao celular como CK-
MB, LDH e Troponina | é realizada no perfusato refluido diretamente das
coronarias.(Yu et al. 2010)(Bopassa et al. 2006)

1.2. P6s-Condicionamento Isquémico

O coracdo seria protegido de um episédio letal de
isquemia/reperfusdo aguda pela aplicacdo de um periodo breve de
isquemia/reperfusdo ndo letal no proprio coracdo ou em um oérgdo
distante. Este breve periodo de isquemia poderia ser aplicado antes (pré-
condicionamento isquémico) ou durante (per condicionamento isquémico)
o periodo isquémico ou ainda imediatamente no inicio da reperfusao (pds-
condicionamento isquémico). (Ludman, Yellon, and Hausenloy 2010)(Xin et
al. 2010)(Pinheiro et al. 2010)

A aplicacao pratica do pré-condicionamento é limitada pelo fato de
muitas vezes ndao conseguirmos prever com exatidao o periodo isquémico.
Este fato motivou a pesquisa do pds-condicionamento isquémico.

Varios estudos foram realizados na tentativa de identificar quais sao
as vias implicadas na lesao de reperfusao e na cardioprotecao, sendo que a
via ERK1/2 ja foi identificada na cardioprotec¢do proporcionada tanto pelo
pos-condicionamento isquémico quanto pelo pds-condicionamento
farmacoldgico.(H. Chen et al. 2008)

Além de prevenir a abertura de poros mitocondriais de transicaoe
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permeabilidade (mPTP) durante o periodo de reperfusao, que é uma etapa
fundamental na morte celular, o pds-condicionamento isquémico também
ativa cascatas de sinalizacao citoprotetoras como a cascata RISK e a cascata
SAFE.(Q. Chen et al. 2012)

Bopassa et al. demostraram em coracdes de coelho efeitos do pds-
condicionamento isquémico na prevencao da abertura de poros
mitocondriais de transicdao e permeabilidade (mPTP). (Bopassa et al. 2006)

Em outro estudo este mesmo grupo também identificou a ativacao
da via PI3K-Akt por técnicas de pds-condicionamento isquémico, sugerindo
gue a ativacdo desta via e a prevencao da abertura de poros mitocondriais
de transicao e permeabilidade (mPTP) podem estar relacionadas.(Bopassa
et al. 2006)

Xin e colaboradores estudaram o per e pds-condicionamento
isquémico e obtiveram resultados que sugerem a participacdao de cascatas
citoprotetoras como a RISK, PI3K-Akt e ERK1/2 em ambos os
fendbmenos.(Xin et al. 2010)

Tamareille et al. também observaram ativacao das cascatas RISK,
PI3K-Akt e ERK1/2 pelo pds-condicionamento isquémico e por outros
farmacos, como a eritropoetina. (Tamareille et al. 2009)

Zhang et al. estudaram a proteina MG53 e seu papel no pos-
condicionamento isquémico. A MG53 é uma proteina expressa em musculo
esquelético e cardiaco que esta envolvida em vesiculas de transporte
celular, miogénese e reparo de membrana esquelética e cardiaca. A MG53
participa da cardioprotecao através da ativacdao das cinases PI3K, Akt,
GSK3pB e ERK1/2.(Zhang et al. 2011)

A presenca de multiplas vias cardioprotetoras ja foi sugerida no pré-
condicionamento isquémico. (Z.-Q. Jin, Goetzl, and Karliner 2004)(Lecour et
al. 2005) Lacerda et al. estudaram a ativacao paralela das vias SAFE e RISK
pelo  pods-condicionamento isquémico. A via RISK atua através da
fosforilacdo da ERK1/2 e Akt, que por sua vez inibiriam a GSK3pB, a qual atua
nos poros mitocondriais de transicao e permeabilidade efetivando assim a
cardioprotecdo. (Lacerda et al. 2009)

A via SAFE atua através do TNFa, cuja ativagao do sinal transdutor e
ativador de transcricao STAT 3 atua nos poros mitocondriais de transi¢ao e
permeabilidade e também nas cinases ERK1/2 e Akt, levando em ultima
instancia a cardioprotecao.(Lacerda et al. 2009)
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Esfingolipides como a esfingosina-1 fosfato também podem ativar as
vias cardioprotetoras, parecendo mimetizar a forma de ativacao do STAT 3
como ocorre no pré-condicionamento. (Lacerda et al. 2009)

ISCHAEMIC POSTCONDITIONING |

I
I G-protein coupled ligands ]

HRALCOOND IORIOS

-

-
-
-

CARDIOPROTECTION

Figura 1: esquema simplificado das vias ativadas na cardioprotegdo. Fonte: Lacerda et al., 2009.

1.3. Pds-Condicionamento Farmacologico

O papel de alguns farmacos como anestésicos inalatdrios, propofol
e morfina no pré e pds-condicionamento cardiaco é amplamente estudado.
(Y. Yao et al. 2010)(He et al. 2008)(Ling Ling et al. 2010).

O uso de anestésicos inalatérios no inicio da reperfusao para
protecao miocardica contra lesdes resultantes da prépria reperfusao foi
proposto nos anos 90, é o chamado pds-condicionamento anestésico.(Yu et
al. 2010)

Diversas pesquisas demonstraram que o pds-condicionamento
anestésico reduz lesdes miocardicas resultantes de isquemia/reperfusdo
como a apoptose (Yu et al. 2010). Os anestésicos inalatérios,
principalmente o sevoflurano, tem mostrado resultado positivo em
diversos estudos comparando pré-condicionamento farmacoldgico e
controle.(Deyhimy et al. 2007)(Dai et al. 2010)

Varios estudos utilizando sevoflurano no pds-condicionamento
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farmacoldgico também tiveram resultado positivo quando comparado ao
controle.(Yu et al. 2010)(Y. Yao et al. 2010)(He et al. 2008)(Ling Ling et al.
2010)(Fang et al. 2010)(H. Chen et al. 2008)

Fang et al. estudou o pds-condicionamento farmacoldgico utilizando
2% de sevoflurano durante os primeiros 15 minutos de reperfusdo (60
minutos), apds 40 minutos de isquemia e demonstrou, via western blot que
ocorre a fosforilagdo da PKB/Akt juntamente com o aumento da GSK3B em
coracdes expostos a técnica. (Fang et al. 2010)

Um estudo comparando a eficacia do pds-condicionamento
farmacoldégico com sevoflurano em ratos machos e fémeas mostrou que
embora as fémeas sejam mais resistentes as lesdes por
isquemia/reperfusdo elas sdo pouco responsivas ao pds-condicionamento
farmacologico. Machos sao menos resistentes as lesdes mas respondem
melhor ao pds-condicionamento. (Zheng et al. 2011)

A via PI3K/Akt estd envolvida tanto na maior resisténcia a lesdo
isquemia/reperfusdo apresentada pelas fémeas quanto na resposta ao pods-
condicionamento evidenciada pelos machos. (Zheng et al. 2011)

Outro estudo comparando a eficacia do pds-condicionamento
isquémico e farmacolégico em coracdes saudaveis e portadores de
hipertrofia de VE obtiveram resultados apontando para a ineficacia de
ambos os pds-condicionamentos em coragdes com hipertrofia de VE. Essa
ineficacia parece ser devido a ndo fosforilacdo de Akt, ERK1/2 levando a ndo
inativagdo da GSK3[. (Ma et al. 2013)

Alguns autores estudaram o impacto do pds-condicionamento
farmacolégico com sevoflurano e observaram a diminuicdo da
incidéncia/gravidade das arritmias de reperfusdo quando comparado ao
grupo controle. (Gong et al. 2012)(Zheng et al. 2011)(Yu et al. 2010)(Y.-T.
Yao et al. 2010)

Estudos comparando separadamente  condicionamento remoto
isquémico, pré e pos-condicionamento cardiaco isquémico ou
farmacoldgico com controles tem mostrado resultados positivos levando a
diminuicao no tamanho da area de infarto e redu¢ao de enzimas ligadas a
lesdo celular como CK-MB, LDH e Troponina |. (Andreka et al. 2007a)(Tang
et al. 2010)(Xin et al. 2010)(Gritsopoulos et al. 2009)
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O préprio fendbmeno do pds-condicionamento necessita de mais
estudos e ainda n3ao temos estudos sobre o comportamento do sistema
renina-angiotensina em corag¢des que sofreram o pds-condicionamento
isquémico ou farmacoldgico.

1.4. Sistema Renina-Angiotensina

A primeira observacgao ligando doenca renal a hipertrofia de
ventriculo esquerdo foi realizada por Richard Bright em 1836. (Basso and
Terragno 2001)

O termo hipertensao foi usado pela primeira vez em 1872 por F. A.
Mahomed, que relacionou a hipertensao a hipertrofia de ventriculo
esquerdo e a nefrite e descreveu ainda a hipertensao em pacientes sem
doenca renal. (Basso and Terragno 2001)

A histéria do sistema renina-angiotensina comegou em 1898 com
estudos realizados por Tigerstedt e Bergman, que relataram o efeito
pressor de extratos renais. Eles chamaram esta substancia renal de
renina.(Basso and Terragno 2001)

A partir dai diversos estudos foram feitos simultaneamente por
pesquisadores argentinos e americanos. Os resultados do grupo argentino
foram publicados em 1943 e as pesquisas continuam até hoje. (Basso and
Terragno 2001)

O sistema renina-angiotensina desempenha um papel importante na
regulacdo central e periférica da pressao arterial e no equilibrio hidro-
eletrolitico, além de estar envolvido na fisiopatologia de varias doencas
cardiovasculares (Peach 1977)(R. A. Santos, Campagnole-Santos, and
Andrade 2000).

E um modulador autécrino e paracrino de fungdes teciduais,
identificado em varios tecidos, como coracdo e artérias. (Phillips,
Speakman, and Kimura 1993)(Wollert and Drexler 1999) Seus principais
componentes sao 0 angiotensinogénio, a renina, a Angiotensina |, a enzima
conversora de angiotensina (ECA) e a Angiotensina .

A formacdo dos peptideos angiotensinérgicos ocorre por meio de
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protedlise limitada iniciada pela hidrdlise do angiotensinogénio pela
renina, formando o decapeptideo Angiotensina | (Campbell 2003)(Carey
and Siragy 2003). A Angiotensina | € um peptideo biologicamente inativo
gue, sob acdo da ECA, é convertida no octapeptideo Angiotensina Il. (Wright
and Harding 1995)(Turner and Hooper 2002)(Bader et al. 2001)

As a¢Oes da Angiotensina Il sao mediadas por receptores especificos
de membrana, amplamente distribuidos. Existem dois principais subtipos
de receptores para a Angiotensina Il: o receptor AT;, bloqueado
especificamente pelo Losartan, e o receptor AT, bloqueado pelo
PD123319.(Donoghue et al. 2000) Ambos apresentam sete dominios
transmembrana e sdao acoplados a proteina G (GPCRs) (Loot et al. 2002)
(Kim and lwao 2000).

A expressao dos receptores AT, é mais limitada. Sabe-se que estao
presentes principalmente em tecidos fetais em desenvolvimento. (Kim and
Iwao 2000)

Nos ultimos anos novos componentes do sistema foram descritos, e
existem varios estudos sobre a Angiotensina-(1-7), a ECA 2 e a Alamandina,
que parecem formar um eixo cardioprotetor. (R. A. Santos, Campagnole-
Santos, and Andrade 2000)(Lautner et al. 2013)(Ferreira, Santos, and
Almeida 2001)
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Figura 2: Sistema renina-angiotensina. Ang: Angiotensina; AT1: receptor da Ang Il tipo 1; AT2: receptor

da Ang Il tipo 2; ECA: enzima conversora de angiotensina; ECA2: enzima conversora de angiotensina 2;
Mas: receptor da Ang-(1-7); MrgD: receptor acoplado a proteina G relacionado ao Mas tipo- D; NEP:

Endopeptidade neutra; PEP: Prolil-endopeptidase. Fonte: A.A. Peluso,2014. 24



1.5. Angiotensina-(1-7)

A Angiotensina Il era considerada o Unico peptideo biologicamente
ativo do sistema renina-angiotensina. Foram identificadas importantes
acdes periféricas e centrais induzidas por peptideos menores, antes
considerados fragmentos inativos.

A Angiotensina-(1-7), um heptapeptideo com auséncia da
fenilalanina na posicdao 8 do peptideo Angiotensina Il, ¢ um componente
ativo do sistema renina-angiotensina, podendo ser gerada a partir da
Angiotensina | por via independente da ECA. Outra via de formagdo ocorre
a partir da Angiotensina Il pela acdao da prolil-endopeptidase neutra (PEP)
e prolil-carboxipeptidase (PCP), ou através da acao da enzima conversora
da angiotensina Il (ECA2) (Braszko et al. 1991)(R. A. Santos and
Campagnole-Santos 1994)(Chappell et al. 1998)(R. A. Santos, Campagnole-
Santos, and Andrade 2000, 200)(R. a. S. Santos, Frézard, and Ferreira 2005).
A Angiotensina-(1-7) atua de forma contra-reguladora as acbes da
Angiotensina Il. (R. A. Santos, Campagnole-Santos, and Andrade 2000, 200)

Além da Angiotensina-(1-7), novos componentes do sistema renina-
angiotensina foram identificados incluindo o receptor Mas para a
Angiotensina-(1-7), o receptor da pré-renina, a enzima conversora da
angiotensina 2 (ECA2) e o heptapeptideo Alamandina, juntamente com seu
receptor (R. A. S. Santos et al. 2003)(Nguyen 2007)(Donoghue et al.
2000)(Tipnis et al. 2000)(Lautner et al. 2013).

A ECA 2 esta presente principalmente em células endoteliais e
artérias, arteriolas e veias do coracao e dos rins e nao pode ser bloqueada
pelos classicos farmacos inibidores da ECA. Ela catalisa a conversao da
Angiotensina | em Angiotensina-(1-9) e degrada a Angiotensina Il em
Angiotensina-(1-7) prevenindo, desta forma, o acimulo de Angiotensina |l
enquanto favorece a formacao de Angiotensina-(1-7). (Donoghue et al.
2000)(Kucharewicz et al. 2002a)(Ye et al. 2004)

Em 2003, Santos e colaboradores identificaram o receptor Mas como
um receptor funcional para a Angiotensina-(1-7) (R. A. S. Santos et al. 2003,
2). O protooncogene Mas é um receptor acoplado a proteina G (GPCR) com
sete dominios transmembrana, altamente expresso nos testiculos e
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cérebro (Metzger et al. 1995)(Walther et al. 2000). Estudos tém
demonstrado que a Angiotensina-(1-7) exerce efeitos fisioldgicos que, em
sua maioria, sao opostos aos efeitos da Angiotensina ll.

Em um estudo conduzido por Ferreira e colaboradores em 2001, a
Angiotensina-(1-7) na concentracdo de 0,22 nmol/L produziu efeito anti-
arritmogénico em coragdes isolados perfundidos de ratos, reduzindo a
duracdao e incidéncia das arritmias de reperfusao. . O efeito
antiarritmogénico da Angiotensina-(1-7) parece estar relacionado a
liberacdao de prostaglandinas, as quais atuam estimulando receptores EP3
gue por sua vez ativariam correntes de repolarizacdo de membrana e
inibiriam os danos causados pela liberacdao de catecolaminas que ocorre na
isquemia. Este efeito cardioprotetor foi bloqueado pelo antagonista
e pelo pré-tratamento comindometacina. (Ferreira, Santos, and Almeida
2001)

Um estudo prévio utilizando Angiotensina-(1-7) na dose de 27
nmol/L encontrou um efeito arritmogénico da mesma através da liberacdo
de norepinefrina em nervos de atrio direito de corag¢des isolados.(Gironacci
et al. 1994)

A analise desses dois estudos sugere o papel antiarritmogénico da
Angiotensina-(1-7) em concentracdes proximo as fisioldgicas.

De acordo com Loot e colaboradores (2002), a infusdo intravenosa de
Angiotensina-(1-7) preservou a funcao cardiaca, a perfusao coronariana, e
a funcdo endotelial adrtica, apds a inducao do infarto do miocardio em
ratos vivos. Um dos possiveis mecanismos envolvidos nestas respostas
provavelmente esta associado a liberagdo de prostaciclinas e/ou de NO.
(Loot et al. 2002)

A Angiotensina-(1-7) potencializa a vasodilatacao induzida pela
bradicinina (BK), o que pode ser parcialmente responsavel pelo efeito
cardioprotetor deste peptideo. (Kucharewicz et al. 2002a)(Almeida et al.
2000a) O fendbmeno parece ser mediado por um receptor e estd associado
a liberagcdao de prostaglandina e Oxido nitrico. Na dose utilizada nesse
estudo (2,5 e 5,0 ng) a Angiotensina-(1-7) nao influenciou o inotropismo
cardiaco. (Almeida et al. 2000b)

A Angiotensina-(1-7) tem sido considerada um componente
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importante na modulacdao do remodelamento cardiaco.

