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RESUMO

Landim MBP. A hipercolesterolemia abole o efeito cardioprotetor do pré e pos-
condicionamento isquémico em um modelo experimental de isquemia e reperfusdo em
ratos [tese]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&ao Paulo; 2009.

O pré e pés-condicionamento isquémico sdo fenbmenos cardioprotetores que limitam o
dano tecidual no infarto agudo do miocéardio. Seus efeitos benéficos ocorrem através da
ativacdo de complexas vias sinalizadoras intracelulares, que tém a inibicdo da
formacdo do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial como efetor final
comum. A presenca de fatores de risco, como a hipercolesterolemia, pode interferir nos
resultados finais quando se lanca mao de tais medidas cardioprotetoras. Entretanto, ha
na literatura achados contraditérios que ndo mostram interferéncia do colesterol
elevado sobre a cardioprotecdo do pré-condicionamento isquémico. No pos-
condicionamento isquémico, mais recentemente descrito, as primeiras evidéncias
também mostram resultados conflitantes, que carecem de mais estudos. A baixa
disponibilidade do 6xido nitrico presente na hipercolesterolemia esta associada a niveis
elevados de dimetilarginina assimétrica, um inibidor da oxido nitrico sintetase, e pode
ser o responsavel por abolir os beneficios de ambas as medidas cardioprotetoras aqui
estudadas. Procuramos, neste trabalho, avaliar a influéncia da hipercolesterolemia
sobre o pré e pds-condicionamento isquémico, e correlacionar os niveis de colesterol
total e dimetilarginina assimétrica com o tamanho do infarto do miocardio experimental
em ratos anestesiados. NOs encontramos um maior tamanho do infarto nos animais

hipercolesterolémicos apesar do uso destas medidas cardioprotetoras.

Descritores: hipercolesterolemia, cardiotdénicos, 6xido nitrico, fatores de risco, ratos



SUMMARY

Landim MBP. Hypercholesterolemia abolishes the cardioprotective effect of ischemic
pre and postconditioning in an experimental model of ischemia and reperfusion in rats
[thesis]. Sdo Paulo: Faculty of Medicine, University of S&o Paulo, SP (Brazil); 2009.

Ischemic pre and postconditioning are cardioprotective phenomena that limit heart
tissue damage in acute myocardial infarction. Its beneficial effects occur through the
activation of complex intracellular signaling pathways, which have the inhibition of the
formation of the mitochondria permeability transition pore as common final effector. The
presence of risk factors such as hypercholesterolemia may interfere with final results
when it makes use of such cardioprotective measures. However, there are contradictory
findings in the literature  which show no interference of high cholesterol on
cardioprotection of ischemic preconditioning. In ischemic postconditioning, more
recently described, the initial evidences also shows conflicting results, which require
further studies. The low availability of nitric oxide present in hypercholesterolemia is
associated with high levels of asymmetric dimethylarginine, an inhibitor of nitric oxide
synthase, and may be responsible for removing the benefits of both cardioprotective
measures studied here. The objective of our study was to assess the effect of
hypercholesterolemia on ischemic pre and postconditioning and correlate the levels of
total cholesterol and asymmetric dimethylarginine with the size of experimental
myocardial infarction in anesthetized rats. We found a larger myocardial infarction in the

hypercholesterolemic animals despite the use of these cardioprotective measures.

Keywords: hypercholesterolemia, cardiotonics, nitric oxide, risk factors, rats



1. INTRODUCAO




1.1 CARDIOPROTECAO: PRE E POS-CONDICIONAMENTO

Estratégias para limitar o dano miocardico no infarto agudo incluem, além da
reperfusdo precoce,’ a melhora da resisténcia endégena das células cardiacas para a
privacdo de sangue, que pode ser obtida ao se estimular seus mecanismos de

sobrevida que funcionam como uma adaptacédo molecular ao “stress” isquémico.

Estes processos de adaptacdo constituem-se em fendmenos cardioprotetores
gue tém o ciclo isquemia/reperfusdo como desencadeador. Dentre estes fendbmenos
podemos citar o “stunned” e a hibernacédo do miocéardio, que compartilham mecanismos
fisiopatoloégicos comuns. A primeira situacdo € definida como uma prolongada e
reversivel disfuncdo do coracdo isquémico, que persiste apos a reperfusédo, a despeito
da normalizacdo do fluxo sanguineo.? O miocardio hibernante representa uma
condicdo em que um prolongado estado subagudo ou crénico de isquemia miocardica
resulta em um novo equilibrio, no qual a necrose miocardica ndo se instala porque o
metabolismo e funcdo estdo ambos reduzidos, proporcionais a uma concomitante
reducdo do fluxo coronario.®* Outros dois fendmenos descritos sdo o pré e o pos-

condicionamento miocardico.

Pré-condicionamento miocardico

O pré-condicionamento isquémico do miocardio foi primeiro descrito em 1986 * e
consistia de quatro ciclos de cinco minutos de isquemia néo letal, intercalados por cinco
minutos de reperfusdo, logo anterior ao periodo de isquemia letal. Posteriormente,

outros protocolos foram descritos que também tinham em comum breves periodos de



isquemia intercalados por breves periodos de reperfusdo. Os efeitos benéficos deram-
se na diminuicdo do tamanho do infarto, na geracédo de lactato, na taxa de queda da
adenosina trifosfato (ATP) e, por ultimo, na diminuicdo da arritmia e disfuncao contratil.
O grande desafio passou a ser entender as vias sinalizadoras ativadas neste fendmeno

e como esta ativacao proporciona a tdo desejada protecao.

Este fenbmeno é possivel no ser humano e em varias outras espécies, incluindo
roedores, porcos, coelhos, carneiros e o cdo, como foi descrito originalmente. Ocorre
em nivel mitocondrial e celular e é possivel em outros 6rgaos, tais como o cérebro, o
intestino, a pele, o misculo esquelético, a retina, os rins, a bexiga e o figado.>® Esta
protecdo é perdida se o tempo entre o protocolo pré-condicionante e a isquemia letal
ultrapassar uma hora, todavia uma segunda janela do pré-condicionamento, a forma
tardia, ocorre aproximadamente 24 horas ap0s, que pode se estender de 72 a 96 horas

e envolve regulacdo génica.’

As vias de transducdo de sinais ativadas na cardioprotecdo proporcionada pelo
pré-condicionamento isquémico classico ou precoce tém sido elucidadas, embora
existam muitos questionamentos sobre o verdadeiro mecanismo subjacente a esta
forma de protecdo. Em sintese, o estimulo pré-condicionante gera ligantes endogenos,
tais como adenosina, bradicinina e opidides, que iniciam uma complicada transduc¢éo
de sinais, que compreende receptores acoplados a proteina G, receptor para o fator de
crescimento epidérmico, fosfoinositide 3 quinase (PI3K), proteinas quinases B (AKT),
sintase do oxido nitrico endotelial (NOSe), 6xido nitrico (NO), guanilato ciclase (GC),
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) e proteina quinase G (PKG), que mediam o

sinal pré-condicionante da superficie celular para a mitocondria,® onde a PKG, via



proteina quinase C épsilon (PKC ¢), abre os canais de potassio mitocondriais ATP-
dependentes (MKATP).2° A abertura destes canais gera espécies reativas de oxigénio
(ROS)™ que tém duas acdes potenciais: ativar proteinas quinases no citosol, tais como
AKT, quinase regulada por sinal extracelular (Erk ¥2), proteinas quinases p38 mitégeno
ativadas e proteina quinase C (PKC), que retransmitem o sinal cardioprotetor dentro da
fase isquémica letal,’ e inibir a abertura do poro de transicdo de permeabilidade

mitocondrial (mPTP).*

O mPTP €& um poro inespecifico da membrana interna, cuja abertura nos
primeiros minutos da reperfusdo miocardica media a morte celular por desacoplar a

fosforilacdo oxidativa e induzir edema mitocondrial.*?

A supressédo da formacéo deste
poro na mitocéndria é consequéncia da ligacdo do receptor acoplado a PKG™ e,
segundo Hausenloy et al.,** da ativacdo da Akt e Erk %, que compreendem a via das

guinases de salvamento da lesdo de reperfusdo (RISK).

Varios agentes farmacologicos foram implicados nesta forma de protecao
miocérdica, considerados mais seguros e exequiveis na pratica clinica. Dentre outros,
temos adenosina, acetilcolina, bradicinina, angiotensina Il, norepinefrina, opidides,
agonistas da eritropoietina, fator de ativacdo plaquetaria, alcool e anestésicos

volateis. 5152

No pré-condicionamento tardio, o NO que é gerado pela NOSe, agindo via
formacdo de ROS, ativa uma ampla relacédo de fatores de transcricdo redox-sensiveis,
tais como o fator de necrose tumoral (TNF) kappa B, proteina 1 e transdutores e

ativadores do sinal de transcricdo (familia STAT),? que, por sua vez, mediam



cardioprotecdo por aumentar a sintese de proteinas cardioprotetoras, tais como,
manganés superéxido dismutase (MnSOD),? sintase do 6xido nitrico induzivel
(NOSi),? ciclooxigenase 2 (COX-2),?* aldose redutase® e proteinas de choque quente
(HSP).?® Outras proteinas também estéo envolvidas no pré-condicionamento tardio, tais
como as proteinas de membranas integrais, localizadas nas membranas internas da

mitocondria.?’

Algumas drogas também mimetizam o pré-condicionamento tardio, tais como a
nitroglicerina, as estatinas, os inibidores da enzima conversora da angiotensina (ECA),
os bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina Il, os inibidores da fosfodiesterase 5
e o resveratrol.?®* O exercicio fisico também é implicado como um fenémeno

mimetizador do pré-condicionamento tardio.®*

A demonstracao de que breves periodos precedentes de isquemia em um 6érgéo
remoto também oferece protecdo miocardica na situacdo de oclusdo coronariana
sustentada, permite a formulacéo do conceito de pré-condicionamento remoto, primeiro
introduzido por Przyklenk et al.> O potencial protetor do miocardio, nesta forma de pré-
condicionamento, € muito bem demonstrado em um recente estudo em que quatro
ciclos de cinco minutos de isquemia/reperfusdo no membro inferior proporciona

cardioprotecdo em pacientes submetidos a cirurgia cardiaca.*

Apesar de dois estudos clinicos com angioplastia coronaria transluminal

percutanea (PTCA) mostrarem o potencial do pré-condicionamento em proteger o

36,37

coracdo isquémico, este potencial ndo tem sido amplamente aproveitado no cenario

clinico. A necessidade da intervengéo antes do episodio isquémico letal € uma grande



limitagdo desta comprovada estratégia limitadora do dano miocardico. Somente em
pacientes submetidos a cirurgia de revascularizacdo miocardica ou transplante
cardiaco,® bem como em situacées de angina instavel é possivel por em préatica o que
as pesquisas basicas demonstram. O uso farmacolégico de substancias protetoras do
miocardio passou a ser uma opg¢ao pratica, como demonstra o pré-tratamento com

bradicinina e adenosina em pacientes submetidos & PTCA.394°

Pds-condicionamento miocardico

Um estudo pioneiro mostra uma reducdo do tamanho do infarto do miocardio em
coracdes caninos, obtida a partir da aplicagdo de curtos periodos sucessivos de
isquemia/reperfusdo, no final do episodio isquémico letal e imediato inicio da
reperfusdo,* observacdo esta que permitu a criacdo do conceito de pds-
condicionamento isquémico do miocardio. Outros estudos também mostram o efeito

cardioprotetor deste fendmeno em gatos, coelhos e ratos.***

Em humanos, ocorre uma melhora da velocidade do fluxo coronério e funcao
cardiaca e uma reducao da producédo de radicais livres em pacientes submetendo-se a
intervencdo corondria percutanea de emergéncia e pés-condicionamento isquémico.*
O uso anterior a remocéo do clampeamento aortico apos cirurgia de revascularizacéo

corondaria também mostra beneficios.*

As vias intrinsecas do pos-condicionamento miocardico, a exemplo do pré-

condicionamento, ndo sao ainda muito bem entendidas. Estudos demonstram reducéo

a7
l,

do “stress” oxidativo e do acumulo de célcio mitocondria melhora da funcéo



endotelial e reducéo da inflamac&o.** Foi identificada uma via de transducéo de sinais
semelhante aquela usada no pré-condicionamento, compreendendo receptores
acoplados a PKC, *® a via RISK,**° os canais mKATP®' e 0 mPTP.>? A via RISK inclui
varios sistemas sinalizadores, como a PI3K/Akt, glicogénio sintase-3 beta (GSK-3B),
quinase regulada por sinal extracelular/proteina mitégeno ativada (MEK %), Erk %2, e
tem todos eles ativados no momento da reperfusdo, em ambas as formas de protecao
miocéardica.**>*** A via janus quinase (JAK)/STAT, que também compreende a via
RISK, foi recentemente demonstrado também estar envolvida na cardioprotecdo do

pré-condicionamento miocardico.>

O papel das ROS mitocondriais €& aparentemente paradoxal no pés-
condicionamento miocardico. Inicialmente foi mostrado uma atenuacao de sua geracao
pelo estimulo cardioprotetor no momento da isquemia/reperfusdo miocéardica;*® por
outro lado, também foi mostrada a geracdo de ROS nesta forma de cardioprotecéo.>’
Uma pequena quantidade de ROS gerada durante os ciclos isquemia/reperfuséo, na
fase de reperfusédo, inicia varias vias sinalizadoras que levam a ativacdo de quinases
de sobrevida que culminam por inibir o mPTP.>® O pés-condicionamento miocardico
isquémico, além de abrir os mKATP, ativa NOSe e, desta forma, libera NO.** A
administracdo de 5-hidroxidecanoato, um blogueador seletivo destes canais, e
glibenclamida, um bloqueador nao seletivo, abole a cardioprotecdo proporcionada por

esta forma de reperfusdo modificada.*

Agentes farmacologicos em uso clinico para as mais diversas finalidades tém
sabidamente como alvo a via RISK. Estudos pré-clinicos mostram que a insulina reduz

o0 tamanho do infarto do miocardio quando administrada na reperfusdo, associada a



glicose e potassio, ao ativar esta via.>® Este efeito ndo é observado em um grande
estudo randomizado controlado realizado em pacientes com infarto agudo do
miocardio.®® A eritropoietina demonstra ser segura e efetiva na melhoria da funcéo
cerebral em pacientes acometidos de acidente vascular cerebral agudo,® porém faltam

ainda evidéncias no cenario de infarto agudo do miocardio.