Averill e colaboradores observaram que o infarto agudo do
miocardio induzido pela oclusao da artéria coronaria esquerda aumentou
significativamente a imunorreatividade para Angiotensina-(1-7) ao redor da
area infartada, sugerindo uma participacao deste peptideo na recuperagao
das injurias teciduais.(Averill et al. 2003)

Um grupo observou em animais transgénicos (producdo crbnica e
aumentada de Angiotensina-(1-7) efeitos cardioprotetores relacionados a
Angiotensina-(1-7) como diminuicdo de arritmias de reperfusdo e
diminuicao da fibrose em coracdes com insuficiéncia cardiaca induzida pelo
isoproterenol. Nao se sabe se os efeitos sao devidos diretamente a
Angiotensina-(1-7) ou a diminuicao de Angiotensina Il.(R. A. S. Santos et al.
2004)

Ainda nao foi estudado o papel da Angiotensina-(1-7) em técnicas de
condicionamento cardiaco.

1.6. Alamandina

Trata-se do heptapeptideo Ala-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro presente em
humanos, ratos e camundongos e descrito por Lautner e colaboradores em
2013 (Lautner et al. 2013).

A sequéncia da Alamandina é muito semelhante a da Angiotensina-
(1-7), diferindo somente pela presenca do residuo alanina no local do
residuo aspartato na terminacdao amino. (Lautner et al. 2013)

Este mesmo estudo identificou a Alamandina como um produto da
hidrélise catalitica da Angiotensina Il pela enzima conversora de
angiotensina Il em humanos. Em ratos a Alamandina pode ser formada
apos a perfusdo cardiaca com Angiotensina-(1-7) através da
descarboxilacdo do residuo aspartato aminodcido N-terminal.(Lautner et
al. 2013)

A Alamandina produz vasodilatacao endotélio dependente em anéis
de aorta de camundongos FVB/N e ratos Wistar. Essa vasodilacdo é
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atenuada pelo inibidor de Oxido nitrico sintase (L-NAME). Em
contrapartida, o tratamento com o antagonista do receptor Mas (A-779)
nao bloqueia a vasodilatacdao induzida pela Alamandina, sugerindo que o
seu receptor ndo é o Mas, embora suas acdes sejam semelhantes as da
Angiotensina-(1-7).

Habiyakare B. et al. estudaram o papel da Alamandina e do seu
precursor Angiotensina A em anéis de aorta de coelhos saudaveis e com
aterosclerose e concluiram que a vasoatividade tanto da Angiotensina A
guanto da Alamandina estdo diminuidas em animais com aterosclerose.
(Habiyakare et al. 2014)

A Angiotensina-(1-7) é um agonista do receptor Mas e um fraco
agonista do receptor relacionado ao Mas, MrgD. Os resultados do estudo
de Lautner et al. sugerem que a Alamandina é o ligante do receptor
MrgD.(Lautner et al. 2013)

Angiotensinogen

1
1
[ Renin }
v
Angl
1
i
ACE [
R s
""""" -
Ang W e Ang-(1-7)
A
/kng A Alamandme

Simplified updated view of the renin—angiotensin system cascade.
Abbreviations: ACE, angiotensin-converting enzyme; ACE 2. angiotensin-converting enzyme type 2
Ang, angiotensin; AT1, Ang II type 1 receptor; AT2, Ang II type 2 receptor; Mas, Ang(1-7) recepto:
Mas; MrgD, MAS-related G-protein coupled receptor D;

Figura 3: esquema simplificado do sistema renina angiotensina. Fonte: Lautner et al., 2013
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2. Justificativa

Tanto a Angiotensina-(1-7) quanto as técnicas de pOds-
condicionamento cardiaco isquémico e farmacolégico demonstraram
efeito cardioprotetor quando estudadas separadamente. (Y. Yao et al.
2010)(Zhang et al. 2011)(Ferreira, Santos, and Almeida 2001)

No presente estudo hipotetizamos que uma das vias de
cardioprotecao ativadas por técnicas de condicionamento cardiaco é o
sistema renina-angiotensina.

Para estudar tal hipétese, comparamos, em cora¢des isolados de
ratos Sprague-Dawley, os efeitos do fendbmeno isquemia/reperfusdo sem
pos-condicionamento e com pos-condicionamento isquémico e
farmacolodgico.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral:

O objetivo deste estudo é esclarecer se o sistema renina
angiotensina, principalmente através da Angiotensina-(1-7), da
Angiotensina Il e da Alamandina, participa da cardioprotecao determinada
por métodos de pds-condicionamento cardiaco (isquémico e
farmacolégico) no fenémeno de isquemia/reperfusdo em coragGes isolados
de ratos Sprague-Dawley machos.

3.2. Objetivos Especificos:

3.2.1. Avaliar se ha eficacia do pds-condicionamento isquémico e
farmacoldgico quando comparados entre si e ao grupo controle através da
analise de parametros fisioldgicos, eletrocardiograficos e bioquimicos.

3.2.2. Avaliar a presenca de arritmias durante o fendémeno de
isquemia/reperfusdo em todos os grupos;

3.2.3. Avaliar a repercussao do fendbmeno isquemia/reperfusdo através da
dosagem de marcadores de isquemia cardiaca: CK-MB, LDH e Troponina |
em todos os grupos;

3.2.4. Avaliar a participacao do sistema renina-angiotensina no fenbmeno
de isquemia/reperfusdo através da dosagem de Angiotensina-(1-7),
Angiotensina Il e Alamandina via espectrometria de massa em todos os
grupos;
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4. Materiais e Métodos

4.1.Comité de Etica e Pesquisa em Animais da UFMG

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo CETEA-UFMG sob o
protocolo 317/2013.

4.2. Animais

Os animais utilizados neste estudo s3o oriundos do Biotério do
Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG onde permaneceram alojados em
gaiolas em sala climatizada com ciclo claro/escuro padronizado (14 horas
de luz) e com livre acesso a dgua e racao até o momento do experimento.
Foram utilizados 18 ratos Sprague-Dawley machos com idade entre 12 e 14
semanas e peso entre 350 e 450g.

4.3. Langendorff

O aparato de Langendorff foi inicialmente descrito pelo fisiologista
alemao Oscar Langendorff em 1895. Foi modificado ao longo dos anos e é
utilizado para o estudo de drgaos isolados permitindo a observacao de
diversos parametros eletrofisiolégicos e seu comportamento diante de
drogas sem a influéncia de fatores humorais. (Bell, Mocanu, and Yellon
2011)

O aparato utilizado em nosso laboratério consiste de um reservatorio
externo que deve ser preenchido com agua deionizada e um termostato
gue mantém a temperatura do mesmo no valor previamente estabelecido
(37,5° C neste estudo). Apresenta dois reservatérios internos e um
conjunto de canulas que perfundem o 6rgdo escolhido de forma uni ou
bidirecional com solugao nutridora. Existe ainda uma saida de gases em
cada reservatdrio interno que possibilita a oxigenacado continua do aparato
com o gas escolhido.
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Acoplado ao aparato existe uma bomba peristaltica que mantém a
solucdo nutridora circulando a um fluxo pré-estabelecido, dois
transdutores de pressao que foram utilizados para aferir a pressao de
perfusdao do ventriculo esquerdo e a pressao intraventricular e trés cabos
para afericao continua do ECG.

Todo o sistema é ligado a um desktop através do equipamento
Powerlab, AdInstruments® (Bridge Amp e Bio Amp) que capta e amplifica
os sinais produzidos no Langendorff os quais foram analisados pelo
software Labchart 7 Pro, AdIinstruments®, que registra os parametros
cardiovasculares previamente selecionados em tempo real.

Figura 4: Aparato de Langendorff e bomba peristaltica
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Figura 5: registro dos parametros eletrofisioldgicos

4.4. Solucao Nutridora

A solucdo de Krebs-Henseleit, cuja composicao é descrita a seguir é
amplamente utilizada no estudo de coragdes isolados e serve para manter
a viabilidade do 6rgao, juntamente com a oxigenacao do mesmo através de
uma mistura de 95%0,/5%CO, . (Rahman et al. 2011)(Bopassa et al.
2006)(Fang et al. 2010)

Solucao de Krebs-Henseleit

COMPOSTO CONCENTRAGCAO em mM
NaCl 118

KCl 4,7

KH2PO4 1,2

MgS04 .7H.0 1,2

CaCl, . 2H,0 2,0

Dextrose anidra (glicose) 11,1

NaHCO3 25 33



4.5. Extracao do Coracao

Os animais receberam 500Ul de heparina intraperitoneal e dez
minutos depois foram decapitados. O tdrax foi aberto com uma incisao
mediana e o coracao foi retirado juntamente com pequena porg¢ao da aorta
e acondicionado em uma placa de Petri com solucdo de Krebs-Henseleit
fria.

O coracdao foi conectado ao aparato previamente aquecido,
oxigenado e contendo a solu¢ao nutridora através de uma canula de
aproximadamente 1,3 cm na qual a aorta foi encaixada e fixada com um fio
Nylon®3.0, realizando assim a perfusao retrégrada do érgao.

Apods devidamente posicionado na canula, um pequeno corte no atrio
esquerdo era realizado. Através deste corte era inserido primeiramente um
dreno que ultrapassava a valvula atrio ventricular e era exteriorizado no
apice cardiaco cuja finalidade era evitar o acumulo da solug¢ao nutridora
dentro do érgao.

Através deste mesmo orificio um baldo previamente confeccionado
com canula P50 e filme de PVC era inserido desinsuflado e acondicionado
dentro do ventriculo esquerdo. O baldao estava conectado a um transdutor
e foi calibrado desinsuflado.

Por ultimo, foram colocados os trés cabos do ECG, sendo o cabo
verde fixado na canula (terra), o cabo vermelho fixado no apice do
ventriculo esquerdo e o cabo preto fixado no atrio direito.

4.6. Modelo do Infarto

Apos trinta minutos de estabilizacao no Langendorff, o infarto foi
realizado através da técnica descrita por Lubbe et al., (1978).(Lubbe, Daries,
and Opie 1978)

Foi dado um ponto em topografia de artéria coronaria esquerda com fio
Nylon® 4.0, o qual foi fixado com o auxilio de um pedag¢o de madeira e uma
pinca tipo Bulldog que foram mantidos no local durante trinta minutos.
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4.7. P6s-Condicionamento Isquémico

O pdés-condicionamento isquémico foi realizado através de trés ciclos
de dez segundos de duracdo e dez segundos de intervalo entre eles.
Cada ciclo consistiu na soltura da pin¢a Bulldog por dez segundos e novo
pincamento apos dez segundos. (Pinheiro et al. 2010)

Os ciclos foram realizados durante o primeiro minuto de reperfusao.

Apos a realizacdao do pds-condicionamento isquémico a reperfusao
continuou até completar sessenta minutos.

4.8. P6s-Condicionamento Farmacologico

O pds-condicionamento farmacoldgico foi realizado com o anestésico
inalatorio sevoflurano.

O anestésico devidamente acondicionado em vaporizador calibrado
proprio modelo “vai e vem” foi acoplado ao sistema de fluxo de gases. O
circuito foi saturado com sevoflurano a 1 CAM - Concentracao Alveolar
Minima (2,5%) durante os dez primeiros minutos da reperfusao (Yu et al.
2010). Apos este tempo o vaporizador foi fechado e a reperfusdo continuou
até completar sessenta minutos.

4.9. Avaliacdo da Area Infartada

Ao final do experimento os coragdes foram cuidadosamente
retirados do aparato e preparados de acordo com a técnica descrita por
Feng, J., et al (2005).(Feng et al. 2005)

Os coracOes foram extraidos e congelados por 2h e partidos em
fatias de 2 mm ao longo de seu maior eixo. As fatias foram incubadas a 37°.
C durante 30 minutos com 2,3,5 triphenyltetrazolium cloridrico em solugao
de fosfato 0,1 M (pH 7,4) e entao fixados em formaldeido 10% durante 24h.
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Apds este periodo as pecas foram fotografadas e a area infartada
apresentou-se como uma area esbranquicada em contraste com a area
sauddavel em vermelho.

As fotos estao no apéndice dessa dissertacao.

4.10. Parametros Eletrofisiolégicos

Através do software LabChart 7 Pro, Adinstruments® os seguintes
parametros eletrofisioldgicos foram aferidos em tempo real:

Pressao maxima Pressao minima

Pressao média Pressdao desenvolvida
Pressao sistolica Pressdo diastolica

Maxima dP/dT Minima dP/dT

Frequéncia cardiaca QRS (largura complexo QRS)
Intervalo RR Intervalo QTc

ST (supra ou infradesnivelamento ST) Fluxo Coronariano

4.11. Avaliacdo de Arritmias

Para avaliar quantitativamente as arritmias, existe na literatura o
“Indice de Severidade de Arritmias”, descrito previamente e utilizado em
varios estudos.(Ferreira, Santos, and Almeida 2001)(R. A. S. Santos et al.
2004)(Bernauer and Ernenputsch 1988)

Este indice gradua as arritmias arbitrariamente de acordo com sua
duracao sendo consideradas irreversiveis as arritmias com duracao de 30
minutos. Neste estudo nds optamos por modificar este indice a fim de
torna-lo mais sensivel.

Para tal nds incluimos dois novos indices: 0,5 para arritmias até 30
segundos e 1 para arritmias com duracao entre 30 segundos (meio minuto)
e 1 minuto.
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Indice de Severidade de Arritmias. (modificado)
Duragao (min) Indice (unidades arbitrarias)

<0,5 0,5
0,5a1 1
la3 2
3a6 4
6al0 6
10 a 15 8
15a 20 10
20a 25 11
25a 30 12

4.12. Coleta do Perfusato

O perfusato que gotejava do coragao foi coletado nos tempos abaixo
discriminados para posterior dosagens de CK-MB, LDH, Troponina |,
Angiotensina-(1-7) e Alamandina.

As enzimas CK-MB e LDH foram dosadas via fluorescéncia. Troponina
| foi dosada via o método ELISA. Todas as dosagens foram realizadas de
acordo com as orientagdes do fabricante de cada kit.

Os peptideos do sistema renina angiotensina foram dosados através
de espectrometria de massa.

O perfusato destinado a dosagem de CK-MB, LDH e Troponina | foi
armazenado puro em eppendorfs de 2 mL.

O perfusato destinado a dosagem de Angiotensina-(1-7) e
Alamandina foi colhido em tubos de polietileno tipo Falcon contendo o
coquetel de Inibidores de Protease para adequada preservacao dos
peptideos.

Todo o perfusato foi acondicionado no gelo durante a coleta e
imediatamente apds o experimento foi armazenado a -80° C.

As dosagens foram realizadas nos seguintes tempos:

Estabilizagdo Isquemia Reperfusdo

12, minuto 52 minuto |19 minuto | 152 minuto |302. minuto | 52. minuto 309. minuto
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4.13. Inibidores de Protease

Foirealizada coleta de aproximadamente 5 mL de perfusato em tubo
de polietileno tipo Falcon mantido em gelo contendo 140uL de coquetel de
inibidores de proteases.

Coquetel de Inibidores de Proteases

Para-hidroximercurio-benzoato (pOHHgHz), 1 mM 10 uL
Orto-fenantrolina, 30 mM 50 uL

Fenilmetilsulfonil fluoridrico (PMSF), 1 mM 10 pL

Acido etilenodinitrilotetra-acético (EDTA), 7,5 % 50 pL
Pepstatin A, 1 mM 20 pL

As solucdes de pOHHgBz e PMSF foram preparadas no dia da coleta.
As demais solucdes foram preparadas nos dias anteriores, sendo a
pepstatin A e orto-fenantrolina conservados em freezer -20° Ce EDTA 7,5%
mantido em geladeira. O coquetel de inibidores de proteases foi preparado
imediatamente antes da coleta do perfusato.

4.14. Extracao de Proteinas por Coluna de Bond Elut

O perfusato armazenado no coquetel de inibidores de protease
passou inicialmente pelo processo de extracao de proteinas por Coluna de
Bond Elut.

Para a extracdo dos peptideos do sistema renina angiotensina do
perfusato, as colunas Bond Elut foram pré-ativadas com 10 mL de ACN
99,9%/HFBA 0,1% e 10 mL de HFBA 0,1%. Apds pré-ativacdo, as colunas
foram ativadas usando-se: 10 mL de ACN99,9%/HFBA 0,1%, 10 mL de HFBA
0,1%, 3 mL de BSA 0,1%/HFBA 0,1%, 10 mL de ACN 10%/HFBA 0,1%, 3 mL
de HFBA 0,1%. Apds ativacao da coluna as amostras foram aplicadas,
seguindo-se de lavagem sequencial com 20 mL de HFBA 0,1% e 3 mL de ACN
20%/HFBA 0,1%.
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Os peptideos foram eluidos com 3 mL de ACN 99,9%/HFBA 0,1% em
tubos de polietileno lavados com BSA 0,1% e armazenados a -20° C até a
dosagem dos mesmos por espectrometria de massa.

4.15. Espectrometria de Massa

A quantificacdo dos peptideos alamandina, angiotensina-(1-7) e
angiotensina 2 foram realizada por espectrometria de LC-MS/MS em um
Espectrometro de Massa Waters Xevo TQ-S ESI+ triplo quadrupolo
acoplado a um sistema Waters UPLC Acquity I-Class System .Todos os
reagentes e aditivos foram de grau MS. As amostras solubilizadas na fase
movel (Acetonitrila 3,0%) foram purificadas com o auxilio de um sistema
UPLC (Waters®) em uma coluna de fase reversa C18 (BEH Cis 2,1 x 5,0 mm,
Waters) utilizando acetonitrila e acido férmico 0,1% na fase mdvel em um
fluxo de 0,5 mL/min. O gradiente da fase mdvel consistiu de uma
concentragao crescente de 10% até 60 % de acetonitrila em 10 minutos. O
espectrometro de massa é equipado com uma fonte de ionizagao Z-spray e
é controlado pelo software MassLynx 4.0 (Waters Corporation, Milford,
MA, EUA). A ionizacao por ESI no modo positivo foi feita utilizando os
seguintes parametros: voltagem do capilar: 3,5 KV; voltagem do cone: 15 V;
temperatura de dessolvatacao: 300 °C; fluxo do gas de dessolvatacao:
1000L/h; temperatura da fonte: 120 °C.

4.16. Protocolo Experimental

Os animais foram divididos em trés grupos, cada um deles com seis
elementos. Em todos os grupos a pressao de perfusdao ventricular foi
fixada em 70 mmHg e o baldo intraventricular foi insuflado para ter uma
pressao minima de 5 mmHg no inicio do experimento.

Cada experimento durou 120 minutos assim distribuidos:
30 minutos: estabilizacdo (minuto 1 a minuto 30)
30 minutos: isquemia (minuto 31 a minuto 60)
60 minutos: reperfusdo (minuto 61 a minuto 120)
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Grupo 1: Controle
Grupo 2: Pds-Condicionamento Isquémico (PCl)
Grupo 3: Pds-Condicionamento Farmacolégico (PCF)

Grupo 01 (Controle): os animais foram heparinizados, decapitados e os
coragdes colocados no aparato de Langendorff e preparados conforme
descrito no item 4.5.

ApOds o preparo permaneceram 30 minutos estabilizando seus parametros.
Apds os 30 minutos iniciais foi realizado o infarto conforme descrito no item
4.6. A coronaria foi pincada por 30 minutos e entdo a pinca foi removida e
o coracao foi reperfundido durante 60 minutos.

Foi colhido perfusato nos tempos especificados no item 4.12 para posterior
realizacdo das dosagens descritas no mesmo item.

Ao final do periodo de reperfusao o coracao foi preparado para afericdao da
area infartada conforme descrito no item 4.9.

Grupo 02 (Pds-Condicionamento Isquémico): os animais foram
heparinizados, decapitados e os coragcdes colocados no aparato de
Langendorff e preparados conforme descrito no item 4.5.

Apos o preparo permaneceram 30 minutos estabilizando seus parametros.
Apods os 30 minutos iniciais foi realizado o infarto conforme descrito no item
4.6. Ao fim de 30 minutos de isquemia a pinca foi removida de acordo com
a técnica de pds-condicionamento isquémico descrita no item 4.7. Apés a
realizacdo do pds-condicionamento isquémico a reperfusao seguiu sem
interferéncias até completar 60 minutos.

Foi colhido perfusato nos tempos especificados no item 4.12 para posterior
realizacdao das dosagens descritas no mesmo item.

Ao final do periodo de reperfusao o coracao foi preparado para afericao da
area infartada conforme descrito no item 4.9.

Grupo 03 (Pdés-Condicionamento Farmacoldgico): os animais foram

heparinizados, decapitados e os coragdes colocados no aparato de

Langendorff e preparados conforme descrito no item 4.5.

Apds o preparo permaneceram 30 minutos estabilizando seus parametros.
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Apds os 30 minutos iniciais foi realizado o infarto conforme descrito no item
4.6. A corondria permaneceu com a pin¢a por 30 minutos. Imediatamente
com a remocao da pinga foi introduzido o sevoflurano no circuito de gases
na dose de 1 CAM durante dez minutos, conforme descrito no item 4.8.
Apbs a realizacdao do pods-condicionamento farmacoldgico a reperfusao
seguiu sem interferéncias até completar 60 minutos.

Foi colhido perfusato nos tempos especificados no item 4.12 para posterior
realizacdao das dosagens descritas no mesmo item.

Ao final do periodo de reperfusao o coragao foi preparado para afericao da
area infartada conforme descrito no item 4.9.

4.17. Critérios de Exclusao

Foram excluidos deste estudo os cora¢des que:

4.17.1 - Levaram mais de 3 minutos para serem preparados: decaptacao
até canulacdo da aorta e retirada dos fragmentos;

4.17.2 - Necessitaram de fluxo acima de 20 mL/min para manter pressdo
de perfusao ventricular em 70 mmHg;

4.17.3 - Nao mantiveram pressao de perfusao intraventricular minima de 5
mmHg mesmo apds ajuste do baldo intraventricular.

4.17.4 - Apresentaram arritmia irreversivel, segundo descrito no item 4.11
em algum momento do estudo.
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5. Analise Estatistica

Nossos resultados foram inicialmente analisados quanto a
distribuicdao gaussiana ou ndo através do teste d’Agostino and Pearson.
Parametros cujo resultado nao respeitava a distribuicdo gaussiana foram
analisados através do teste T seguido por Mann-Whitney ou one ANOVA
seguido de Kruskal-Wallis seguido de Dunn’s e Dunnet’s. Parametros que
obedeciam a distribuicdo gaussiana foram analisados através de testes
ANOVA two-way seguido de Bonferroni, Tukey’s ou Sidak’s. Todos os
testes foram realizados com o auxilio do software Prisma® 6.0. Foi
considerado significativo p< 0,05.
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6. Resultados

Analisamos cada parametro de acordo com as seguintes combinacdes:

- Grupos: Controle x Isquémico x Farmacologico

- Grupos: Controle x Isquémico

- Grupos: Controle x Farmacoldgico

- Grupos: Isquémico x Farmacoldgico

Os peptideos do sistema renina angiotensina foram analisados em grupo e
em cada animal separadamente.

Os dados obtidos com a andlise dos grupos dois a dois estdo apresentados
no Apéndice desta dissertacao, assim como os graficos da pressao maxima,
média e minima.

A area infartada foi aferida conforme descrito no item 4.9 e as fotos estao
apresentadas no Apéndice.

6.1. Pressao Sistolica Final

A pressao sistélica manteve-se oscilante no periodo de isquemia. No
periodo de reperfusao ocorreu queda da mesma. No grupo controle e pds-
condicionamento farmacoldgico ocorreu aumento da pressao sistolica s6
no final da reperfusdao (60 minutos). No grupo pds-condicionamento
isquémico ocorreu aumento da pressdao a partir dos 45 minutos de
reperfusao. Nenhum grupo atingiu os valores basais. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos.

43



Pressao Sistolica Final
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Grafico 6.1.1: pressdo sistdlica alcangada durante os trés periodos do experimento nos trés grupos (n=6).
Valores expressos como média * epm. Teste: Bonferroni

A analise dos valores médios da pressao sistolica final evidencia
menor queda da mesma durante a reperfusdao no grupo pos-
condicionamento isquémico. O grupo controle apresentou a maior queda
no valor da pressao sistélica final.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos. Em nenhum grupo
a pressao sistolica final voltou aos valores do periodo de estabilizacao.

Pressédo Sistélica Final

150
[ ] Estabilizacédo
E= isquemia
1004 B Reperfusio

mmHg

50 A

Grafico 6.1.2: valor médio da pressdo sistdlica final alcancada durante os trés periodos do experimento
nos trés grupos (n=6).
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6.2. Pressdo Diastolica Final

Houve queda progressiva da pressao diastodlica a partir do periodo
de isquemia em todos os grupos, sendo mais pronunciada no grupo
controle. O valor observado no primeiro minuto de isquemia do grupo pds-
condicionamento farmacolégico pode ser um artefato. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos.

Pressao Diasto6lica Final
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Grafico 6.2.1: pressdo diastélica alcancada durante os trés periodos do experimento nos trés grupos
(n=6). Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni

O valor médio da pressao diastdlica final durante a reperfusao
diminuiu em todos os grupos quando comparada ao periodo de
estabilizacdo. Nos grupos pds-condicionamento farmacolégico e pods-
condicionamento isquémico esta diminuicao foi menor.

No grupo controle a pressao diastélica final assumiu valores
negativos.

Nao houve diferenca significativa entre os grupos. Em nenhum grupo
a pressao diastodlica final atingiu os valores da estabilizagao.
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Grafico 6.2.2: valor médio da pressdo diastdlica alcangada durante os trés periodos do experimento nos

trés grupos (n=6).

6.3. Pressao desenvolvida

Durante o periodo de isquemia a pressao desenvolvida pelo coracao

mostrou-se oscilante. No periodo de reperfusao houve queda da mesma,

porém novo aumento de pressao foi evidenciado aos 45 minutos no grupo

pos-condicionamento isquémico e grupo controle e aos 60 minutos no

grupo de pds-condicionamento farmacolégico. Em nenhum grupo a pressao

desenvolvida retornou aos valores basais.
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Grafico 6.3.1: pressdo desenvolvida alcangada durante os trés periodos do experimento nos trés grupos
(n=6). Valores expressos como média + epm. Teste kruskal-Wallis seguido de Dunn.

A comparacdo das médias entre os grupos mostrou aumento da
mesma durante o periodo de isquemia quando comparada ao periodo de
estabilizacdo nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico.

No grupo pos-condicionamento farmacologico o valor da pressao
desenvolvida durante a isquemia foi maior que aquele durante a
estabilizacao.

Em todos os grupos os valores da pressao média durante o periodo
de reperfusao foi menor que aquele encontrado nos periodos de isquemia
e estabilizacao.

O grupo pds-condicionamento isquémico apresentou a menor
diminuicao da pressao desenvolvida durante a reperfusao.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Grafico 6.3.2: valor médio da pressdo desenvolvida alcangada durante os trés periodos do experimento
nos trés grupos (n=6).

6.4. Maxima dP/dT

Em todos os grupos observamos oscilagcdo da maxima dP/dT durante
o periodo de isquemia. No grupo controle houve uma queda constante ao
longo do periodo de reperfusdao com aumento apenas aos 60 minutos.

No grupo pés-condicionamento isquémico houve aumento deste
parametro 15 e 45 minutos do periodo de reperfusao.

No grupo pds-condicionamento farmacoldgico observamos aumento
da maxima dP/dT aos 30 e 60 minutos da reperfusdo.

Os trés grupos apresentaram valores praticamente iguais de maxima
dP/dP sugerindo que nenhum tipo de pds-condicionamento foi efetivo.
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Maxima dP/dT
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Grafico 6.4.1: maxima dP/dT alcangada durante os trés periodos do experimento nos trés grupos (n=6).
Valores expressos como média + epm. Teste de Kruskal-Wallis seguido por Dunn

Houve diminuicdo nos valores médios da maxima dP/dT durante o
periodo de reperfusao quando comparado ao periodo de isquemia em
todos os grupos. O grupo pds-condicionamento farmacoldgico mostrou
menor queda deste parametro quando comparado aos grupos pos-
condicionamento isquémico e controles, que tiveram valores semelhantes.

No grupo pds-condicionamento farmacoldgico o valor da maxima
dP/dT durante o periodo de reperfusdo alcancou os valores obtidos durante
o periodo de estabilizacao.

49



Maxima dP/dT

3000 T
Bl cstabilizacio

E3 Isquemia
[—| Reperfusédo

mmHg/sec
N
o
o
o
1

-
o
o
o
1

Grafico 6.4.2: valor médio da maxima dP/dT alcangada durante os trés periodos do experimento nos trés
grupos (n=6).

6.5. Minima dP/dT

O grupo controle apresentou durante a isquemia valores oscilantes
da minima dP/dT. Durante o periodo de reperfusdo ocorreu diminuicdo
deste parametro em todos os grupos, com posterior aumento aos 15, 45 e
60 minutos, sem no entanto atingir os valores basais.

0] grupo pos-condicionamento isquémico apresentou
comportamento semelhante ao grupo controle. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos.
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Grafico 6.5.1: minima dP/dT alcangada durante os trés periodos do experimento nos trés grupos (n=6).
Valores expressos como média = epm. Teste: Bonferroni

O valor médio da minima dP/dT durante o periodo de reperfusdo caiu nos
grupos controle e pds-condicionamento isquémico quando comparados ao
periodo de estabilizacdo. No grupo pds-condicionamento farmacoldgico o
valor médio da minima dP/dT foi discretamente maior durante a reperfusdo
guando comparado ao periodo de estabilizacao.
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Grafico 6.5.2: valor médio da minima dP/dT alcangada durante os trés periodos do experimento nos trés
grupos (n=6).

51



6.6. Frequéncia Cardiaca

Houve diminuicdo da frequléncia cardiaca durante o periodo de
isqguemia e reperfusdo nos grupos controle e pds-condicionamento
isquémico.

No grupo pods-condicionamento farmacolégico houve aumento da
frequéncia cardiaca durante os periodos de isquemia e reperfusao, quando
comparado ao periodo de estabilizagao.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Grafico 6.6.1: freqiiéncia cardiaca alcangada durante os trés periodos do experimento nos trés grupos
(n=6). Valores expressos como média + epm. Teste: Bonferroni

O valor médio da frequéncia cardiaca mostra que houve variagcao
minima da mesma durante todos os periodos de reperfusao.

Nos grupos controle e pds-condicionamento farmacolégico o valor da
frequéncia cardiaca aumentou durante o periodo de reperfusao quando
comparado ao periodo de isquemia. Ocorreu o inverso no grupo pos-
condicionamento isquémico.

No grupo pds-condicionamento farmacolégico o valor médio da
frequéncia cardiaca no periodo de reperfusao foi maior do que no periodo
de estabilizacdao. Ocorreu o inverso nos outros dois grupos.

Nao houve diferenca entre os grupos.
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Grafico 6.6.2: valor médio da freqiiéncia cardiaca alcangada durante os trés periodos do experimento nos
trés grupos (n=6).

6.7. QRS (largura complexo QRS)

Nao houve diferenca no valor do QRS entre os grupos durante todos
os periodos do experimento.
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Grafico 6.7.1: largura do complexo QRS alcangada durante os trés periodos do experimento nos trés
grupos (n=6). Valores expressos como média + epm. Teste Kruskal-Wallis seguido de Dunn.

O valor médio do complexo

QRS praticamente nao sofreu variacdes

durante todos os periodos do experimento.
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Grafico 6.7.2: valor médio da largura do complexo QRS alcancada durante os trés periodos do

experimento nos trés grupos (n=6).
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6.8. Intervalo RR

N3o ocorreram variagoes significativas no intervalo RR em nenhum
periodo do experimento nos trés grupos.
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Grafico 6.8.1: intervalo RR alcangcado durante os trés periodos do experimento nos trés grupos (n=6).
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni

O valor médio do intervalo RR no periodo de reperfusdo mostra que
no grupo controle houve discreta diminuicdo do mesmo quando
comparada ao periodo de isquemia e aumento do mesmo comparado ao
periodo de estabilizacao.

No grupo pos-condicionamento isquémico o valor do intervalo RR
durante o periodo de reperfusao foi maior que aquele durante os periodos
de isquemia e estabilizacao.

No grupo pods-condicionamento farmacoldgico houve discreta
diminuicdao no valor do intervalo RR durante os periodos de isquemia e
reperfusao quando comparados ao periodo de estabilizacao.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Grafico 6.8.2: valor médio do intervalo RR alcangado durante os trés periodos do experimento nos trés
grupos (n=6).

6.9. ST (infradesnivelamento ST)

Observamos que o grupo submetido a pds-condicionamento
isquémico apresentou alteracdes mais pronunciadas no segmento ST que
os demais grupos. Em nosso estudo o pds-condicionamento isquémico foi
inefetivo em minimizar as alteracbes do segmento ST posteriores a
isquemia.

Houve diferenca estatistica na comparacao entre o grupo controle e
isquémico e entre o grupo isquémico e farmacoldgico.
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Grafico 6.9.1: desnivelamento do segmento ST durante os trés periodos do experimento nos trés grupos
(n=6). Valores expressos como média = epm. p < 0,05. Teste de Kruskal-Wallis seguido de Dunn.

O valor médio do segmento ST no periodo de reperfusao do grupo
controle foi menor que aquele no periodo de isquemia e maior que o do
periodo de estabilizacao.

No grupo pds-condicionamento isquémico o valor médio do
segmento ST durante a reperfusao foi significativamente maior que aquele
durante o periodo de isquemia e durante o periodo de estabilizacao.