A morfina aplicada no inicio da reperfusdo mimetiza o efeito cardioprotetor do
pés-condicionamento isquémico, implicando os receptores opidides k.°® A ciclosporina
€ 0 Uunico agente farmacologico em uso clinico que comprovadamente inibe
diretamente a formacdo do mPTP, porém com limitacfes quanto as dosagens e efeitos
colaterais.®®> Anestésicos volateis mimetizam o poés-condicionamento quando
administrados no momento da reperfusdo miocardica.®® Um possivel mecanismo de

acdo intrinseco é a ativacado da via RISK.®®

O pos-condicionamento isquémico remoto também é descrito ao se evidenciar
gue curtos episodios de isquemial/reperfusdo renal, aplicados no final da isquemia
miocérdica letal, proporcionam cardioprotecdo em ratos.®® A aplicabilidade clinica ficou
evidenciada nos estudos de intervencéo corondria percutanea,®’ contudo sua natureza
invasiva tornou a estratégia restrita a estes grupos de individuos. Um estudo mostra
gue pos-condicionamento isquémico remoto de membro reduz o tamanho do infarto do
miocardio por inibir “stress” oxidativo.®® O mesmo é visto quando aplicado em um

modelo suino.®®



1.2 CARDIOPROTECAO E HIPERCOLESTEROLEMIA

O efeito benéfico do pré e pds-condicionamento miocardicos observado em
animais com cora¢fes saudaveis, pode ndo ser reproduzido no cenario clinico em que
se encontra uma alta prevaléncia de desordens como a insuficiéncia cardiaca, a
hipertensdo arterial, a hipertrofia cardiaca, a hiperglicemia, a obesidade e a

hipercolesterolemia.

Varios trabalhos na literatura procuram explicar o mecanismo exato da
interferéncia  do estado hiperlipidémico nas consequéncias da leséo
isquemia/reperfusdo e no pré e pds-condicionamentos miocardicos. E mostrado que
mudancas na microviscosidade das membranas sarcolémica e mitocondrial, em vez de
um efeito direto dos altos niveis de lipoproteinas e aterosclerose coronaria, sejam 0s

responsaveis pela severidade do dano tecidual.”

A hipercolesterolemia aguda, induzida por uma dieta rica em colesterol a 2%,
por trés dias, independentemente de seus efeitos aterogénicos, aumenta a extenséo do
infarto do miocardio apos oclusdo coronaria aguda e reperfusdo em coelhos “in vivo”.”*
Uma dieta rica em colesterol por 8 semanas proporciona um aumento na elevacédo do
segmento ST em resposta a isquemia induzida por marcapasso de alta freqiéncia de
estimulacdo em coelhos conscientes.”” Em ratos diabéticos ndo insulino-dependentes
tipo “zucker fatty”, alimentados por 4 semanas com dieta hipercolesterolémica, também
encontramos um tamanho maior do infarto do miocardio.” Pacientes hiperlipidémicos,

por sua vez, também apresentam uma susceptibilidade maior do coracdo a isquemia

aguda, durante angioplastia coronaria.’
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Por outro lado, outros estudos ndao mostram esta influéncia da hiperlipidemia
sobre as consequéncias da isquemia/reperfusdo do miocardio, podendo esta condi¢ao
mesmo tornar o coragdo mais resistente ao “stress” isquémico. Em coracdes isolados
de ratos, alimentados com dieta rica em colesterol a 2%, por 24 semanas, apesar da
presséo diastdlica final basal se encontrar elevada, os parametros funcionais cardiacos
isquémicos e pods-isquémicos ndo sdo significativamente prejudicados.’”>’® Uma
explicacdo para tais achados ndo é clara, entretanto a hiperlipidemia a longo prazo,
gue pode causar aterosclerose severa e disfuncdo hepatica, pode levar a varias
condicbes patoldgicas extra-cardiacas, que, adicionalmente, pode influenciar a
susceptibilidade do miocéardio a isquemia em varios modelos animais de hiperlipidemia

e aterosclerose.”’

Pré-condicionamento miocéardico na hipercolesterolemia

Varios mecanismos podem contribuir para a perda do pré-condicionamento
miocéardico em modelos animais hiperlipidémicos, como, por exemplo, uma diminui¢cao
na biodisponibilidade de NO devido ao “stress” nitrosativo aumentado, a ativacédo de
metaloproteinases de matrix e uma aumentada atividade da ecto-5-nucleotidase, como

também o aumento na morte celular apoptética via cascata caspase 1.”%%"

Outro mecanismo implicado, além da diminuicdo na biodisponibilidade do NO,”
é a inibicdo da expressdo cardioprotetora da HSP 70.22 Por sua vez, o aumento

patolégico nas espécies reativas de nitrogénio e oxigénio na hipercolesterolemia e
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hiperglicemia rompem as vias sinalizadoras citoprotetoras miocérdicas, o que interfere

com as acdes do pré-condicionamento.”’

Em pacientes hiperlipidémicos submetidos a angioplastia coronariana, a perda
do efeito benéfico do pré-condicionamento classico esta correlacionada com os niveis
aumentados de colesterol total (CT) e lipoproteina de baixa densidade (LDL).2® O
efeito limitador do tamanho do infarto proporcionado pelo pré-condicionamento
isquémico classico também é atenuado em coelhos alimentados com dieta enriquecida

7
|.78

com 1% de colesterol.”” Todavia, ha relatos na literatura, em estudos com animais, que

contradizem tais evidéncias e ndo mostram influéncia da hiperlipidemia sobre o efeito

benéfico do pré-condicionamento isquémico classico no coracdo.®*®’

Quanto ao pré-condicionamento tardio, estudos experimentais relatam que a
hipercolesterolemia rompe as vias bioquimicas induzidas por NO, o que suprime a
cardioprotecdo.®* Em um modelo de isquemia de demanda induzida por marcapasso
ventricular de alta frequéncia, em coelhos conscientes, o efeito protetor do preé-
condicionamento isquémico tardio somente ocorre em animais hiperlipidémicos quando
0 numero de ciclos da isquemia pré-condicionante € aumentado, comparado a um

ntmero menor aplicado em animais normolipidémicos.®

Neste mesmo modelo animal, ao usar-se oclusédo e reperfusdo coronaria, a
perda do efeito limitador do tamanho do infarto pelo pré-condicionamento tardio ocorre
devido ao ndo aumento da sintese da tetrahidrobiopterina, um cofator essencial para a

NOSi e outras enzimas.® O mesmo ocorre nesta forma de protecdo miocardica
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induzida por doadores de NO; neste caso, devido ao rompimento de vias bioquimicas

distais que geram NO e que iniciam a adaptacéo tardia & isquemia.®*

Ueda et al.®°

mostram que a pravastatina restaura o efeito limitador do tamanho
do infarto do pré-condicionamento isquémico, o qual se encontra abolido pela
hipercolesterolemia, em coelhos alimentados com dieta rica em colesterol. Entretanto,

1.2 mostram, em um estudo mais recente, um efeito adverso da estatina

Fodor et a
sobre o efeito limitador do infarto do pré-condicionamento classico e pos-
condicionamento, com esta droga interferindo com seus mecanismos celulares. Mais

estudos serdo necessarios para estabelecer o uso otimo deste grupo de drogas no

cenario da isquemia/reperfusao aguda do miocardio.

Pos-condicionamento miocardico na hipercolesterolemia

Muito pouco é conhecido sobre o efeito da hiperlipidemia sobre o poés-
condicionamento, talvez por ser uma forma de cardioprotecdo mais recentemente
estudada. Trabalhos recentes mostram a perda do efeito benéfico do pos-

condicionamento em animais com hiperlipidemia experimental.®>

Também é mostrado que a acdo benéfica do pds-condicionamento sobre o
fendmeno do “no-reflow” é perdida em animais hipercolesterolémicos.”* Tal fato,
segundo os autores, implica que esta forma de cardioprotecdo aja por preservar a
funcdo endotelial. E possivel que a reduzida biodisponibilidade do NO possa ser
responsavel, a medida que a via NO- guanilato ciclase soltvel (GCs) esta implicada no

seu mecanismo intrinseco.
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Contrariando tais achados, Donato et al.** mostram uma reducdo no dano
miocardico em animais infartados e hipercolesterolémicos que sdo submetidos ao pos-

condicionamento isquémico.