No grupo pods-condicionamento farmacoldgico o valor médio do
segmento ST durante a reperfusdao foi menor do que aquele durante o
periodo de isquemia e semelhante aquele encontrado durante o periodo
de estabilizacao.
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Grafico 6.9.2: valor médio do desnivelamento do segmento ST durante os trés periodos do experimento
nos trés grupos (n=6).

6.10. Intervalo QTc

Observamos diminuicao do intervalo QTc em todos os grupos
durante o experimento quando comparados ao periodo de estabilizacao.
Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Grafico 6.10.1: altera¢Oes do intervalo QTc durante os trés periodos do experimento nos trés grupos
(n=6). Valores expressos como média + epm. Teste: Bonferroni
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O valor médio do intervalo QTc durante os periodos de isquemia e
reperfusao foi semelhante em todos os grupos.

Nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico o valor médio do
intervalo QTc durante o periodo de estabilizagao foi um pouco maior do
que aqueles dos periodos de isquemia e reperfusao.
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Grafico 6.10.2: valor médio das alteragdes do intervalo QTc durante os trés periodos do experimento nos
trés grupos (n=6).

6.11. Arritmia

Contagem manual do periodo de arritmia durante toda a reperfusao
e aplicacdo do ISA evidenciou que o grupo submetido a pos-
condicionamento farmacoldgico permaneceu maior tempo em arritmia do
que os outros grupos, inclusive o controle.
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Grafico 6.11.1: somatdrio dos periodos de arritmia de cada grupo durante a reperfusdo nos trés grupos
(n=6). Valores expressos como média = epm. Teste: Kruskal-Wallis seguido de Dunn.

O mesmo procedimento foi feito durante os cinco primeiros minutos
da reperfusao e novamente o grupo pods-condicionamento farmacolégico
apresentou periodo maior de arritmia que os demais. O grupo pos-
condicionamento isquémico apresentou menor periodo de arritmia
durante os primeiros cinco minutos da reperfusao do que o grupo controle,
diferente do que observamos ao analisar todo o periodo de reperfusao. A
diferenca entre os grupos nao foi significativa do ponto de vista estatistico.

O fato do grupo péds-condicionamento farmacoldgico ter
permanecido maior tempo em arritmia que os demais grupos sugere
ineficiéncia deste tipo de pds-condicionamento.
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Grafico 6.11.2: somatdrio dos periodos de arritmia de cada grupo durante os cinco primeiros minutos da
reperfusdo nos trés grupos (n=6). Valores expressos como média = epm. Teste: Kruskal-Wallis seguido de
Dunn.

6.12. Fluxo

Observamos no grafico 6.12.1 que houve isquemia através da queda
de aproximadamente 18% do fluxo coronariano em todos os grupos. Nao
houve diferenca estatistica entre o fluxo coronariano aos 20 minutos de
estabilizacdo e 1 minuto de isquemia.
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Grafico 6.12.1: fluxo coronariano durante aos 20 minutos de estabilizacdo e 1 minuto de isquemia nos
trés grupos (n=6). Valores expressos como média + epm. Teste Sidak’s.

No grupo controle houve aumento do fluxo durante o periodo de
isquemia exceto pelo fluxo aos 30 minutos de isquemia, que diminuiu.
Durante o periodo de reperfusao o fluxo aumentou aos 5 e 30 minutos,
diminuindo nos demais.

No grupo pds-condicionamento isquémico houve aumento do fluxo
aos 5 e 30 minutos de isquemia. Durante o periodo de reperfusao houve
aumento do fluxo no minuto 5 e 30. Porém em nenhum momento o fluxo
da estabilizacao foi recuperado.

No grupo condicionamento farmacolégico houve aumento do fluxo
no minuto 10 da isquemia. Durante a reperfusao houve diminuicao
constante do fluxo. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Grafico 6.12.2: fluxo coronariano durante os trés periodos do experimento nos trés grupos (n=6). Valores
expressos como média + epm. Teste Kruskal-Wallis seguido de Dunn.

O valor médio do fluxo no periodo de reperfusao nos grupos controle
e pos-condicionamento farmacoldgico foi menor que aquele nos periodos
de isquemia e estabilizagao.

No grupo pds-condicionamento isquémico o valor médio do fluxo foi
discretamente maior no periodo de reperfusao que no periodo de
isquemia, porém foi menor que no periodo de estabilizacao.

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Grafico 6.12.3: valor médio do fluxo coronariano durante os trés periodos do experimento nos trés grupos
(n=6).

6.13. CK-MB

No grupo controle houve queda desta enzima durante o periodo de
isquemia exceto por seu aumento abrupto no final da isquemia aos 30
minutos. Durante o periodo de reperfusdao houve diminuicdo dos valores de
CK-MB.

No grupo pds-condicionamento isquémico houve aumento
progressivo da enzima durante os periodos de isquemia e reperfusao.

No grupo pods-condicionamento farmacolégico houve aumento da
enzima aos 5 e 10 minutos de isquemia, seguido por queda progressiva até
o final da reperfusao.

Nenhum dos grupos tornou a atingir os niveis enzimaticos da
estabilizacao.

A analise dos grupos mostrou diferenga significativa entre o grupo
controle e pds-condicionamento isquémico. Porém os dados sugerem que
essa diferenca foi devido aos valores obtidos no periodo de isquemia.
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Grafico 6.13.1: valores da enzima CK-MB durante os trés periodos do experimento nos trés grupos (n=6).
Valores expressos como média + epm. Teste kruskal-Wallis seguido de Dunn.

A analise da média dos valores de CK-MB no periodo de reperfusao
evidenciou aumento da mesma nos grupos submetidos ao pos-
condicionamento quando comparado ao periodo de isquemia, mostrando
inefetividade do pds-condicionamento em reduzir os marcadores de lesao
tecidual. Nao houve diferenca significativa entre os grupos.

Nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico o valor da CK-
MB durante a isquemia foi maior que durante o periodo de estabilizacao.
Ocorreu o oposto no grupo pds-condicionamento farmacoldgico.

Apesar do pico plasmatico da CK-MB ocorrer em 24h, estudos
semelhantes utilizando esse marcador em corac¢des isolados conseguiram
obter diferenca significativa entre os grupos controle e pos-
condicionamento com 60 minutos de reperfusdo. (Bopassa et al. 2006)
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Grafico 6.13.2: valor médio da enzima CK-MB durante os trés periodos do experimento nos trés grupos
(n=6).

6.14. LDH

Observamos que durante a reperfusdao o grupo controle manteve
seus valores de LDH baixos nos dois tempos em que foram efetuadas as
medidas. No grupo pds-condicionamento isquémico podemos observar um
aumento da LDH aos 30 minutos da reperfusdo. O inverso ocorreu no grupo
pds-condicionamento farmacolégico que evidenciou aumento da LDH com
5 minutos de reperfusdo e apresentou posterior queda da mesma aos 30
minutos. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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Grafico 6.14.1: valores da enzima LDH durante os trés periodos do experimento nos trés grupos (n=6).
Valores expressos como média + epm. Teste kruskal-Wallis seguido de Dunn.

O valor médio durante o periodo de reperfusao nos grupos pos-
condicionamento isquémico e farmacoldgico foi bem superior aqueles
encontrados nos periodos de isquemia e estabilizacao.

No grupo controle houve diminuicdo do valor médio da LDH no
periodo de reperfusao quando comparado aos periodos de isquemia e
estabilizacao.

Esta enzima apresenta pico plasmatico em 48h pds isquemia, porém,
estudos semelhantes conseguiram identificar diferencas entre os grupos
controle e pds-condicionamento com periodos de reperfusdao de até 60
minutos. (Bopassa et al. 2006)
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Grafico 6.14.2: valor médio da enzima LDH durante os trés periodos do experimento nos trés grupos (n=6).

6.15. Troponina |

A analise de todos os periodos do experimento e do periodo de
reperfusao isoladamente evidenciaram diminui¢cdao da Troponina | no grupo
gue recebeu pds-condicionamento farmacoldgico. A comparacao entre os
grupos pods-condicionamento isquémico e pds-condicionamento
farmacologico mostrou diferenca significativa (p<0,05), sugerindo
eficiéncia do pods-condicionamento farmacoldgico em diminuir o valor
deste marcador no periodo pds isquemia.

Houve aumento da Troponina | durante o primeiro minuto do
periodo de isquemia nos grupos controle e pds-condicionamento
isquémico. Aos 15 minutos de isquemia houve diminui¢cdao da Troponina l e
aos 30 minutos da reperfusao ela cai novamente.

No grupo pods-condicionamento farmacoldgico houve aumento da
Troponina | até 15 minutos de reperfusao e a partir dai diminuicao até os
30 minutos de reperfusao.
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Apesar de alcancar pico plasmatico em 36h, estudos prévios
identificaram diferencas significativas entre os grupos controle e pods-

condicionamento em periodos de 60 minutos de reperfusao. (Bopassa et al.
2006)
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Grafico 6.15.1: valores da enzima Troponina | durante os trés periodos do experimento nos trés grupos
(n=6). Valores expressos como média + epm. Teste kruskal-Wallis seguido de Dunn.

O valor médio da Troponina | durante o periodo de reperfusao do
grupo controle foi discretamente maior que aquele durante o periodo de
isquemia e foi menor que o valor encontrado no periodo de estabilizacao.

No grupo pds-condicionamento isquémico o valor médio durante o
periodo de reperfusao foi maior que aquele durante o periodo de isquemia
e menor que aquele encontrado durante o periodo de estabilizacao.

No grupo pds-condicionamento farmacoldgico o valor da Troponina |
no periodo de reperfusao foi menor que aquele encontrado no periodo de

isquemia e ligeiramente maior que aquele encontrado no periodo de
estabilizacao.
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Grafico 6.15.2: valor médio da enzima Troponina | durante os trés periodos do experimento nos trés
grupos (n=6).

6.16. Alamandina

Uma analise mais detalhada dos dados comparando a média do
periodo de estabilizacdo de todos os grupos com a média de cada tempo de
isquemia em todos os grupos mostra diminui¢ao de aproximadamente 40%
do valor da alamandina no 12. e 152. minuto de isquemia. No 302. minuto
ocorre aumento da mesma, chegando a 77% do valor inicial da
estabilizacdo. Durante a isquemia, em média, houve uma diminuicdo de
40% no valor da alamandina quando comparado ao valor durante a
estabilizacao.
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Alamandina (pg/min) — Isquemia

Tempos (2’+ 1 15 30’ (2’+
5):14 15"+
30”):14
Estabilizacdo | 2,38
Isquemia 1,414 | 1,377 | 1,835 | 1,396
Percentual 59,41 | 57,85 | 77,1 58,65

Tabela 6.16.1 - valores médios do periodo de estabiliza¢cdo, de cada tempo do periodo de isquemia e
média do periodo de isquemia de todos os grupos.

A mesma andlise foi feita comparando os valores de cada tempo da
reperfusao em cada grupo com aqueles obtidos na estabilizacdo e isquemia
de todos os grupos.

O grupo controle apresentou diminui¢dao de 97% da alamandina no
52 minuto da reperfusdao quando comparado ao periodo de estabilizacao.
No 302. minuto houve diminui¢gao de 65%. Em média, houve diminuigdao de
80% do valor da alamandina durante a reperfusdao no grupo controle
guando comparada ao periodo de estabilizacao.

A comparac¢ao do periodo de reperfusao com o periodo de isquemia
nos mostra diminui¢gao de 95% no valor da alamandina no 52. minuto de
reperfusao e de 40% no 302. minuto. Houve uma diminui¢ao média de 68%
no valor da alamandina durante o periodo de reperfusdao quando
comparada ao valor médio da isquemia em todos os grupos.

O grupo pos-condicionamento isquémico teve diminuicao de
aproximadamente 40% no valor da alamandina durante o 52. minuto e de
48% no 302. minuto da reperfusdao quando comparada ao periodo de
estabilizacdo. O periodo de reperfusao como um todo apresentou queda de
52% dos valores da alamandina quando comparada ao periodo de
estabilizacao.

Ao compararmos o comportamento da alamandina no grupo pods-
condicionamento isquémico durante o periodo de reperfusdao com o seu
comportamento durante a isquemia, percebemos um aumento de 3% no
valor da mesma durante o 12. minuto e diminuicao de 11% no 302. O
periodo de reperfusao como um todo diminuiu 18% quando comparado ao
periodo de isquemia.

O grupo pds-condicionamento farmacolégico apresentou 15% de
diminuicao dos valores de alamandina no 52. minuto de reperfusao e 60%
de diminuicao aos 30 minutos de reperfusdao quando comparada ao
periodo de estabilizagdo. A alamandina aumentou em média 37% durante
o periodo de reperfusdao quando comparada ao periodo de estabiliza¢ao.

A comparacao entre os periodos de reperfusdo e isquemia no grupo
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pds-condicionamento farmacoldgico nos mostra um aumento de 45% no
valor da alamandina no 52. minuto da reperfusao. No 302. minuto de
reperfusao houve diminuicao de 40% no valor da alamandina. Houve
aumento médio de 7% no valor da alamandina durante o periodo de
reperfusao quando comparada ao periodo de isquemia.

Alamandina (pg/min) — Reperfusdo

Tempos 5’ 30’ (5'+30'):14
Controle (3) 0,06 0,85 0,4567
Percentual Est 2,52 35,71 19,18
Percentual Isq 4,29 60,88 32,71
Pos- 1,432 1,236 1,134

Condicionamento
Isquémico (5)

Percentual Est 60,16 51,93 47,64
Percentual Isq 102,57 88,53 81,23
Pos- 2,032 0,9717 1,502

Condicionamento
Farmacoldgico
(6)
Percentual Est 85,37 40,82 63,1

Percentual Isq 145,55 60,69 107,59

Tabela 6.16.2 — valores médios de cada tempo do periodo de reperfusdo de cada grupo e comparagdo
entre os periodos de isquemia e estabilizagdo de todos os grupos.

Podemos observar neste grafico o comportamento de cada animal
durante o experimento, mostrando que houve variabilidade inclusive entre
os coragoes submetidos ao mesmo protocolo.

Em um animal do grupo controle e em alguns animais do grupo pods-
condicionamento farmacolégico o valor da alamandina nao foi detectavel
pelos métodos utilizados.
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Gréfico 6.16.1:Alamandina — valor médio encontrado em cada animal nos periodos de estabilizagdo,
isquemia e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.

A comparagdo entre o valor médio do periodo de estabilizagao e os
valores médios dos periodos de isquemia e reperfusao nos mostra que no
grupo controle o valor da alamandina nos periodos de estabilizacao e
isquemia foram bem préximos.

Nos grupos pos-condicionamento isquémico e pés-condicionamento
farmacoldgico houve diminuicao deste peptideo durante o periodo de
isquemia quando comparado ao periodo de estabilizacao.

No grupo controle houve aumento da alamandina durante o periodo
de reperfusdao quando comparado ao periodo de estabilizacao e isquemia.

No grupo pds-condicionamento isquémico houve discreto aumento
da alamandina durante o periodo de reperfusao quando comparada ao
periodo de isquemia e diminuicdo da mesma quando comparada ao
periodo de estabilizacao.

No grupo pds-condicionamento farmacoldégico houve diminuicdo da
alamandina no periodo de reperfusao quando comparado ao periodo de
isquemia e estabilizagao.

Um animal teve um comportamento discrepante dos demais e seus
dados nao foram levados em conta na analise estatistica.
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Gréfico 6.16.2: Alamandina — valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de estabilizacao,
isquemia e reperfusdo. Valores expressos como média £ epm. Teste Dunnett’s.

6.17. Angiotensina-(1-7)

A comparagao entre o valor médio da angiotensina-(1-7) durante o
periodo de estabilizacao em todos os grupos e os valores de cada tempo de
isquemia em todos os grupos mostra que no 12. minuto houve queda de
90% no valor da angiotensina 1-7. No 152. minuto houve queda de 95% no
valor da angiotensina 1-7 e no 302. houve queda de 70%. Durante o periodo
de isquemia ocorreu diminuicao de 85% do valor da angiotensina-(1-7)
guando comparada ao periodo de estabilizacao.

Angiotensina-(1-7) (pg/min) — Isquemia

Tempos (1+ 1 15’ 30 (1+
5'):14 15"+
30”):14
Estabilizagdo | 10,92
Isquemia 0,9214 | 0,6086 | 3,384 | 1,638
Percentual 8,43 5,57 | 30,98 15

Tabela 6.17.1 — valores médios do periodo de estabiliza¢do, de cada tempo do periodo de isquemia e
média do periodo de isquemia de todos os grupos.
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Comparamos os valores encontrados durante a reperfusao de cada
grupo com aqueles encontrados nos periodos de estabilizacao e isquemia
de todos os grupos.

No grupo controle houve aumento de 150% no 52. minuto da
reperfusao. No 302. minuto houve um aumento de 600% . Durante o
periodo de reperfusao houve um aumento médio de 60% da angiotensina-
(1-7) quando comparada ao periodo de estabilizacao.

A comparacao do periodo de reperfusao com o de isquemia mostrou
aumento de 1500% no valor da angiotensina-(1-7) no 52. minuto da
reperfusdao e um aumento de 4700% aos 30 minutos. O aumento médio da
angiotensina 1-7 durante a reperfusdao quando comparada a isquemia no
grupo controle foi de 900%.

No grupo pds-condicionamento isquémico a comparagao entre o
periodo de estabilizacdo e o 52. minuto da reperfusao mostrou uma
diminuicao de 90% no valor da angiotensina-(1-7). Aos 30 minutos houve
uma diminuicao de 91%. Em média, durante a reperfusao, a angiotensina-
(1-7) diminuiu 90% quando comparada ao periodo de estabilizacao.

A comparacdao entre o periodo de reperfusao do grupo pods-
condicionamento isquémico e o periodo de isquemia mostra diminuicao de
30% no 52. da reperfusao e de 38% no 302. minuto. Em média, houve
diminuicao de 44% nos valores da angiotensina-(1-7) durante o periodo de
reperfusao quando comparado ao periodo de isquemia.

No grupo pos-condicionamento farmacoldgico nds observamos
diminuicao de 98,5% no 52. minuto da reperfusao quando comparado ao
periodo de estabilizacdo. No 302. minuto o valor da angiotensina-(1-7)
diminuiu 98% quando comparada ao periodo de estabilizacdo. Em média,
durante o periodo de reperfusdao os valores de angiotensina-(1-7)
diminuiram 99% quando comparados ao periodo de estabilizagao.

A comparacao entre a reperfusao e a isquemia mostra no 52. minuto
diminuicao de 90% dos valores da angiotensina-(1-7). No 302. minuto o
valor da angiotensina-(1-7) diminuiu 92% quando comparado ao periodo de
isquemia. Durante o periodo de reperfusao houve uma diminuicdao média
de 90% no valor da angiotensina-(1-7) quando comparada ao periodo de
isquemia.
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Angiotensina-(1-7) (pg/min) — Reperfusdo

Tempos 5’ 30’ (5'+30):14
Controle (3) 26,54 79,73 17,26
Percentual Est 243,04 730,12 158,05
Percentual Isq 1620,26 4867,52 1053,72
Pos- 1,136 1,02 1,078

Condicionamento
Isquémico (5)

Percentual Est 10,40 9,34 9,87
Percentual Isq 69,35 62,27 65,81
Pos- 0,165 0,133 0,1492

Condicionamento
Farmacoldgico
(6)
Percentual Est 1,51 1,21 1,36
Percentual Isq 10,07 8,11 9,1

Tabela 6.17.2 — valores médios de cada tempo do periodo de reperfusdo de cada grupo e comparacgdo
entre os periodos de isquemia e estabilizacdo de todos os grupos.

Uma analise individual de cada animal mostra que em diversos
coragOes o valor da Angiotensina-(1-7) nao foi detectado pelos métodos
utilizados principalmente nos grupos controle e pds-condicionamento
farmacolodgico.

O valor da Angiotensina-(1-7) durante o periodo de estabilizacao
mostrou-se maior que aquele do periodo de isquemia e reperfusao em
todos os animais, exceto um do grupo controle.

Um dos animais teve um comportamento discrepante dos demais
evoluindo com um aumento exacerbado da angiotensina-(1-7) no 309.
minuto da isquemia. Este animal nao foi incluido na analise dos grupos.
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Grafico 6.17.1: Angiotensina-(1-7) — valor médio encontrado em cada animal nos periodos de

estabilizacdo, isquemia e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.

Ao compararmos as médias dos periodos nés observamos que nos
grupos que receberam pods-condicionamento houve diminuicdo da
angiotensina-(1-7) no periodo de isquemia e reperfusao quando
comparados ao periodo de estabilizacao.

O grupo controle praticamente nao aumentou o valor da
angiotensina-(1-7) durante o periodo de isquemia quando comparado ao
periodo de estabilizacdo. O grupo controle apresentou aumento da
angiotensina-(1-7) durante o periodo de reperfusao e este valor foi maior
gue aquele dos periodos de isquemia e estabilizacao.

O grupo pds-condicionamento isquémico apresentou valores de
Angiotensina-(1-7) semelhantes durante os periodos de isquemia e
reperfusao, e estes foram menores que os valores do periodo de
estabilizacao.

O grupo pds-condicionamento farmacoldgico apresentou valores de
Angiotensina-(1-7) durante o periodo de reperfusdo discretamente
menores que aqueles encontrados no periodo de isquemia. Os valores dos
periodos de isquemia e reperfusao foram menores que aqueles
encontrados no periodo de estabilizacao.
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Angiotensina-(1-7) Grupo x Estabilizacé&o
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Grafico 6.17.2: Angiotensina-(1-7) — valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de

estabilizacdo, isquemia e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.

6.18. Angiotensina |l

A comparacao entre o valor médio encontrado no periodo de

estabilizacdo em todos os grupos e aquele encontrado durante o periodo

de isquemia de todos os grupos mostra que no 12. minuto de isquemia a

angiotensina Il diminuiu em 70%. No 152. minuto de isquemia houve uma

diminuicao de 10% e aos 30 minutos de isquemia houve um aumento de

379% no valor da angiotesina Il. Durante a reperfusao houve um aumento

médio de 111% no valor da angiotensina Il quando comparada ao periodo

de estabilizacao.

Angiotensina Il (pg/min) — Isquemia

Tempos (1+ 1’ 15’ 30’ (1’+
5’):14 15"+
30”):14
Estabilizagdo | 1,635
Isquemia 0,5531 | 1,492 | 7,845 | 3,456
Percentual 33,82 | 91,25 | 479,81 | 211,37

Tabela 6.18.1 — valores médios do periodo de estabilizacdo, de cada tempo do periodo de isquemia e
média do periodo de isquemia de todos os grupos.
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Realizamos a comparacdo entre o periodo de reperfusdao de cada
grupo e o periodo de estabilizacao de todos os grupos.

No grupo controle, o valor da angiotensina Il foi zero durante o
periodo de reperfusao.

No grupo pds-condicionamento isquémico, quando comparado ao
periodo de estabilizagdo, houve um aumento de 700% no valor da
angiotensina Il no 52. minuto da reperfusao. No 302. minuto da reperfusao
houve um aumento da angiotensina |l de 90%. Em média, durante a
reperfusao, angiotensina Il aumentou 396% quando comparada ao periodo
de estabilizacao.

Quando comparada ao periodo de isquemia, a angiotensina Il
aumentou 280% no primeiro minuto. No 302. minuto houve diminuigdao de
20% no valor da angiotensina Il. Houve um aumento médio de 130% na
angiotensina |l durante o periodo de reperfusao do grupo pos-
condicionamento isquémico quando comparado ao periodo de isquemia de
todos os grupo.

No grupo pos-condicionamento farmacolégico nds podemos
observar diminuicao de 94% no valor da angiotensina Il no 52. minuto de
reperfusao quando comparado ao periodo de estabilizacdo. No 302.
minuto de reperfusao houve diminui¢ao de 94% no valor da angiotensina
II. A angiotensina Il diminuiu em média 95% durante o periodo de
reperfusdao no grupo poés-condicionamento farmacoldgio quando
comparada ao periodo de estabilizacao.

Quando comparamos a reperfusdo com a isquemia, observamos que
no 52. minuto houve diminui¢ao de 96% no valor da angiotensina Il. No 302.
minuto houve diminuicdo de 94% no valor da mesma. Houve uma
diminuicao média de 95% no valor da angiotensina Il durante a reperfusao
guando comparada ao periodo de isquemia.
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Angiotensia Il (pg/min) — Reperfusdo

Tempos 5’ 30’ (5'+30'):3
Controle (1) 0 0 0
Percentual Est 0 0 0
Percentual Isq 0 0 0
Pés- 13,14 3,108 8,124
Condicionamento
Isquémico (5)
Percentual Est 803,66 190,09 496,88
Percentual Isq 380,20 89,93 235,06
Pés- 0,06 0,09 0,08
Condicionamento
Farmacoldgico
(6)
Percentual Est 3,66 5,5 4,89380
Percentual Isq 1,73 2,6 2,31

Tabela 6.18.2 — valores médios de cada tempo do periodo de reperfusdo de cada grupo e comparagao
entre os periodos de isquemia e estabilizacdo de todos os grupos.

O comportamento de cada animal foi variado e em boa parte deles

nao foi possivel detectar a angiotensina Il em algum dos periodos do

experimento.

Em contrapartida um dos animais teve um comportamento diferente
dos demais apresentando um alto valor de angiotensina Il aos 30 minutos
da reperfusao. Este animal ndao foi utilizado na analise estatistica dos

grupos.

média pg/min

Angiotensina Il x Estabilizagéo
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Gréfico 6.18.1: Angiotensina Il — valor médio encontrado em cada animal nos periodos de estabilizacao,
isquemia e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.
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A andlise da média dos periodos de todos os grupos mostrou valores
indetectaveis de angiotensina |l em todos os periodos do grupo controle.

O grupo pds-condicionamento isquémico apresentou valores de
angiotensina Il no periodo de isquemia maiores que aqueles encontrados
no periodo de estabilizacdao. O valor encontrado durante o periodo de
reperfusao foi maior que aqueles encontrados nos periodos de isquemia e
estabilizagao.

No grupo pds-condicionamento farmacoldgico os valores de
angiotensina Il durante a isquemia foram menores que aqueles durante a
estabilizacdo e praticamente nao foi detectado angiotensina Il durante o
periodo de reperfusao do grupo pds-condicionamento farmacoldgico.
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Gréfico 6.18.2: Angiotensina Il — valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de

estabilizagdo, isquemia e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.
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7. Discussao

Nosso estudo tentou reproduzir os resultados do pds-
condicionamento cardiaco ja observado por diversos autores e ainda avaliar
se o sistema renina-angiotensina participa deste fen6meno.

Mesmo com os resultados conflitantes é valido ressaltar os
beneficios do condicionamento cardiaco.

A eficacia tanto do pds-condicionamento isquémico quanto do pds-
condicionamento farmacoldégico em coracgao isolado de roedores ja foi
demonstrada em diversos estudos.(Zhang et al. 2011)(Dai et al. 2010)(Yu et
al. 2010)(Andreka et al. 2007b)(C. Jin et al. 2012)

Em nosso estudo reproduzimos as técnicas de pds-condicionamento
isquémico e farmacoldgico em coracao isolado de ratos perfundidos no
sistema de Langendorff.

Nossos resultados foram conflitantes e varios parametros nao
apresentaram diferencas estatisticas entre o grupo controle e os grupos
qgue receberam pds-condicionamento.

A pressdao maxima apresentou queda em todos os grupos durante a
reperfusdao. Mesmo a queda sendo mais acentuada no grupo controle, ndo
houve diferenca significativa entre os grupos.

A pressao minima caiu em todos os grupos no periodo de reperfusao,
porém houve recuperacdo parcial aos 45 minutos nos grupos controle e
pods-condicionamento isquémico e aos 60 minutos no grupo pos-
condicionamento farmacolégico. Novamente nao houve diferenca
estatistica entre os grupos.

Houve queda da pressao média em todos os grupos durante os
periodos de isquemia e reperfusao. Esta queda foi maior no grupo controle
e menor no grupo que recebeu pds-condicionamento isquémico. Houve
diferenca estatistica entre os grupos controle e pds-condicionamento
isquémico.

Pressdao mdaxima, minima e média ndo foram analisadas em estudos
prévios.
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O que observamos é que nenhum dos trés parametros reassumiram
o padrao observado durante o periodo de estabilizacdo, permitindo
concluir que houve algum grau de dano pds isquemia. E pouco provavel
gue as técnicas de pds-condicionamento tenham minimizado este dano
pois observamos diferenca significativa apenas na pressao média entre os
grupos controle e pds-condicionamento isquémico. Os graficos destes
parametros encontram-se no apéndice desta dissertacao.

A pressao sistdlica final apresentou queda nos trés grupos durante o
periodo de reperfusao. No grupo controle e pds-condicionamento
farmacoldgico ocorreu aumento da pressdao sistélica s6 no final da
reperfusdao (60 minutos). No grupo pods-condicionamento isquémico
ocorreu aumento da pressao a partir dos 45 minutos de reperfusao.
Nenhum grupo atingiu os valores basais. Nao houve diferenca estatistica
entre os grupos.

Um estudo analisou este parametro e encontrou aumento do valor
médio do mesmo durante o periodo de reperfusdao quando comparou o
grupo controle ao grupo que recebeu pds-condicionamento isquémico,
porém este estudo analisou isoladamente a reperfusao e mostrou o valor
médio do pardmetro somente durante este periodo.(Bopassa et al. 2006)
Nosso estudo analisou este parametro levando em conta o periodo de
estabilizacao.

Assim evidenciamos queda da pressao sistdlica final em todos os
grupos. A queda foi menor no valor médio da pressao sistdlica final no
grupo pos-condicionamento isquémico. Nao houve diferenca estatistica
entre os grupos. Se analisarmos somente a reperfusdao os valores
encontrados em nosso estudo foram semelhantes aqueles encontrados por
Bopassa et al., porém nao houve diferenca estatistica entre os
grupos.(Bopassa et al. 2006)

A pressao diastdlica final € um parametro avaliado na maioria dos
estudos sobre pds-condicionamento.

Em nosso estudo houve queda progressiva da pressao diastdlica final
em todos os grupos, principalmente no grupo controle.

Varios estudos semelhantes evidenciaram queda maior da pressao
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diastélica final em grupos que receberam pds-condicionamento quando
comparados ao grupo controle. (Bopassa et al. 2006)(H. Chen et al. 2008)(Y.
Yao et al. 2010)(Feng et al. 2005)

Chen HT et al. compararam a média dos valores encontrados durante
o periodo de reperfusao com a média dos valores durante o periodo de
estabilizacdo. Em todos os grupos ocorreu aumento da pressao diastodlica
final quando comparada ao periodo de estabilizagcao. Porém esse aumento
€ significativamente menor em grupos submetidos ao pos-
condicionamento.

Nosso estudo evidenciou queda progressiva deste parametro nos
trés grupos quando comparados ao periodo de estabilizacao, sendo a queda
mais acentuada no grupo controle, diferente do resultado de estudos
prévios.

A pressao desenvolvida sofreu queda em todos os grupos quando
comparada ao periodo de estabilizacao. Durante a reperfusao, o grupo que
sofreu menor queda deste parametro foi aquele submetido ao pods-
condicionamento isquémico. Estudos prévios encontraram menor queda
da pressdao desenvolvida em grupos submetidos a técnicas de pods-
condicionamento. (H. Chen et al. 2008)(Bopassa et al. 2006)(Y. Yao et al.
2010)(Feng et al. 2005)

Chen HT et al. encontraram queda da pressao desenvolvida em todos
os grupos durante o periodo de reperfusao quando comparados o periodo
de estabilizacdo. Em nosso estudo esta queda foi menor no grupo
submetido ao pds-condicionamento isquémico, mostrando algum grau de
cardioprotecao, porém nao houve diferenca significativa entre os grupos.

A analise da maxima dP/dT mostrou reducdo da mesma durante o
periodo de reperfusdao quando comparado aos valores basais nos trés
grupos. Estudos similares evidenciaram que durante a reperfusdo, nos
grupos que foram submetidos ao pods-condicionamento ocorre uma
tentativa de retorno aos valores basais evidenciado pelo aumento da
maxima dP/dT.(H. Chen et al. 2008)(Bopassa et al. 2006)(Y. Yao et al.
2010)(Feng et al. 2005)

Em nosso estudo o valor da maxima dP/dT durante o periodo de
reperfusao foi semelhante entre os trés grupos sugerindo que o pds-
condicionamento nao foi efetivo. 84



Nosso estudo evidenciou queda da minima dP/dT durante o periodo
de reperfusao quando comparado aos valores basais. Outros estudos
tiveram resultados semelhantes. (H. Chen et al. 2008)

Em nosso estudo nds ndo observamos o aumento da minima dP/dT
durante a reperfusao nos grupos submetidos a pds-condicionamento como
ja foi observado em estudos prévios. (H. Chen et al. 2008)(Y. Yao et al.
2010)(Feng et al. 2005)

Em nosso estudo nao houve diferenca entre os valores da minima
dP/dT durante o periodo de reperfusdo em todos os grupos sugerindo
ineficacia do pds-condicionamento.

A avaliacdo do ritmo cardiaco em nosso estudo foi realizada por cinco
parametros eletrocardiograficos e pelo indice de severidade de arritmias
(ISA), que foi aplicado durante os cinco primeiros minutos da reperfusao e
durante todo este periodo (60 minutos), ambos utilizados em estudos
prévios. (H. Chen et al. 2008)(Assis et al. 2004)(Savergnini et al.
2012)(Ferreira, Santos, and Almeida 2001)

Em nosso estudo nds fizemos uma modificacdo do ISA publicado
previamente na tentativa de realizar uma analise mais efetiva das arritmias.