Papel do 6xido nitrico

A cascata de eventos fisiopatoldégicos que compdem a lesdo de reperfuséo, tais
como o aumento na expressao de moléculas de adesédo, na aderéncia de leucdcitos
nas células endoteliais das artérias coronarias reperfundidas, na transmigracdo de
polimorfonucleares e subsequente dano tecidual devido a apoptose do tecido
reperfundido, pode ter a reduzida biodisponibilidade do NO como um evento iniciador.%
Seus efeitos cardioprotetores sdo conhecidos ha muito tempo, apesar de muitos
autores correlacionarem a producado de NO ao “stress” oxidativo e dano celular vistos

neste cenario.

Varios mecanismos sao descritos em que o NO pode agir diretamente e
indiretamente sobre a mitocondria para preservar sua integridade bioenergética através
da lesédo isquemia/reperfusdo. Um estudo em camundongos deficientes em NOSe
mostra que o tamanho do infarto foi significativamente maior seguindo
isquemia/reperfusdo.”” Corroborando este achado, camundongos com expressado

aumentada da NOSe cardiaca est&o protegidos contra o infarto do miocardio.*®

A forte afinidade do NO com a mitocondria e sua cadeia transportadora de
elétrons durante a fase isquémica impede que na reperfusdo haja uma maior geragao

de ROS, sobrecarga de célcio e, por fim, abertura do mPTP.%%'®° Burwell e Brookes®*
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demonstram que a inibicao irreversivel do complexo | da cadeia respiratoria pela S-

nitrosacdo é cardioprotetora por limitar o excesso de formacdo de ROS durante a

reperfusao.

Costa e Garlid*®® demonstram que o NO induz a abertura dos canais de mKATP
de uma maneira PKC-¢ dependente ou por um mecanismo independente ainda néao

bem definido. West et al.%

mostram que um aumento na biodisponibilidade do NO
pode, verdadeiramente, limitar a formagdo do mPTP. A protecédo proporcionada pela

via NO-GCs-GMP¢ também é atribuida & inibicdo destes poros.**

No pré-condicionamento classico, o NO enddgeno parece ndo ser importante,
enquanto o NO exdégeno exerce protecdo miocardica.'®® Na forma tardia, o NO gerado
pela NOSe inicia uma cascata de eventos moleculares que culminam na ativacéo tardia
da NOSi, a qual confere cardioprotecéo.'® A expressdo aumentada da NOSi prépria
do cardiomidécito proporciona uma diminuicdo no tamanho do infarto do miocardio apos
30 minutos de hipdxia global, seguida por 40 minutos de reperfusdo, em coracdes

isolados de camundongos.%’

Dados da literatura também implicam o NO como fazendo parte no mecanismo
intrinseco do pds-condicionamento miocardico.'® A fosforilacdo da NOSe também é
induzida no pés-condicionamento miocérdico, juntamente com a AKt, porém a inibicdo
da PI3K reverte este processo e a conseqiiente protecdo miocardica resultante.*® Um
estudo mostra a auséncia desta protecao ao inibir a sintase do 6xido nitrico (NOS) (via
109

L-NAME) e também documenta a ativagdo da PI3K durante o pds-condicionamento.

Estes achados verdadeiramente implicam o NO, provavelmente gerado pela NOSe,
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como € necessario no desenvolvimento do efeito clinicamente relevante da limitacdo da

necrose miocérdica proporcionada pelo pés-condicionamento.

O NO também desempenha um papel central na cardioprotecdo induzida por
uma série de agentes farmacoldgicos. As estatinas aumentam a sua producdo e
atenuam a extensdo da necrose miocardica, seguindo isquemia/reperfusdo, em
camundongos “in vivo”, de uma maneira NOSe dependente.''® Esta classe de drogas

também tém acbes cardioprotetoras diretas sobre os miécitos cardiacos.***2

Inibidores da fosfodiesterase-5 atenuam a lesdo isquemia/reperfusdo do
miocardio através do NO e mKATP.3' Também foi avaliado o efeito protetor dos
inibidores da ECA e dos bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina Il sobre o
tamanho do infarto em modelos de isquemia/reperfusdo miocardica; estes beneficios
requerem que o NO esteja disponivel.**?* O uso da terapia génica para aumentar a
disponibilidade de NO e proporcionar uma persistente e, possivelmente, permanente
protecdo miocardica, representa uma nova abordagem conceitual para a limitacdo do

tamanho do infarto.*#%°
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Papel da dimetilarginina assimétrica (ADMA)

7

Esta molécula é caracterizada como um aminoécido de origem intracelular,
encontrado naturalmente circulando no plasma, na urina, tecidos e células.'’® E
sintetizada quando residuos de arginina nas proteinas nucleares sao metilados pela

acdo da proteina arginina metiltransferase (PRMT), amplamente distribuida no corpo

humano, através de uma modificacdo pés-translacional que adiciona um ou dois grupos

metil aos nitrogénios da guanidina incorporados nas proteinas™*’ (Figura 1).

Ha dois tipos de PRMT, com varias isoformas: a tipol, que cataliza a formacgao
da ADMA, e a tipo 2, que propicia a formacédo da dimetilarginina simétrica (SDMA),
porém ambas as enzimas podem monometilar, formando a N®-monometil-L-arginina (L-
NMMA), das quais somente as metiladas assimetricamente (ADMA e L-NMMA) séo
inibidoras da NOS. A hidrélise destas proteinas metiladas provoca o aparecimento de

metilarginas livres no citosol.

A ADMA inibe as trés isoformas da NOS, sendo equipotente com o L-NMMA,
podendo também desacoplar esta enzima, 0 que gera superoxido, além de ter outros
alvos diferentes na célula.*® A administracdo de ADMA em ratos causa um aumento
na resisténcia vascular renal e pressdo sanguinea,'® o que comprova sua acéo
bioldgica “in vivo”. Uma acao adicional independente é demonstrada “in vivo”, onde a
infusdo cronica induz lesdes vasculares em camundongos “knockout” para a NOSe.*?°
Adicionalmente, as trés metilargininas interferem no transporte da L-arginina mediado

pelo transportador de aminoacido catibnico de membrana plasmatica (canal y“),

explicando o efeito inibidor da geracdo de NO da SDMA.*#
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A excrecdo renal € responsavel, parcialmente, pela eliminacdo das
metilargininas, principalmente a SDMA, contudo a ADMA e a L-NMMA também sé&o
extensivamente metabolizadas e geram citrulina e dimetilamina pela acdo da

dimetilarginina dimetilaminohidrolase (DDAH)*#

(Figura 1). Este grupo enzimatico
apresenta, em organismos superiores, duas isoformas codificadas pelos genes
localizados nos cromossomas 1 (DDAH-1) e 6 (DDAH-2), com distintas distribuicbes

teciduais, mas atividades aparentemente similares.'*

A incubacdo de células endoteliais com o TNF alfa ou com a lipoproteina de
baixa densidade oxidada (LDL-o0x) reduz a atividade desta enzima.'® Fatores outros
como o “stress” oxidativo, proporcionado pela S-nitrosilagéo e niveis altos de glicose e
homocisteina também contribuem para prejudicar a atividade da DDAH, causando o

acimulo da ADMA,1?5126

Achados também sugerem a participacdo do figado no
metabolismo das dimetilargininas ao demonstrarem que 0s hepatdcitos expressam
abundantemente os canais y+ em suas membranas e contém grandes quantidades de

DDAH -127,128

A aterosclerose experimental induzida em animais com dieta rica em colesterol
associa-se com niveis plasmaticos elevados de ADMA e consequente disfungéo
endotelial, fato demonstrado em coelhos'® e macacos.*® Em humanos, as evidéncias
apontam para uma correlacdo positiva entre a ADMA e os niveis de colesterol. Em um
grupo de individuos assintomaticos hipercolesterolémicos, a concentracdo de ADMA
plasmatica média é aproximadamente duas vezes mais alta que nos sujeitos
normocolesterolémicos cruzados para a mesma idade e, nos grupos combinados, a

ADMA tem uma associacao positiva com a LDL.**
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2 Talvez a

Porém, outros estudos ndo mostram esta Ultima associacdo.™
oxidacdo da LDL na parede vascular possa ser responsavel pelo efeito desta
lipoproteina sobre a elevacdo da ADMA, através de sua agcdo sobre a inibicdo da
atividade da DDAH. Por sua vez, a ADMA pode aumentar a expresséo do receptor 1 de

LDL-ox lecitina “like” (LOX-1), o principal receptor para a LDL-ox nas células

endoteliais,*** o que forma um ciclo vicioso que contribui para a aterogénese.