A arritmia de reperfusdao é descrita em diversos estudos e esta
presente em maior ou menor intensidade quando ocorre a soltura do
clamp da coronaria. (H. Chen et al. 2008)(Ferreira, Santos, and Almeida
2001)(Savergnini et al. 2012)

O método usado para quantificar as arritmias varia entre os estudos
e a maioria deles trabalha com frequéncia cardiaca e usa o segmento ST
para confirmar a isquemia.(Pinheiro, Fiorelli, and Gomes 2009)(Bopassa et
al. 2006)(Ferreira, Santos, and Almeida 2001)

Nés analisamos cinco parametros eletrocardiograficos isolados,
aferimos a duracdo das arritmias durante os cinco minutos iniciais da
reperfusao e durante todo o periodo de reperfusao.

Estudos prévios mostraram diminuicao da frequéncia cardiaca
durante a reperfusao quando comparada ao periodo de estabilizagao em
grupos nao submetidos a pds-condicionamento. Grupos que receberam
pos-condicionamento apresentaram menor queda deste parametro.

Ao longo da reperfusdao houve melhora da freqliéncia cardiaca em
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todos os grupos porém nenhum deles atingiu os valores pré-
isquémicos. (Duan et al. 2012)(Tamareille et al. 2009) (Y. Yao et al.
2010)(Feng et al. 2005)

Outro estudo encontrou taquicardia no inicio da reperfusdo em
coragdes submetidos ou ndo a pds-condicionamento isquémico. Porém,
esta taquicardia foi mais pronunciada no grupo controle. Em todos eles
houve diminuicdo da frequéncia ao longo do periodo de
reperfusdo.(Pinheiro, Fiorelli, and Gomes 2009)

Nosso estudo mostrou queda da freqliéncia cardiaca em todos
grupos, principalmente no grupo controle quando comparados os periodos
de estabilizacao e reperfusdao. Nao houve diferenca significativa entre os
grupos.

Nosso estudo analisou a largura do complexo QRS e nao
encontrou diferenca significativa entre os periodos de estabilizacao e
reperfusao em todos os grupos. N3ao encontramos estudos prévios
avaliando o comportamento do complexo QRS em coragdes isolados
submetidos a isquemia.

Nosso estudo aferiu o valor do intervalo RR e n3ao encontrou
diferenca significativa entre o periodo de estabilizacao e reperfusdo ou
entre os grupos. Nao encontramos estudos prévios avaliando este
parametro em coracao isolado, porém estudos realizados em coragdes in
vivo utilizam o segmento ST como marcador de isquemia. (Xin et al.
2010)(Rahman et al. 2011)

Em nosso estudo observamos que o grupo submetido a pods-
condicionamento isquémico apresentou alteracdes mais pronunciadas no
segmento ST que os demais grupos, sugerindo que o pds-condicionamento
isquémico piorou a lesdo miocardica uma vez que as alteracdes do
segmento ST posteriores a isquemia foram mais pronunciadas que aquelas
durante a isquemia neste grupo.

Houve diferenca estatistica na comparacao entre o grupo controle e
isquémico e entre o grupo isquémico e farmacoldgico.

A andlise do intervalo QTc demonstrou diminuicado do mesmo
durante o periodo de reperfusdao quando comparado ao periodo de
estabilizacdo em todos os grupos sem diferenca significativa entre eles.
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Fizemos ainda a analise do ritmo cardiaco através do ISA - indice de
Severidade de Arritmias, ja utilizado em estudos prévios. (Savergnini et al.
2012)(Ferreira, Santos, and Almeida 2001)

A aplicacao do ISA durante os cinco primeiros minutos de reperfusao
demonstrou que o grupo submetido ao pds-condicionamento
farmacoldgico permaneceu mais tempo em arritmia que os demais,
enquanto o grupo submetido a pds-condicionamento isquémico
permaneceu menos tempo em arritmia que o grupo controle. Nao houve
diferenca estatistica entre os grupos.

A mesma analise foi feita durante todo o periodo de reperfusao e
novamente o grupo pés-condicionamento farmacolégico permaneceu mais
tempo em arritmia que o grupo controle e o grupo pds-condicionamento
isquémico.

O grupo controle permaneceu menos tempo em arritmia que os
grupos que receberam pds-condicionamento sugerindo que o pos-
condicionamento ndo apenas foi inefetivo em proteger o cora¢dao das
arritmias de isquemia/reperfusdo como ainda agravou o fenémeno.

Ferreira et al. estudou o fendmeno de isquemia/reperfusdo sem
submeter os coracdes a técnicas de pos-condicionamento. Este grupo
perfundiu os coragcdes com Angiotensina-(1-7) durante o periodo de
estabilizacdo, isquemia e reperfusdo e concluiu que a Angiotensina-(1-7)
tem efeito cardioprotetor, diminuindo a incidéncia de arritmias de
reperfusdo. (Ferreira, Santos, and Almeida 2001)

Estudos prévios encontraram menor queda do fluxo coronariano em
coragdes submetidos a pds-condicionamento isquémico e farmacolégico
guando comparados ao grupo controle. (Pinheiro, Fiorelli, and Gomes
2009)(Tamareille et al. 2009)(Duan et al. 2012)(Y. Yao et al. 2010)(Feng et
al. 2005)

Nosso estudo obteve resultado semelhante. Todos os grupos
sofreram queda do fluxo coronariano quando comparados o periodo de
estabilizacdo e o de reperfusao, porém o grupo controle sofreu queda mais
pronunciada e o grupo pos-condicionamento isquémico sofreu diminuigao
minima do fluxo coronariano durante o periodo de reperfusao. Nao houve
diferenca significativa entre os grupos.
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A cardioprotecdo proporcionada pelo pds-condicionamento é vista
nao apenas em parametros eletrofisiolégicos mas também através da
dosagem de marcadores de isquemia como a LDH, CK-MB e fracao | da
Troponina. (Bopassa et al. 2006)(Y. Yao et al. 2010)

Em nosso estudo realizamos as dosagens de LDH e CK-MB através de
fluorescéncia e a dosagem de Troponina | através do método ELISA.

Estudos prévios encontraram aumento da LDH durante o periodo de
isquemia. (Bopassa et al. 2006) Em nosso estudo o Unico grupo que
aumentou o valor da LDH durante a isquemia foi o grupo controle,
enguanto o grupo pés-condicionamento isquémico manteve os valores do
periodo de estabilizacdo e o grupo pds-condicionamento farmacolégico
mostrou valores descendentes desta enzima durante este periodo.

A dosagem da enzima LDH nado evidenciou diferenca significativa
entre os grupos, diferente do que ja foi observado em outros estudos, cujos
grupos submetidos a pds-condicionamento mostraram valores diminuidos
da LDH durante a reperfusao. O grupo controle manteve o mesmo valor da
enzima encontrado no periodo de isquemia.

Estudos prévios mostraram queda do valor desta enzima durante a
reperfusao em grupos submetidos a qualquer técnica de pos-
condicionamento.(Bopassa et al. 2006)(Y. Yao et al. 2010)

A dosagem de CK-MB efetuada durante todos os periodos do
experimento ndo evidenciou diferenca significativa entre os grupos.

Diferente de estudos prévios que encontraram um aumento da CK-
MB durante o periodo de isquemia (Bopassa et al. 2006), em nosso estudo,
durante o periodo de isquemia, os grupos pds-condicionamento isquémico
e controle apresentaram aumento de CK-MB, porém o grupo pos-
condicionamento farmacoldgico iniciou o periodo de isquemia com valores
elevados de CK-MB que depois diminuiram.

A analise separada do periodo de reperfusdao nao evidenciou
diferenca estatistica entre os grupos, porém esta enzima esteve mais
elevada entre os grupos que receberam pds-condicionamento quando
comparada ao controle.

Observamos que os grupos que foram submetidos a pods-
condicionamento iniciaram o periodo de reperfusao com o valor de CK-MB
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elevado, mas houve diminuicao do mesmo ao longo do tempo, enquanto
observamos o inverso no grupo controle, que apresentou elevag¢ao desta
enzima em um segundo momento durante a reperfusao.

Estudos prévios encontraram diminuicdo desta enzima durante o
periodo de reperfusdao em grupos que foram expostos a técnicas de pds-
condicionamento quando comparados ao grupo controle. (Bopassa et al.
2006)(Y. Yao et al. 2010)

A Troponina | foi dosada em dez dos dezoito animais através do
método ELISA por kit préprio e seguindo as orientagdes do fabricante.

Durante o periodo de isquemia os grupos pds-condicionamento
farmacoldgico e controle aumentaram os valores de Troponina | ao longo
deste periodo, porém o grupo pds-condicionamento isquémico iniciou o
periodo de isquemia com valores menores de Troponina | mas, a partir do
12, minuto de isquemia ocorreu aumento da Troponina | até o final da
mesma.

A andlise isolada do periodo de reperfusdao nao evidenciou diferenca
estatistica entre os grupos, porém observamos que o grupo pos-
condicionamento farmacolégico teve menor valor desta enzima quando
comparada ao grupo controle, enquanto o grupo poés-condicionamento
isquémico apresentou aumento desta enzima quando comparado ao grupo
controle. A dosagem da Troponina | durante todo o experimento nao
evidenciou diferenca entre os grupos, embora observamos a mesma
tendéncia nos valores de Troponina | que observamos isoladamente no
periodo de reperfusao.

Estudos prévios evidenciaram queda da Troponina | durante o
periodo de reperfusao de grupos submetidos a pds-condicionamento
guando comparado ao grupo controle (Bopassa et al. 2006)(Y. Yao et al.
2010), porém, em nosso estudo, nés observamos este comportamento
apenas no grupo submetido a pds-condicionamento farmacoldgico.

Por outro lado, o comportamento das enzimas LDH, CK-MB e
Troponina | durante o periodo de isquemia nos levam a questionar a
efetividade da isquemia realizada em nosso estudo.

Descrito por Lautner et al.,, a Alamandina € um dos mais novos
peptideos do sistema renina angiotensina. (Lautner et al. 2013)
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Ainda nao existem estudos sobre o papel da Alamandina no
fendmeno isquemia/reperfusdo e no pds-condicionamento.

Em nosso estudo fizemos duas comparacdes. Calculamos a médias
dos periodos de estabilizacdo e isquemia e comparamos com o periodo de
reperfusdo de cada grupo e comparamos também os periodos de
estabilizacdo, isquemia e reperfusao de cada grupo separadamente.

Observamos uma diminuicdo média de 85% da Alamandina durante
o periodo de isquemia quando comparada ao periodo de estabilizacao.

Essa diminuicdo da Alamandina ocorreu principalmente nos
primeiros 15 minutos da isquemia. Ao final da isquemia (30 minutos)
ocorreu recuperacao discreta do valor encontrado na estabilizacao.

No grupo controle nés observamos diminuicao da Alamandina de
68% no periodo de reperfusdao quando comparada ao periodo de isquemia
e de 81% quando comparada ao periodo de estabilizagao deste grupo.

No grupo pos-condicionamento isquémico observamos diminuigao
da Alamandina de 19% no periodo de reperfusao quando comparada ao
periodo de isquemia e de 53% quando comparada ao periodo de
estabilizacao.

No grupo pds-condicionamento farmacoldégico observamos um
aumento de 7% no valor médio da Alamandina durante o periodo de
reperfusao quando comparada ao periodo de isquemia, principalmente as
custas do 52. minuto. Houve diminui¢cdo da mesma durante todo o periodo
de reperfusao quando comparada ao periodo de estabilizacao.

Se analisarmos os periodos de estabilizacao e isquemia de todos os
grupos e compararmos ao periodo de reperfusdao somente do grupo
controle encontraremos diminuicdo no valor da Alamandina no periodo
de reperfusao quando comparado aos periodos de isquemia e
estabilizacdo, apesar de alguns animais submetidos ao pos-
condicionamento terem apresentado valores elevados durante o periodo
de estabilizacao, elevando a média do grupo e o valor durante o periodo
de isquemia também ter sido mais elevado no grupo de pods-
condicionamento farmacolégico.

No grupo controle houve uma diminuicao de 95% no valor da
Alamandina no 52. minuto de reperfusdao quando comparada ao periodo de
isquemia. 90



Nos grupos que receberam pds-condicionamento ocorreu aumento
da Alamandina no 52. minuto da reperfusao que variou de 2% (comparada
ao valor da isquemia no pds-condicionamento isquémico) até 45%
(comparada ao valor da isquemia no pds-condicionamento farmacoldgico).

No 3092. também ocorreu diminuicdo da Alamandina quando
comparada ao valor da isquemia. No grupo controle observamos uma
diminuicao de 40% no valor da Alamandina, no grupo pds-condicionamento
isquémico ocorreu diminuicdao de 12% e no grupo pds-condicionamento
farmacologico ocorreu diminui¢dao de 40%.

Ao compararmos o valor médio da Alamandina durante a
reperfusdao, nds observamos que nos grupos controle e pos-
condicionamento isquémico houve diminuicdo da mesma quando
comparada ao periodo de isquemia, enquanto no grupo pos-
condicionamento farmacolégico houve aumento da mesma (7%).

Ao analisarmos cada grupo separadamente observamos que no
grupo controle o valor da Alamandina no periodo de isquemia foi maior que
aquele no periodo de estabilizacdo. Porém, houve aumento da mesma
durante o periodo de reperfusao, que superou o valor encontrado tanto no
periodo de estabilizacdao quanto no de isquemia.

No grupo pds-condicionamento isquémico observamos que houve
aumento da Alamandina no periodo de reperfusao quando comparada ao
periodo de isquemia, o qual apresentou diminuicao de seus valores quando
comparado ao periodo de estabilizacao.

No grupo pds-condicionamento farmacolégico ocorreu diminuicao
no valor da Alamandina durante o periodo de reperfusdao. O maior valor
encontrado foi durante o periodo de estabilizacdo. Depois houve uma
gueda durante o periodo de isquemia e uma queda um pouco maior
durante o periodo de reperfusao.

Tais resultados nos levam a questionar se a cardioprotecao conferida
pelo pds-condicionamento estaria relacionada ao aumento ou diminuicao
da Alamandina, uma vez que ocorreu aumento da mesma no periodo de
reperfusao dos grupos controle e pds-condicionamento isquémico e
ocorreu diminuicdo na reperfusao do grupo pods-condicionamento
farmacoldgico. 91



Uma das hipdteses para o seu aumento durante a reperfusao seria a
diminuicao da sua degradacao, porém mais estudos sao necessarios para
esclarecer o fen6meno.

Observamos também que o grupo que apresentou diminuicao do
valor da Alamandina durante a reperfusao quando comparada a isquemia
foi aquele que apresentou maior incidéncia de arritmia, sugerindo que a
Alamandina possa ter algum efeito antiarritmogénico.

Porém, nao podemos afirmar que houve efeito cardioprotetor
relacionado a Alamandina, uma vez que os grupos que receberam pds-
condicionamento isquémico e farmacoldgico tiveram comportamentos
diferentes.

A Angiotensina-(1-7) é um membro ativo do sistema renina-
angiotensina. Ela contrabalanca efeitos da Angiotensina |l como
vasoconstricao, arritmias e efeito pro-trombotico e por isso tem sido foco
de diversos estudos.(Kucharewicz et al. 2002b)(R. a. S. Santos, Frézard, and
Ferreira 2005)

Alguns autores ja estudaram o papel da Angiotensina-(1-7) na
cardioprotecao. Seja na melhora da performance cardiaca apds a isquemia
ou na diminuicdo das arritmias de reperfusao, existe beneficio na infusao
de Angiotensina-(1-7) antes da isquemia e durante o periodo de
reperfusdo.(Ferreira, Santos, and Almeida 2001)(Ferreira, Santos, and
Almeida 2002)

N3o encontramos estudos mostrando o papel da Angiotensina-(1-7)
no fendmeno do pds-condicionamento.

Analisamos a Angiotensina-(1-7) do mesmo modo que analisamos a
Alamandina.

Ocorreu uma diminuicdo média de 15% da mesma durante todo o
periodo de isquemia quando comparada ao periodo de estabilizacao.

No grupo controle ocorreu aumento médio pronunciado da
Angiotensina-(1-7) durante o periodo de reperfusdao quando comparada ao
periodo de estabilizacdo (58%) e ao periodo de isquemia (900%).

Por outro lado, houve diminui¢ao da Angiotensina-(1-7) durante toda
a reperfusdao de grupos expostos a técnicas de pds-condicionamento,
principalmente do grupo pds-condicionamento farmacoldgico que teve
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valores de Angiotensina-(1-7) préximos de zero durante a reperfusao,
mostrando uma diminuicao de 99% quando comparada ao periodo de
estabilizacdao e de 91% quando comparada ao periodo de isquemia.

No grupo pdés-condicionamento isquémico houve diminui¢ao de 90%
no valor da Angiotensina-(1-7) durante a reperfusao quando comparada ao
periodo de estabilizacdo e de 34% quando comparada ao periodo de
isquemia.

No grupo controle, o valor da Angiotensina-(1-7) no periodo de
reperfusao foi maior que aquele no periodo de isquemia, que assumiu um
valor bem préximo aquele do periodo de estabilizacao.

Os grupos submetidos a técnicas de pds-condicionamento
apresentaram diminuicdo de Angiotensina-(1-7) durante o periodo de
reperfusao quando comparada ao periodo de isquemia. Nesses grupos,
contrariamente ao que observamos no grupo controle, houve diminuicao
da Angiotensina-(1-7) durante o periodo de isquemia quando comparada
ao periodo de estabilizacao.

Quando em infusdo continua em estudos sobre isquemia/reperfusdo
a Angiotensina-(1-7) mostrou um papel cardioprotetor com melhor
recuperacao de parametros fisiolégicos e diminuicdao da incidéncia de
arritmias de reperfusao.(Ferreira, Santos, and Almeida 2002)

Em nosso estudo, os grupos submetidos a métodos de
cardioprotecao apresentaram diminuicdo dos niveis de Angiotensina-(1-7),
nos levando a questionar se ha uma janela de dose para os efeitos benéficos
da mesma.

Um estudo prévio mostrou que a Angiotensina-(1-7) em doses
proximas as fisiolégicas pode ser arritmogénica.(Neves et al. 1997)

Em nosso estudo, o grupo submetido a pds-condicionamento
farmacoldgico apresentou maior incidéncia de arritmias de reperfusao nos
primeiros cinco minutos e ao longo de todo o periodo de reperfusdao que o
grupo controle. Porém, houve queda dos valores de Angiotensina-(1-7) no
periodo de reperfusao do grupo pds-condicionamento farmacolégico a
valores proximos de zero.

O grupo controle, que aumentou o valor da Angiotensina-(1-7)
durante a reperfusao, quando comparada ao periodo de estabilizacao e
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isquemia apresentou nos primeiros 5 minutos de reperfusao mais tempo
de arritmia do que o grupo pds-condicionamento isquémico, porém,
durante todo o periodo de reperfusdao, este grupo apresentou uma
incidéncia menor de arritmia que os grupos submetidos a pds-
condicionamento.

Tais resultados nos levam a questionar se o valor da Angiotensina-
(1-7) durante o periodo de reperfusao no grupos controle nao foi alto o
suficiente para ser arritmogénica.

Observamos um comportamento semelhante entre a Alamandina e
a Angiotensina-(1-7) no grupo controle. Ambas diminuiram durante o
periodo de isquemia, quando comparada ao periodo de estabilizacao,
sendo que a Angiotensina-(1-7) apresentou uma discreta diminuicao
durante o periodo de isquemia quando comparada ao periodo de
estabilizacdo. Durante a reperfusao, houve um aumento importante da
Angiontesina-(1-7), chegando a triplicar os valores do periodo de
estabilizacdo e neste mesmo periodo houve um aumento mais modesto da
Alamandina.

No grupo pods-condicionamento farmacoloégico o comportamento de
ambas também foi bem semelhante com diminuicao durante o periodo de
isquemia quando comparada ao periodo de estabilizacdo e diminuicao
durante a reperfusdo, quando comparada ao periodo de isquemia.

Por outro lado, no grupo pds-condicionamento isquémico ocorreu
aumento da Alamandina durante o periodo de reperfusdo quando
comparada ao periodo de isquemia e diminuicdo da Angiotensina-(1-7)
durante a reperfusdo, quando comparada ao periodo de isquemia. Ambos
os peptideos apresentaram seu maior valor durante o periodo de
estabilizacao.

Nosso estudo ndo explica o por qué da diminuicdo do valor da
Angiotensina-(1-7) nos grupos expostos a pés-condicionamento. A mesma
pode ser devida a diminuicao da produc¢dao ou aumento da degradacao da
Angiotensina-(1-7).

Realizamos também a dosagem da Angiotensina Il em todos os
periodos do experimento.
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Durante o periodo de isquemia houve um aumento médio da
Angiotensina Il de 111%, principalmente as custas do 302. minuto de
isquemia, quando comparada ao periodo de estabilizacao.

Os valores encontrados no grupo controle ndao foram detectados
pelos métodos utilizados em nosso estudo.

No grupo pds-condicionamento isquémico houve um aumento da
Angiotensina Il durante o periodo de reperfusdao de 396% quando
comparada ao periodo de estabilizacdo e de 135% quando comparada ao
periodo de isquemia.

No grupo pds-condicionamento farmacoldgico ndés observamos
diminuicao de 95% no valor da Angiotensina Il no periodo de reperfusao
quando comparada ao periodo de estabilizacdo e de 98% quando
comparada ao periodo de isquemia.

Ao analisarmos separadamente cada periodo de cada grupo, nos
observamos que os valores encontrados no grupo controle ndo foram
detectaveis pelo método utilizado.

No grupo pds-condicionamento isquémico o valor deste peptideo
durante a isquemia foi menor que aquele encontrado durante o periodo de
reperfusao, e os valores encontrados tanto no periodo de isquemia quanto
no periodo de reperfusdao foram menores que aqueles encontrados
durante o periodo de estabilizacao. O valor encontrado durante o periodo
de reperfusao foi maior que aquele encontrado durante o periodo de
isquemia, porém foi menor que aquele encontrado durante o periodo de
estabilizacao.

No grupo pds-condicionamento farmacolégico o valor da
Angiotensina Il durante a isquemia foi menor que aquele durante o periodo
de estabilizacdo e discretamente maior que aquele encontrado no periodo
de reperfusao.

Nao podemos afirmar que houve efeito cardioprotetor relacionado a
Angiotensina Il uma vez que o0s grupos gque receberam pos-
condicionamento isquémico e farmacoldgico tiveram comportamentos
diferentes.

Uma vez que a Angiotensina |l é responsavel por vasoconstricao,
efeito pro-fibrético e proliferativo, deduzimos que seu aumento pode ser

95



um sinal de ineficiéncia da cardioprotecao no grupo pds-condicionamento
isquémico. Por outro lado, o grupo pds condicionamento isquémico foi o
grupo que apresentou menor incidéncia de arritmias durante os primeiros
5 minutos de reperfusao.

O grupo pés-condicionamento farmacoldgico, que apresentou a
maior incidéncia de arritmia nos primeiros 5 minutos de reperfusao e
durante todo o periodo de reperfusao teve valores de Angiotensina-(1-7) e
Angiotensina Il proximo de zero neste periodo e valores de Alamandina
também inferiores aqueles encontrados durante o periodo de isquemia.

O grupo controle teve valores de Angiotensina Il préximo a zero e
valores de Angiotensina-(1-7) e Alamandina maiores que aqueles
registrados na isquemia e apresentou menor incidéncia de arritmias
durante todo o periodo de reperfusao, sugerindo um efeito antiarritmico
da Angiotensina-(1-7) e da Alamandina.

O grupo pds-condicionamento isquémico teve a menor incidéncia de
arritmia entre os grupos durante os primeiros 5 minutos de reperfusao.
Neste grupo houve aumento da Angiotensina Il e da Alamandina no periodo
de reperfusao quando comparada ao periodo de isquemia e diminuicao da
Angiotensina-(1-7) quando comparada ao mesmo periodo.

Mesmo com valores elevados a Angiotensina |l parece nao ter
alterado o efeito antiarritimico da Angiotensina-(1-7). Porém, a protecao
ocorreu apenas durante os primeiros 5 minutos da reperfusao.

Parece que a presenca de Angiotensina-(1-7) e de Alamandina é
mais importante na diminuicdo de arritmias do que a auséncia de
Angiotensina ll.

A Alamandina elevada no grupo controle talvez tenha sido um fator
antiarritmogénico juntamente com a Angiotensina-(1-7), porém, sozinha,
nao foi suficiente para proteger os coracdes do grupo pds-condicionamento
farmacoldgico que tiveram nivel de Angiotensina-(1-7) préoximo de zero,
porém, mais estudos sao necessarios.
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8. Conclusoes

Mesmo usando protocolos ja descritos na literatura nosso estudo nao
reproduziu os resultados encontrados por outros autores.

Apesar de ter ocorrido isquemia em todos os grupos, conforme
demonstrado através do grafico 6.15.1, a mesma nao parece ter sido
suficiente para desencadear os mecanismos necessarios a cardioprotecao.

Ainda ndao temos na literatura estudos sobre o comportamento do
sistema renina-angiotesina e as técnicas de pds-condicionamento, porém,
nossos resultados sugerem que técnicas de cardioprotecdo diminuem a
liberacdo de Angiotensina-(1-7) em coragcdes isolados. Uma das
explicagcOes para isso talvez seria diminui¢cdo na producao deste peptideo.

A Alamandina aumentou durante a reperfusao do grupo pos-
condicionamento isquémico e diminuiu durante a reperfusdo do grupo pos-
condicionamento farmacoldgico, sendo que no grupo pos-
condicionamento isquémico atingiu valores superiores aos do periodo de
isquemia. Uma vez que a Alamandina durante o periodo de reperfusdao do
grupo pds-condicionamento isquémico apresentou comportamento
semelhante aquele do grupo controle, nés deduzimos que a cardioprotecao
nao foi efetiva em alterar os valores de Alamandina no grupo pos-
condicionamento isquémico. Apesar disso, o grupo pds-condicionamento
isquémico foi o grupo que apresentou a menor incidéncia de arritmias
durante os primeiros 5 minutos de reperfusao, sugerindo que a Alamandina
tem efeito antiarritmico.

A Angiotensina [l mostrou um comportamento varidvel, mostrando-
se reduzida durante a reperfusdao nos grupos controle e pods-
condicionamento farmacolégico. Porém, no grupo pds-condicionamento
isquémico a Angiotensina Il alcancou niveis maiores que aqueles do periodo
de isquemia.

No que se refere as arritmias, a presenca de Angiotensina-(1-7)
juntamente com a Alamandina parece ser fator protetor.

O grupo controle, que permaneceu maior tempo sem arritmias
durante a reperfusdao apresentou maiores niveis de Alamandina e
Angiotensina-(1-7). Neste grupo, os valores de Angiotensina Il ndo foram
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detectaveis pelos métodos utilizados.

O grupo pds-condicionamento isquémico apresentou niveis elevados
de Alamandina e niveis préoximo a zero de Angiotensina-(1-7) durante a
reperfusdao e apresentou a menor incidéncia de arritmias durante os
primeiros 5 minutos de reperfusao. Os valores de Angiotensina Il aferidos
nesse grupo foram superiores aqueles encontrados durante o periodo de
isquemia.

O grupo pdés-condicionamento farmacolégico apresentou durante o
periodo de reperfusao valores baixos dos trés peptideos. Neste grupo nos
observamos a maior incidéncia de arritmias ndo apenas durante os
primeiros 5 minutos de reperfusdo, mas durante todo este periodo.

A Alamandina parece atuar de modo semelhante a Angiotensina-(1-
7) na diminuicao das arritmias de reperfusdo, e nosso estudo sugere que a
presenca desses peptideos € mais importante que a auséncia de
Angiotensina Il na prevengao dessas arritmias. Porém, mais estudos sao
necessarios antes de uma resposta definitiva.
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10. Apéndice

Conforme discutido no item 6 da dissertacdo, os grupos foram analisados

dois a dois (p<0,05):

- Grupo Controle x Pés-Condicionamento Isquémico

- Grupo Controle x Pds-Condicionamento Farmacoldgico

- Grupo Pds-Condicionamento Isquémico x Pés-Condicionamento
Farmacoldgico

Aferimos ainda a pressao maxima, minima e média, analisamos os trés
grupos e também os grupos dois a dois.

A analise dos peptideos foi realizada em grupos e também em animais
individualmente. Foi feito também a andlise da média dos grupos e de cada
animal comparado ao periodo de estabilizacao.

Apds o experimento os coragdes foram preparados conforme
descrito no item 4.9 a fim de confirmar a efetividade da isquemia.

1. Pressao Maxima

Grafico 1.1: pressao maxima - Grupos Controle x Pés-Condicionamento
Isquémico x Pds-Condicionamento Farmacologico
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Gréfico 1.1: pressdo maxima alcancada durante os trés periodos do experimento nos trés grupos (n=6).
Valores expressos como média + epm. Teste aplicado: Bonferroni
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Grafico 1.2: pressdao maxima - Grupos Controle x Pés-Condicionamento
Isquémico
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Gréfico 1.2: pressao maxima encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 1.3: pressao maxima - Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Farmacoldgico
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Gréfico 1.3: pressdo maxima encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento farmacolégico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 1.4: pressao maxima - Grupos Pds-Condicionamento Isquémico x
Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 1.4: pressdo maxima encontrada nos grupos pds-condicionamento isquémico e pds-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

2. Pressao Minima

Grafico 2.1: pressao minima — Grupos Controle x Pés-Condicionamento
Isquémico x Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 2.1: pressdo minima alcangada durante os trés periodos do experimento nos trés grupos (n=6).
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 2.2: pressao minima — Grupos Controle x Pés-Condicionamento
Isquémico
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Gréfico 2.2: pressdao minima encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 2.3: pressao minima — Grupos Controle x Pés-Condicionamento
Farmacoldgico
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Gréfico 2.3: pressdo minima encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento farmacoldgico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 2.4: pressdao minima — Grupos Pds-Condicionamento Isquémico x
Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 2.4: pressdo minima encontrada nos grupos pos-condicionamento isquémico e pos-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média = epm. Teste Bonferroni.

3. Pressao Média

Grafico 3.1: pressao média — Grupos Controle x Pés-Condicionamento
Isquémico x Pds-Condicionamento Farmacologico
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Gréfico 3.1: pressdao média alcangada durante os trés periodos do experimento nos trés grupos (n=6).
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 3.2: pressao média — Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Isquémico
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Grafico 3.2: pressdo média encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 3.3: pressao média — Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Farmacologico
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Gréfico 3.3: pressdo média encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento farmacoldgico.
Valores expressos como média * epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 3.4: pressao média — Grupos Pdés-Condicionamento Isquémico x
Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 3.4: pressdo média encontrada nos grupos pds-condicionamento isquémico e pods-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média = epm. Teste Bonferroni.

4. Pressao Desenvolvida

Grafico 4.1: pressao desenvolvida — Grupos Controle x Pos-
Condicionamento Isquémico
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Gréfico 4.1: pressdo desenvolvida encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

115



Grafico 4.2: pressao desenvolvida - Grupos Controle x Pds-
Condicionamento Farmacoldgico
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Grafico 4.2: pressao desenvolvida encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento farmacoldgico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 4.3: pressao desenvolvida - Grupos Pdés-Condicionamento
Isquémico x Pds-Condicionamento Farmacologico
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Gréfico 4.3: pressdo desenvolvida encontrada nos grupos pés-condicionamento isquémico e pds-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média = epm. Teste Bonferroni.
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5. Pressao Sistolica Final




Grafico 5.1: pressao sistdlica final — Grupos Controle x Pds-
Condicionamento Isquémico
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Gréfico 5.1: pressdo sistdlica final encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 5.2: pressao sistdlica final — Grupos Controle x Pos-
Condicionamento Farmacoldgico
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Graéfico 5.2: pressdo sistolica final encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento farmacolégico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 5.3: pressao sistdlica final — Grupos Controle x Pos-
Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 5.3: pressdo sistolica final encontrada nos grupos pds-condicionamento isquémico e pods-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média = epm. Teste Bonferroni.

6. Pressao Diastolica Final

Grafico 6.1: pressao diastolica final — Grupos Controle x  Pos-
Condicionamento Isquémico
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Gréfico 6.1: pressdo sistdlica final encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 6.2: pressao diastélica final — Grupos Controle x  Pds-
Condicionamento Farmacoldgico
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Graéfico 6.2: pressdo sistolica final encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento farmacoldgico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 6.3: pressao diastdlica final — Grupos Pés-Condicionamento
Isquémico x Pdés-Condicionamento Farmacoldgico
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Griéfico 6.3: pressdo sistdlica final encontrada nos grupos pdés-condicionamento isquémico e pds-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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7. Maxima dP/dT

Grafico 7.1: maxima dP/dT - Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Isquémico
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Grafico 7.1: maxima dP/dT encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 7.2: maxima dP/dT — Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Farmacoldgico
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Grafico 7.2: méaxima dP/dT encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento farmacoldgico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 7.3: maxima dP/dT — Grupos Pds-Condicionamento Isquémico x
Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Grafico 7.3: maxima dP/dT encontrada nos grupos poés-condicionamento isquémico e pOs-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média = epm. Teste Bonferroni.

8. Minima dP/dT

Grafico 8.1: minima dP/dT - Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Isquémico
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Gréafico 8.1: minima dP/dT encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média £ epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 8.2: minima dP/dT — Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Farmacoldgico
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Grafico 8.2: minima dP/dT encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento farmacologico.
Valores expressos como média = epm. Teste Bonferroni.