A homocisteina também é um elemento chave no ciclo de metilagdo da arginina,
no qual a S-adenosilmetionina € o doador metil para a arginina formando S-
adenosilhomocisteina, que, por sua vez, é hidrolisado em homocisteina (Figura 1).
Como a ADMA contém dois grupos metil, sua sintese € acompanhada pela geracdo de
dois equivalentes de homocisteina, 0 que a torna, portanto, uma fonte deste
aminoacido, apesar de ndo ser a Unica e nem a mais importante. Um grande estudo de

|134

coorte populaciona mostra uma moderada, mas altamente significativa associacao

positiva entre ADMA plasmatica e homocisteina.

Os mecanismos de aumento nos niveis de ADMA associados a diabetes ou
resisténcia a insulina ndo estdo esclarecidos, como € observado em modelos animais
de diabetes tipo 1 e 2 e em pacientes com diabetes tipo 2 ou resisténcia & insulina.'?
Porém esta obsevacdo é contestada em estudos clinicos envolvendo diabéticos tipo
2.1% Niveis altos também sdo encontrados no diabetes gestacional e diabetes tipo 1,

138,139

na insuficiéncia cardiaca,™*’ na hipertenséo pulmonar, e na pré-eclampsia.**

O estudo CARDIAC,**! multicéntrico, que teve como objetivo avaliar a potencial

relacdo entre ADMA plasmatica e o risco de doencga cardiaca coronaria mostra que
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manifestacbes de doencas cardiovasculares, em particular quando associadas com
outros fatores de risco, tais como hipertensao arterial, hipercolesterolemia, diabetes
mellitus e fumo, sdo acompanhadas por concentracbes plasmaticas de ADMA

elevadas. Uma concentracéo acima de 1,75 pumol/litro eleva o risco significantemente.

A ADMA tem uma concentracdo muito estreita na populacdo geral, que mesmo
discretamente aumentada associa-se com um risco cardiovascular elevado.™®** As
medidas originais foram realizadas usando-se cromatografia liquida de alta perfomance
(HPLC), que é, ainda hoje, o método predominante.**? Os niveis no plasma de adultos
saudaveis variam entre 0,3 e 1 pmol/I**® e no fluido espinhal 0,01 e 0,07 pmol/l.***
Atualmente varios métodos que usam espectrometria de massa acoplada a um sistema
de separacdo tém sido descritos e estes métodos tém reduzido os limites de
deteccdo.'* Anticorpos contra ADMA sdo comercialmente disponiveis e um método de
imunoensaio enzimatico (ELISA) foi recentemente descrito, o qual pode detectar ADMA

em amostras de plasma e soro.**

A arginina melhora a funcédo endotelial de pacientes com hipercolesterolemia e
aumenta a distancia percorrida por pacientes com doenca vascular periférica.'*’
Drogas que inibem o sistema renina angiotensina aldosterona, como os inibidores da
ECA, os bloqueadores dos receptores AT1 da angiotensina Il e os antagonistas da
aldosterona, especialmente os dois primeiros grupos, diminuem a ADMA plasmatica
por mecanismos ainda ndo muito claros, talvez pela reversdo do “stress” oxidativo

proporcionado pela angiotensina Il, um formador de ROS.
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Ha relatos que mostram algum efeito das estatinas sobre o metabolismo da

ADMA em humanos e anéis adrticos de ratos,™****

e outro estudo mostra que 0s
niveis basais de ADMA sao importantes nos efeitos benéficos da pravastatina sobre a
melhora da funcdo endotelial. **° A acdo dos fibratos sobre o niveis de ADMA s&o
demonstrados em ratos e em estudos com células “in vitro”.'® Porém, ndo se
observam os mesmos efeitos quando se utilizam individuos hipertrigliceridémicos.™? A
niacina também tem influéncia na queda dos niveis plasmaticos de ADMA em
pacientes com lipoproteina de alta densidade (HDL) baixa, possivelmente por depletar

os niveis de S-adenosilmetionina.*®

As tiazolidinedionas mostram influéncia sobre a liberacdo de ADMA a partir de
células endoteliais “in vitro” e sobre os niveis plasmaticos em ratos “in vivo”.®****> Um
estudo clinico com este grupo de medicamentos evidencia uma diminuicdo na ADMA
de maneira consideravel em individuos hipertensos ndo diabéticos.*® Faltam estudos
com estas drogas em pacientes diabéticos e modelos animais de diabéticos. A
metformina reduz os niveis de ADMA em pacientes diabéticos tipo 2, porém néo ficou
claro se este efeito & somente conseqiiéncia do melhor controle glicémico.’® E

interessante notar que esta droga € estruturalmente similar a ADMA e pode ser

transportada pelos canais y+.*®

Compostos com propriedades antioxidantes também reduzem os niveis de
ADMA, preservando a funcdo endotelial.**®* Em humanos, observa-se que a vitamina E
diminui a ADMA plasmatica em pacientes com insuficiéncia renal cronica.*®® O efeito
redutor da ADMA dos estrégenos € confirmado em estudos clinicos placebo-

controlados sobre terapia de reposi¢do hormonal, em mulheres pés-menopausadas.'®*
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Em um grande ensaio clinico, placebo controlado, randomizado, em mulheres pos-
menopausadas saudaveis, a ADMA plasmatica diminui significantemente, porém a
razdo L-arginina/ADMA néo se altera, o que nos leva a conclusédo de um efeito neutro
da terapia de reposicdo hormonal sobre as concentracbes de ADMA e producao de

NO.le

A aspirina reduz a ADMA plasmatica devido a suas propriedades
antioxidantes.’®® Vitaminas redutoras da homocisteina plasmatica ndo tém os efeitos
esperados de reduzir os niveis de ADMA concomitante com seus efeitos sobre aquele

4 Somente um estudo clinico mostrou um efeito redutor da ADMA,

aminoacido.*
quando da administracdo do acido félico a sujeitos hiperhomocisteinémicos.*®® O uso
da eritropoietina humana recombinante aumenta a quantidade de ADMA e reduz a

atividade da DDAH em células endoteliais cultivadas,*®®

0 que nos leva a deduzir que
seus efeitos deletérios sobre o sistema cardiovascular possam ter a ADMA como um
mediador importante. Gomes et al.*®” demonstram o beneficio do treinamento fisico

sobre os niveis de ADMA em portadores de sindrome metabdlica.