Grafico 8.3: minima dP/dT — Grupos Pds-Condicionamento Isquémico x
Pos-Condicionamento Farmacoldgico
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Grafico 8.3: minima dP/dT encontrada nos grupos pds-condicionamento isquémico e pods-
condicionamento farmacologico. Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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9. Frequencia Cardiaca

Grafico 9.1: frequiéncia cardiaca — Grupos Controle x Pés-Condicionamento
Isquémico
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Gréfico 9.1: freqliéncia cardiaca encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 9.2: frequiéncia cardiaca — Grupos Controle x Pés-Condicionamento
Farmacoldgico
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Gréfico 9.2: frequéncia cardiaca encontrada nos grupos controle e pés-condicionamento farmacologico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 9.3: frequiéncia cardiaca — Grupos Pds-Condicionamento Isquémico
x Pés-Condicionamento Farmacolégico
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Gréfico 9.3: freqliéncia cardiaca encontrada nos grupos pds-condicionamento isquémico e pds-
condicionamento farmacologico. Valores expressos como média = epm. Teste Bonferroni.

10. Complexo QRS (largura)

Grafico 10.1: complexo QRS (largura) — Grupos Controle x Pds-
Condicionamento Isquémico
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Gréfico 10.1: complexo QRS (largura) encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 10.2: complexo QRS (largura) — Grupos Controle x Pds-
Condicionamento Farmacoldgico
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Grafico 10.2: complexo QRS (largura) encontrada nos grupos controle x pds-condicionamento
farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 10.3: complexo QRS (largura) — Grupos Pés-Condicionamento
Isquémico x Pds-Condicionamento Farmacolégico
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Gréfico 10.3: complexo QRS (largura) encontrada nos grupos pdés-condicionamento isquémico x pods-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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11. Intervalo RR




Grafico 11.1: intervalo RR — Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Isquémico
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Gréfico 11.1: intervalo RR encontrado nos grupos controle x pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 11.2: intervalo RR — Grupos Controle x Pdés-Condicionamento
Farmacoldgico
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Gréfico 11.2: intervalo RR encontrado nos grupos controle x pés-condicionamento farmacoldgico. Valores
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

126
Grafico 11.3: intervalo RR — Grupos Pds-Condicionamento Isquémico x Pds-
Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 11.3: intervalo RR encontrado nos grupos  pods-condicionamento isquémico x pods-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média = epm. Teste Bonferroni.

12. Infradesnivelamento ST

Grafico 12.1: infradesnivelamento ST — Grupos Controle x  Pds-
Condicionamento Isquémico
ECG-ST
0.0015-
-o- Controle
-®- Isquémico
e 0.0010-
()
g
o
> 0.0005-
0.0000 T T L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]
YOPR Y OLHOH YR P RS
Estabilizacdo Isquemia Reperfuséo

Gréfico 12.1: infradesnivelamento ST encontrado nos grupos controle x pds-condicionamento isquémico.
Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 12.2: infradesnivelamento ST — Grupos Controle x  Pds-
Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 12.2: infradesnivelamento ST encontrado nos grupos controle x pds-condicionamento
farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 12.3: infradesnivelamento ST — Grupos Pds-Condicionamento
Isquémico x Pés-Condicionamento Farmacolégico
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Gréfico 12.3: infradesnivelamento ST encontrado nos grupos pos-condicionamento isquémico x pods-
condiconamento farmacolégico. Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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13. Intervalo QTc




Grafico 13.1: intervalo QTc — Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Isquémico

ECG-QTc
0.124
-o- Controle
-o- |squemico
0.114
S -
£ 0.10
0.094
008 L] L] L] L] L] L] L] 1 1 1 1 1 1
YOP N OLLD 0PN RS
Estabilizacdo Isquemia Reperfuséo

Grafico 13.1: intervalo QTc encontrado nos grupos controle x pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 13.2: intervalo QTc — Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Farmacoldgico
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Gréfico 13.2: intervalo QTc encontrado nos grupos controle x pds-condicionamento farmacoldgico.
Valores expressos como média * epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 13.3: intervalo QTc — Grupos Pds-Condicionamento Isquémico x
Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 13.3: intervalo QTc encontrado nos grupos pods-condicionamento isquémico x pods-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

14. Arritmia

Grafico 14.1.1: Arritmia — Grupos Controle x  Pds-Condicionamento
Isquémico
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Gréfico 14.1.1: arritmia encontrada nos grupos controle x pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média £ epm. Teste Mann-Whitney.
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Grafico 14.1.2: Arritmia — Grupos Controle x  Pds-Condicionamento
Farmacoldgico
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Gréfico 14.1.2: arritmia encontrada nos grupos controle x pds-condicionamento farmacoldgico. Valores
expressos como média + epm. Teste Mann-Whitney.

Grafico 14.1.3: Arritmia — Grupos Pdés-Condicionamento Isquémico x Pos-
Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 14.1.3: arritmia encontrada nos grupos pds-condicionamento isquémico x pds-condicionamento
farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Mann-Whitney.
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14.2. Arritmia 5’




Grafico 14.2.1 Arritmia 5° — Grupos Controle x Pés-Condicionamento
Isquémico
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Gréfico 14.2.1: arritmia 5 encontrada nos grupos controle x pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média £ epm. Teste Mann-Whitney.

Grafico 14.2.2: Arritmia 5° — Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Farmacoldgico
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Gréfico 14.2.2: arritmia 5’ encontrada nos grupos controle x pds-condicionamento farmacoldgico. Valores
expressos como média + epm. Teste Mann-Whitney.
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Grafico 14.2.3: Arritmia 5" — Grupos Pds-Condicionamento Isquémico x
Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 14.2.3: arritmia 5 encontrada nos grupos  pods-condicionamento isquémico x pos-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Mann-Whitney.

15. Fluxo

Grafico 15.1: Fluxo — Grupos Controle x Pds-Condicionamento Isquémico
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Gréfico 15.1: fluxo encontrado nos grupos controle x pds-condicionamento isquémico. Valores expressos
como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 15.2: Fluxo — Grupos Controle x Pés-Condicionamento
Farmacoldgico
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Gréfico 15.2: fluxo encontrado nos grupos controle x pds-condicionamento farmacolégico. Valores
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 15.3: Fluxo — Grupos Pds-Condicionamento Isquémico x Pds-
Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 15.3: fluxo encontrado nos grupos pds-condicionamento isquémico x pds-condicionamento
farmacoldgico. Valores expressos como média * epm. Teste Bonferroni.
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16. CK-MB

Grafico 16.1: CK-MB — Grupos Controle x Pés-Condicionamento Isquémico
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Gréfico 16.1: CK-MB encontrado nos grupos controle x pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 16.2: CK-MB — Grupos Controle x Pés-Condicionamento
Farmacologico
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Gréfico 16.2: CK-MB encontrada nos grupos controle x pds-condicionamento farmacolégico. Valores
expressos como média £ epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 16.3: CK-MB — Grupos Pds-Condicionamento Isquémico x Pds-
Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 16.3: CK-MB encontrada nos grupos pods-condicionamento isquémico x pds-condicionamento
farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

17. LDH

Grafico 17.1: LDH - Grupos Controle x Pds-Condicionamento Isquémico
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Gréfico 17.1: LDH encontrado nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico. Valores expressos
como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 17.2: LDH encontrado nos grupos
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 17.3: LDH - Grupos
Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 17.3: LDH encontrado nos grupos

18. Troponina |

controle x pds-condicionamento farmacoldgico. Valores

Pds-Condicionamento Isquémico x Pos-

=@ |squemico

= Farmacolégico

pos-condicionamento isquémico x pds-condicionamento
farmacoldgico. Valores expressos como média * epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 18.1: Troponina | — Grupos Controle x Pds-Condicionamento
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Gréfico 18.1: troponina | encontrado nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

Grafico 18.2: Troponina | — Grupos

Controle x Poés-Condicionamento
Farmacoldgico

Troponinal
3000+
-e- Controle
-+ Farmacologico
2000+
-
£
=)
o
1000+
O L] 1 1 1 1 1 1
Y 1) v ,\</o N © D
Estabilizacdo Isquemia Reperfuséo

Gréfico 18.2: troponina | encontrado nos grupos controle e pds-condicionamento farmacoldgico. Valores
expressos como média + epm. Teste Bonferroni.
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Grafico 18.3: Troponina | — Grupos Pds-Condicionamento Isquémico x

Pds-Condicionamento Farmacolégico
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Griéfico 18.3: troponina | encontrado nos grupos pos-condicionamento isquémico x pds-condicionamento
farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Bonferroni.

19. Alamandina

Grafico 19.1: Alamandina — Grupos Controle x
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Isquémico x Pés-Condicionamento Farmacolégico
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Gréfico 19.1: Alamandina encontrada nos grupos controle, pds-condicionamento isquémico e pds-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Sidak’s.
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Grafico 19.2: Alamandina — Grupos Controle x  Pdés-Condicionamento
Isquémico
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Gréfico 19.2: Alamandina encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico. Valores
expressos como média + epm. Teste Sidak’s.

Grafico 19.3: Alamandina — Grupos Controle x Pds-Condicionamento
Farmacoldgico
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Griéfico 19.3: Alamandina encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento farmacoldgico. Valores
expressos como média + epm. Teste Sidak’s.
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Grafico 19.4: Alamandina — Grupos  Pds-Condicionamento Isquémico x
Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 19.4: Alamandina encontrada nos grupos pos-condicionamento isquémico e pos-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Sidak’s.

Grafico 19.5: Alamandina — valor médio dos grupos nos periodos de
estabilizacdo e isquemia
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Gréfico 19.5: Alamandina — valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de estabilizagdo e
isquemia. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.
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Grafico 19.6: Alamandina — valor médio dos grupos nos periodos de
estabilizacdo e reperfusao
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Gréfico 19.6: Alamandina — valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de estabilizagdo e
reperfusdo. Valores expressos como média * epm. Teste Dunnett’s.

Grafico 19.7: Alamandina — valor médio dos grupos nos periodos de
isquemia e reperfusao
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Gréfico 19.7: Alamandina — valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de isquemia e
reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.
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Grafico 19.8: Alamandina — valor médio encontrado em cada animal
durante os periodos de estabilizacao e isquemia
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Gréfico 19.8 Alamandina, valor médio encontrado em cada animal durante os periodos de estabilizagao e
isquemia. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.

Grafico 19.9: Alamandina — valor médio encontrado em cada animal
durante os periodos de estabilizacao e reperfusao
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Gréfico 19.9 Alamandina, valor médio encontrado em cada animal durante os periodos de estabilizagao e
reperfusdo. Valores expressos como média * epm. Teste Dunnett’s.
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Grafico 19.10: Alamandina — valor médio encontrado em cada animal
durante os periodos de isquemia e reperfusao
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Gréfico 19.10 Alamandina, valor médio encontrado em cada animal durante os periodos de isquemia e
reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.

20. Angiotensina-(1-7)

Grafico: 20.1 Angiotensina-(1-7) — Grupos Controle x Pds-
Condicionamento Isquémico x Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 20.1: Angiotensina-(1-7) encontrada nos grupos controle, pds-condicionamento isquémico e pés-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Sidak’s.
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Gréfico 20.2: Angiotensina-(1-7) — Grupos Controle x Pds-
Condicionamento Isquémico
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Grafico 20.2: Angiotensina-(1-7) encontrada nos grupos controle e pods-condicionamento isquémico.
Valores expressos como média + epm. Teste Sidak’s.

Grafico 20.3: Angiotensina-(1-7) — Grupos Controle x POs-
Condicionamento Farmacoldgico
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Gréfico 20.3: Angiotensina-(1-7) encontrada nos grupos controle e pés-condicionamento farmacolégico.
Valores expressos como média * epm. Teste Sidak’s.
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Grafico 20.4: Angiotensina-(1-7) — Grupos Pds-Condicionamento
Isquémico x Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Grafico 20.4: Angiotensina-(1-7) encontrada nos grupos poés-condicionamento isquémico e pds-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média + epm. Teste Sidak’s.

Grafico 20.5: Angiotensina-(1-7) — valor médio dos grupos nos periodos de
estabilizacdo e isquemia
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Gréfico 20.5: Angiotensina-(1-7) — valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de
estabilizacdo e isquemia. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.
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Gréfico 20.6: Angiotensina-(1-7) — valor médio dos grupos nos periodos de
estabilizacdo e reperfusao
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Grafico 20.6: Angiotensina-(1-7) — valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de
estabilizacdo e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.

Grafico 20.7: Angiotensina-(1-7) — valor médio dos grupos nos periodos de
isquemia e reperfusao
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Gréfico 20.7: Angiotensina-(1-7) — valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de isquemia
e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.
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Grafico 20.8: Angiotensina-(1-7) — valor médio encontrado em cada animal
durante os periodos de estabilizacao e isquemia

Angiotensina-(1-7) x Estabilizacéao

40 A
[ ] Estabilizacé&o
=3 Isquemia
c 304
£
o
o 20 -
s
o
)
S 10 -
0=
(LO 0'1/00 Q Q Q QOQOQQQOQOQOQ
o> \,%\, \,‘7/ \,"/ \,”%9\/ ,\:L ,\/'1/ \,'\, Y \;,
S N I AN qp"v Q'

Grafico 20.8 Angiotensina-(1-7), valor médio encontrado em cada animal durante os periodos de
estabilizacdo e isquemia. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.

Grafico 20.9: Angiotensina-(1-7) — valor médio encontrado em cada animal
durante os periodos de estabilizacao e reperfusao

Angiotensina-(1-7) x Estabilizacéao
100 7
Bl cstabilizacso
80 - E= Rerfusdo

60 -

40 A

meédia pg/min

204

O-
’1/0'»0 OOOOO\QOQOQOQOQOQOQ
R [N W W \> [N ‘389' Q9 §L NN

'lzc-, D‘fl, sy Yo
’1/0 q,q, ’b'lzq/’l/q/‘b

Gréfico 20.9 Angiotensina-(1-7), valor médio encontrado em cada animal durante os periodos de
estabilizacdo e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.
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Grafico 20.10: Angiotensina-(1-7) — valor médio encontrado em cada
animal durante os periodos de isquemia e reperfusao
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Gréfico 20.10 Angiotensina-(1-7), valor médio encontrado em cada animal durante os periodos de
isquemia e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.

21. Angiotensina Il

Grafico Grafico: 21.1 Angiotensina Il — Grupos Controle x Pds-
Condicionamento Isquémico x Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Griéfico 21.1: Angiotensina Il encontrada nos grupos controle, pds-condicionamento isquémico e pds-
condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média = epm. Teste Sidak’s.
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Grafico Grafico: 21.2 Angiotensina I
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Gréfico 21.2: Angiotensina Il encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento isquémico. Valores

expressos como média + epm. Teste Sidak’s.

Grafico 21.3: Angiotensina Il — Grupos
Farmacoldgico
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Gréfico 21.3: Angiotensina Il encontrada nos grupos controle e pds-condicionamento farmacolégico.

Valores expressos como média * epm. Teste Sidak’s.
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Grafico 21.4: Angiotensina Il — Grupos Pdés-Condicionamento Isquémico x
Pds-Condicionamento Farmacoldgico
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Gréafico 21.4: Angiotensina Il encontrada nos grupos pods-condicionamento isquémico e pds-

condicionamento farmacoldgico. Valores expressos como média = epm. Teste Sidak’s.

Grafico 21.5: Angiotensina Il — valor médio dos grupos nos periodos de
estabilizacdo e isquemia
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Gréfico 21.5: Angiotensina Il - valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de estabilizacdo
e isquemia. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.
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Grafico 21.6: Angiotensina Il — valor médio dos grupos nos periodos de
estabilizacdo e reperfusao
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Gréfico 21.6: Angiotensina Il - valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de estabilizacdo
e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.

Grafico 21.7: Angiotensina Il valor médio dos grupos nos periodos de
isquemia e reperfusao
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Gréfico 21.7: Angiotensina Il - valor médio encontrado em todos os grupos nos periodos de isquemia e
reperfusdo. Valores expressos como média * epm. Teste Dunnett’s.
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Grafico 21.8: Angiotensina Il — valor médio encontrado em cada animal
durante os periodos de estabilizacao e isquemia
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Grdafico 21.8: Angiotensina Il, valor médio encontrado em cada animal durante os periodos de
estabilizacdo e isquemia. Valores expressos como média * epm. Teste Dunnett’s.

Grafico 21.9: Angiotensina Il — valor médio encontrado em cada animal
durante os periodos de estabilizacao e reperfusao
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Gréfico 21.9: Angiotensina Il, valor médio encontrado em cada animal durante os periodos de
estabilizacdo e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.
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Grafico 21.10: Angiotensina Il — valor médio encontrado em cada animal
durante os periodos de isquemia e reperfusao

Angiotensina Il x Estabilizacéao

80 A
E= isquemia
[—| Reperfusao
= 60
£
(@]
2 40 A
8
©
0
E 20—
0= T T Y T
L0 O O & s
[N NN SRS N N A SR S

Grafico 21.10 Angiotensina I, valor médio encontrado em cada animal durante os periodos de isquemia
e reperfusdo. Valores expressos como média + epm. Teste Dunnett’s.

22. Arquivo Fotografico

22.1. Grupo Controle
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22.2. Grupo Pds-Condicionamento Isquémico
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22.3. Grupo Pés-Condicionamento Farmacolégico
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