H& poucos relatos sobre o papel da ADMA no cenario da isquemia/reperfuséo e

1'% relatam que o efeito benéfico do pré-

protecdo miocéardica. Vegh et a
condicionamento isquémico em evitar arritmias induzidas por isquemia/reperfuséo
durante a primeira janela de protecdo miocardica foi abolida pelo L-NAME. Penna et
al.’® demonstram que 3 minutos de infusdo do L-NAME completamente evitaram a
protecdo induzida pelo pés-condicionamento. A administragédo sistémica de inibidores

da NOS antes da isquemia ou logo anterior a reperfusdo mostra um aumento no

tamanho do infarto, um efeito reversivel pela administracdo de L-arginina.'”
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Encontram-se concentracdes significativamente reduzidas de ADMA em
homogeneizado de tecido miocardico de cachorro em regides de baixa perfusdo, mas

171 tal fato demonstra a

nao isquémica, quando comparadas a regides bem perfundidas,
importancia da NOS em condi¢cdes patolégicas. Em estados de doenca, como na
hipertensdo “bordeline” e hipercolesterolemia familiar, a ADMA regula o fluxo

sanguineo miocéardico induzido por dipiridamol.*"

Um estudo mostra que niveis elevados de ADMA propiciam um aumento nas
moléculas de adesdo e leucocitos e um maior dano ao miocardio na
isquemia/reperfuséo.'™ Intervencdes na atividade ou expresséo da DDAH no inicio da
reperfusdo podem se constituir modalidade terapéutica para minorar a extensdo da

necrose.

1.3 JUSTIFICATIVA

O pré e o poés-condicionamento isquémico sdo fendbmenos protetores presentes
em coracfes de animais e humanos, com efeito na reducdo do tamanho da area
infartada. H& relatos na literatura, ndo unanimes, que mostram que a
hipercolesterolemia, situacdo em que a disfuncdo endotelial e inflamacdo em baixo
grau estdo presentes, propicia um maior dano miocardico apds isquemia e reperfusao
agudas e influencia negativamente os beneficios do pré e pds-condicionamento

isquémico do miocardio.

O acumulo da ADMA e consequente gueda na biodisponibilidade do NO, nestas

situacbes de risco aumentado, particularmente na hipercolesterolemia, torna-a um
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potencial marcador de disfuncdo endotelial e aterosclerose futura, com implicagbes
para uso clinico. A associacdo entre niveis séricos altos de ADMA e marcadores
inflamatérios vem sendo descrita na literatura, contribuindo para o entendimento de que
a aterosclerose tem no seu mecanismo iniciador inflamagéo em baixo grau e disfuncao
endotelial.

Julgamos importante estabelecer a influéncia dos niveis sanguineos elevados
de colesterol total e consequente elevacdo da ADMA sobre o dano miocardico no
cenario da isquemia e reperfusdo associados com pré e pos-condicionamento

isquémico.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Primario

Avaliar a influéncia da hipercolesterolemia sobre o dano miocardico em ratos
submetidos a isquemia e reperfusdo associados com pré e pos-condicionamento

isquémico;

1.4.2 Secundario

Correlacionar os niveis sanguineos de colesterol total e ADMA com o tamanho
do infarto agudo do miocardio em ratos hipercolesterolémicos submetidos a isquemia e

reperfusdo associados com pré e pds-condicionamento isquémico;



2. MATERIAIS E METODOS
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Aprovacao pela Comiss&o de Etica

Experimento aprovado pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos
Pesquisa (CAPPESQ) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina ...
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP) em sessdo de 28/09/06, com o numero

931/06.

Animais

Foram utilizados ratos machos (Rattus norvegicus), variedade Wistar,
provenientes do biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, com
idade entre seis e oito semanas. Os animais foram mantidos no biotério do Instituto do
Coracdo do HC-FMUSP, com temperatura ambiente entre 22-24°C e com ciclo
claro/escuro. Foram mantidos cinco animais por gaiola. Os animais controles foram
alimentados com racdo Nuvital® (Nuvilab Nutrientes S/A, Curitiba, PR, Brasil) fornecida
pelo biotério e agua “ad libitum”. Os animais intervencdo foram alimentados
exclusivamente com racédo rica em colesterol a 2% fornecida pela Nutri Experimental®
(Campinas, SP, Brasil), que seguiu as recomendacfes do “American Institute of

Nutrition” (AIN 93G), (Tabela 1).
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Tabela 1 — Composi¢éo da dieta hiperlipidica usada nos animais

COMPONENTE QUANTIDADE
(%)

Carboidratos® 51,95
Fonte protéica® 20,00
Lipidios® 18,00
Fibras 5,00
Mistura mineral 1,00
Mistura vitaminica 3,00
L-cistina 0,30
Bitartarato de colina 0,25
Acido célico 0,50
TOTAL 100,00

NOTA: As misturas vitaminicas e minerais seguem as recomendacgdes do “American Institute of Nutrition”

(AIN-93G).
! Fracao carboidratos: 55,8% de amido, 25,8% de maltodextrina e 18,3% de sacarose.
% Fonte protéica (caseina comercial = 85% de proteina).

3 Fracéo lipidica: 66,7% de gordura de coco, 26,4% de 6leo de soja e 6,9% de colesterol.

Grupos de estudo e protocolo experimental (Figura 2)

Foram utilizados 107 ratos. Todos os animais foram submetidos a um infarto do

miocéardio experimental, através de oclusdo da artéria coronaria descendente anterior,
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por um periodo de 30 min, seguidos de reperfusdo (artéria aberta). Oito dias apds, foi

realizada uma avaliagdo do tamanho do infarto do miocéardio a que foram submetidos.

Trés grupos de animais serviram de controle, os quais foram submetidos a dieta
padrdo. O grupo isquemia e reperfusdao (I/R) foi submetido apenas a oclusdo da
descendente anterior por 30 min, seguida de reperfusdo, e 0 grupo isquemia e
reperfusdo com pré-condicionamento (PC) foi submetido ao pré-condicionamento
isquémico, com trés periodos de 5 min de isquemia, intercalados por igual periodo de
reperfusdo, antes do periodo isquémico letal. O grupo isquemia e reperfusdo com pos-
condicionamento (POC) foi submetido ao pds-condicionamento isquémico, com trés
periodos de 10 s de isquemia, intercalados com trés periodos de 10 s de reperfuséo,

no primeiro minuto apds o periodo isquémico letal.

Os outros trés grupos de animais foram submetidos a dieta hiperlipidica, por oito
semanas, e ao final deste prazo, o grupo isquemia e reperfusdo hipercolesterolémico
(/RHIPER) foi submetido apenas a oclusdo da descendente anterior, por 30 min,
seguida de reperfusdo. O grupo isquemia e reperfusdo com pré-condicionamento
hipercolesterolémico (PCHIPER) foi submetido ao pré-condicionamento isquémico,
com trés periodos de 5 min de isquemia, intercalados por igual periodo de reperfusao,
antes do periodo isquémico letal. O grupo isquemia e reperfusdo com pos-
condicionamento  hipercolesterolémico (POCHIPER) foi submetido ao pos-
condicionamento isquémico, com trés periodos de 10 s de isquemia, intercalados por
igual periodo de reperfusdo, no primeiro minuto apos o periodo isquémico letal.

Nos seis grupos experimentais foram realizadas coletas de sangue antes do

infarto experimental, através da canulacdo da veia jugular direita, para dosagem dos
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niveis séricos de CT pelo método enzimético-trinder (Labtest Diagnéstica S.A®, Lagoa
Santa, Minas Gerais, Brasil), e dos niveis de dimetilarginina assimétrica (ADMA) pelo

meétodo ELISA (LDL-Diagnéstika®, Hamburgo, Alemanha).

Drogas utilizadas

Durante o experimento foram utilizados os anestésicos xylazina e ketamina,

cloreto de potassio a 19,1% e formaldeido a 4%.

Procedimento cirurgico

Os animais foram pesados e anestesiados com xylazina (10 mg/Kg) e ketamina
(90 mg/Kg), administrados por via intraperitonial. Foram intubados com uma canula de
polietileno tamanho 14, conectada a um ventilador mecéanico Harvard®, modelo 683
(Harvard Apparatus, Inc., Holliston, MA, USA), especifico para animais de pequeno
porte, com um volume corrente de 1,1 ml de ar/100g de peso corporal e com frequéncia
de 70 a 75 ciclos/minuto. Foi feita a insercdo de um catéter de polietiieno (PE 50) em
veia jugular direita, ap0s incisdo em regido cervical anterior, para obtencdo de
amostras de sangue para dosagens bioquimicas, antes do infarto experimental, e
canulacdo da artéria carétida comum esquerda para afericdo da pressao distdlica final
(PDF) do ventriculo esquerdo, também executada imediatamente antes e 5 min apds o

infarto experimental.

Apés tricotomia, foi realizada uma toracotomia lateral esquerda com abertura do

guarto ou quinto espacos intercostais. As costelas foram separadas com um afastador
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de torax para expor o coracao. Foi feita a abertura do pericardio, visibilizacdo da artéria
coronaria descendente anterior esquerda, com o auxilio de uma lupa (Figura 3), e
ocluséo desta artéria, durante 30 min, com fio de polipropileno 6.0 (Prolene®, Ethicon,
Inc., Somerville,NJ, USA), no seu ter¢co proximal, a cerca de 1 mm de sua origem,
seguida da liberacdo da mesma. Para esta ocluséo o fio foi apertado contra um catéter
de polietileno e ao final do periodo desejado de isquemia foi liberado e retirado do
campo cirargico (Figura 4). Nos grupos PC e PCHIPER, antes da oclusdo que levou ao
infarto (isquemia “index”), foi feita uma oclusédo por 5 min, trés periodos, intercalados
por trés periodos iguais de reperfusdo, pré-condicionamento isquémico. Nos grupos
POC e POCHIPER, apés a oclusdo que levou ao infarto (isquemia “index”), foi feita
uma ocluséo por 10 s, trés periodos, intercalados por trés periodos, também de 10 s,
de reperfusdo, pos-condicionamento isquémico. Apds o término deste procedimento, a
parede toracica foi fechada por planos utilizando-se fio de nylon 4.0 (Mononylon®,
Ethicon Inc., Sdo José dos Campos, SP, Brazil). Foi retirado o catéter da veia jugular
direita e o catéter transdutor de pressao utilizado na artéria carétida comum esquerda.
Passado o efeito da anestesia, foi desligado o ventilador, retirada a canula de
intubacdo e os animais colocados em caixa aquecida por uma fonte de luz
infravermelha, com suplementacdo de oxigénio por aproximadamente uma a duas

horas.
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Figura 2. Fluxograma para a realizacdo do infarto do miocéardio experimental. I/R,
isquemia e reperfusdo. PC, isquemia e reperfusdo com pré-condicionamento. POC,
isquemia e reperfusdo com pos-condicionamento. I/RHIPER, isquemia e reperfusao
hipercolesterolémico. PCHIPER, isquemia e reperfusdo com pré-condicionamento
hipercolesterolémico. POCHIPER, isquemia e reperfusdo com pdés-condicionamento
hipercolesterolémico. | , isquemia (oclusdo da artéria coronaria descendente

anterior)
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Figura 3. Procedimento cirlrgico para oclusédo da artéria coronaria descendente

anterior do rato

Figura 4. Momento de ocluséo da artéria coronaria descendente anterior do rato

usando cateter de polietileno. Seta (mmb), catéter de polietileno
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Avaliacdo morfométrica

Oito dias apos a realizacdo do infarto agudo do miocéardio, os animais foram
novamente anestesiados com solugao de xylazina, 10 mg/Kg e ketamina, 90 mg/Kg,
administrados por via intraperitonial. Em seguida foram posicionados em decubito
dorsal e uma incisdo cutanea foi feita estendendo-se do abdome ao térax. O coracdo
foi exposto, apds rebater-se o diafragma, e o animal perfundido, sob presséo constante
de 80 mmHg, com solucéo fisioldgica contendo cloreto de potassio (14 mM). Apls a
constatacao da parada cardiaca, a solucao fisiologica, contendo cloreto de potassio, foi
substituida por uma solucdo de formol tamponado a 4 %. O coracao foi retirado e
mantido por 24 h em formol tamponado. Apdés este periodo, os coracdes foram
seccionados no ponto médio entre a base e 0 apex e um “slice” disposto em cassetes

plasticos do tipo processador/inclusor.

Os cassetes foram processados em aparelho autotécnico com ciclo total de 12 h
para a desidratacdo, diafanizacao e parafinizacdo do material. Os tecidos incluidos em
parafina foram cortados em micrétomo (3 um de espessura) e dispostos em laminas.
As laminas foram observadas em uma lupa ligada a um sistema de digitalizacdo de
imagem (Leica Imaging Systems®, Cambridge, UK) e as imagens digitalizadas dos

coracdes foram analisadas com o uso de um “software” (ImageQuant® — Leica®).
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Determinagéo da &rea do infarto

A éarea do infarto nos diferentes grupos experimentais foi quantificada em cortes
submetidos a coloracdo de tricrbmio de Masson (azul) e analise com o uso do
“software” mencionado (ImageQuant® — Leica®). A area infartada foi definida como
porcentagem do ventriculo esquerdo positiva para marcacdo de colageno, indicando a
presenca e a extensdo de zona cicatricial, em relacdo a area total transversa do

ventriculo esquerdo.

Medida da PDF do ventriculo esquerdo

Foi introduzido pela artéria carétida comum esquerda um cateter sensor de
pressao para rato, modelo SPR 407, 1,6 F, Millar® (Harvard Apparatus, Inc, Holliston,
MA, USA), que foi conectado a um sistema de medida de pressdo MP100WSW®
(Biopac Systems, Inc, Goleta, CA, USA). Para analise da curva e medidas da PDF do
ventriculo esquerdo foi utilizado o “software” Acgknowledge ®, v. 3.7 (Biopac Systems,
Inc, Goleta, CA, USA). A constatacdo da correta posicdo do cateter no interior do

ventriculo esquerdo foi dada pela caracteristica da curva pressorica (Figura 5).
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Figura 5. Curva pressorica do ventriculo esquerdo do rato (tracado superior)

Analise estatistica dos dados

As variaveis quantitativas, mensuradas em um Unico momento, foram

apresentadas descritivamente em tabelas contendo média, erro padrdo da média,
desvio padréo, valores minimos e maximos. As médias dos grupos foram avaliadas
com analise de variancia com um fator de classificacdo. Quando significante, utilizou-se

o teste de comparagbes mdultiplas de Tukey para discriminar as diferencas entre

grupos.
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As variadveis quantitativas, mensuradas em dois momentos (pré e pdés), foram
apresentadas descritivamente em um grafico. As médias foram avaliadas com analise

de variancia para medidas repetidas, onde as trés hipoteses béasicas foram testadas:

Ho:: Os perfis de médias sao paralelos, ou seja, o comportamento dos grupos é igual

ao longo do tempo;

Ho2: Os perfis de médias sé@o coincidentes, ou seja, nao existe diferenca de médias

entre 0s grupos;

Hos: Nao ha efeito de tempo, ou seja, os perfis sdo paralelos ao eixo das abscissas.

Utilizou-se o coeficiente de correlacdo de Pearson quando se correlacionou a
ADMA plasmética ao colesterol total com o tamanho do infarto experimental. A
comparacao da mortalidade entre os grupos foi realizada através do teste da razao de
verossimilhanca. Utilizou-se o programa SPSS® (SPSS Inc. Headquarters, Chicago,
lllinois, USA) nos referidos calculos. Os valores de p<0,05 foram considerados

estatisticamente significantes.



3. RESULTADOS
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Mortalidade (Tabela 2)

N&o houve diferenca na taxa de mortalidade p&s-operatéria entre 0s grupos.

Tabela 2 - Taxa de mortalidade p6s-operatdria entre 0s grupos

GRUPO OPERADO OBITO
(n) (%)

IIR 22 54,55

PC 13 46,15

POC 15 46,67

I/IRHIPER 20 60,00

PCHIPER 13 61,54

POCHIPER 24 66,67

NOTA: I/R, isquemia e reperfusdo. PC, isquemia e reperfusdo com pré-
condicionamento. POC, isquemia e reperfusdo com pdés-condicionamento. I/RHIPER,
isquemia e reperfusdo hipercolesterolémico. PCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pré-condicionamento hipercolesterolémico. POCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pos-condicionamento hipercolesterolémico. p=0,786. n, ndmero de animais. %,

porcentagem
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Peso corporal (Tabela 3)

Observou-se diferenca significante para maior entre 0s pesos dos animais
hipercolesterolémicos quando comparados aos normocolesterolémicos, fato néo

observado ao se comparar 0s pesos entres 0s animais de mesma dieta (Tabela 4).

Tabela 3 — Peso dos animais antes do infarto do miocardio experimental

GRUPO N MEDIA FI?AES;?(S MINIMO  MAXIMO
(9)

IR 10 247,80+13,81 43,64 171 307
PC 7 304,00+10,93 28,86 273 347
POC 8 256,00+22,70 64,03 170 366
I/IRHIPER 8 409,00+12,41 35,02 345 473
PCHIPER 5 451,20+23,70 52,87 406 528
POCHIPER 8 391,38+12,80 36,12 314 426

NOTA: I/R, isquemia e reperfusdo. PC, isquemia e reperfusdo com pré-
condicionamento. POC, isquemia e reperfusdo com pdés-condicionamento. I/RHIPER,
isquemia e reperfusdo hipercolesterolémico. PCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pré-condicionamento hipercolesterolémico. POCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pos-condicionamento hipercolesterol@mico. p=0,000. MEDIA, inclui desvio padrdo da

média. N, nimero de animais. g, gramas



40

Tabela 4 - Probabilidade de significancia (p) entre os pesos dos animais.

Teste de Tukey para discriminar diferencas entre 0s grupos

GRUPO I/R PC POC I/RHIPER PCHIPER POCHIPER
I/R,n=10 0,133 0,999 0,000 0,000 0,000
PC,n=7 0,319 0,001 0,000 0,006
POC,n=8 0,000 0,000 0,000
I/RHIPER,n=8 0,567 0,968
PCHIPER,n=5 0,199

POCHIPER,n=8

NOTA: I/R, isquemia e reperfusdo. PC, isquemia e reperfusdo com pré-
condicionamento. POC, isquemia e reperfusdo com pdés-condicionamento. I/RHIPER,
isquemia e reperfusdo hipercolesterolémico. PCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pré-condicionamento hipercolesterolémico. POCHIPER, isquemia e reperfusdo com

pos-condicionamento hipercolesterolémico. n, nUmero de animais

Colesterol total (Tabela 5)

O mesmo se observou para o colesterol total. Os niveis sanguineos foram
maiores nos grupos em dieta hiperlipidica quando comparados aos grupos em dieta
habitual. Na andlise dos grupos com mesma dieta, ndo se observaram diferencas

estatisticas (Tabela 6).
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Tabela 5 — Colesterol total dos animais antes do infarto do miocardio experimental

GRUPO N MEDIA EAE\ES)\R/,IE(\)(S MINIMO  MAXIMO
(mg%)

IIR 10 69,50+4,70 14,86 49 85
PC 7 73,71+4,17 11,03 61 91
POC 8 75,25+4,18 11,80 53 88
I/IRHIPER 8 133,38+8,65 24,40 109 181
PCHIPER 5 112,00+5,88 13,13 94 123
POCHIPER 8 129,00+10,72 30,24 104 198

NOTA: I/R, isquemia e reperfusdo. PC, isquemia e reperfusdo com pré-
condicionamento. POC, isquemia e reperfusdo com pdés-condicionamento. I/RHIPER,
isquemia e reperfusdo hipercolesterolémico. PCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pré-condicionamento hipercolesterolémico. POCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pos-condicionamento hipercolesterolémico. p=0,000. MEDIA, inclui desvio padrdo da

média. N, nimero de animais. mg%, miligramas por cento
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Tabela 6 - Probabilidade de significancia (p) entre o colesterol total dos anima-

Is. Teste de Tukey para discriminar diferengas entre os grupos

GRUPO I/R PC POC I/RHIPER PCHIPER POCHIPER
I/R,n=10 0,998 0,988 0,000 0,003 0,000
PC,n=7 1,000 0,000 0,019 0,000
POC,n=8 0,000 0,021 0,000
I/RHIPER,n=8 0,394 0,997
PCHIPER,n=5 0,640

POCHIPER,n=8

NOTA: I/R, isquemia e reperfusdo. PC, isquemia e reperfusdo com pré-
condicionamento. POC, isquemia e reperfusdo com pdés-condicionamento. I/RHIPER,
isquemia e reperfusdo hipercolesterolémico. PCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pré-condicionamento hipercolesterolémico. POCHIPER, isquemia e reperfusdo com

pos-condicionamento hipercolesterolémico. n, nUmero de animais

ADMA plasmatica (Tabela 7)

Os niveis plasmaticos de ADMA foram similares entre os grupos em dieta
habitual. Nos animais em dieta hiperlipidica, observaram-se niveis mais elevados,
porém sem significancia entre os grupos. Somente no grupo PCHIPER, a ADMA
encontrou-se  significantemente elevada quando comparada aos animais

normocolesterolémicos (Tabela 8).
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Tabela 7 — ADMA plasmatica dos animais antes do infarto do miocardio experimental

GRUPO N MEDIA EAE\ES)\R/,IE(\)(S MINIMO  MAXIMO
(nmol/)l

IIR 10 0,97+0,04 0,13 0,81 1,18
PC 7 0,93%0,05 0,14 0,77 0,19
POC 8 0,97+0,04 0,14 0,76 1,18
I/IRHIPER 8 1,20+0,06 0,19 0,83 1,45
PCHIPER 5 1,27+0,08 0,19 0,99 1,51
POCHIPER 8 1,20+0,08 0,25 0,89 1,67

NOTA: I/R, isquemia e reperfusdo. PC, isquemia e reperfusdo com pré-
condicionamento. POC, isquemia e reperfusdo com pdés-condicionamento. I/RHIPER,
isquemia e reperfusdo hipercolesterolémico. PCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pré-condicionamento hipercolesterolémico. POCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pos-condicionamento hipercolesterolémico. p=0,001. MEDIA, inclui desvio padrdo da

média. N, nimero de animais. pumol/I, micromol por litro
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Tabela 8 - Probabilidade de significancia (p) entre a ADMA dos animais. Teste

de Tukey para discriminar diferengas entre 0s grupos

GRUPO I/R PC POC I/RHIPER PCHIPER POCHIPER
I/R,n=10 0,999 1,000 0,080 0,038 0,083
PC,n=7 0,999 0,059 0,027 0,061
POC,n=8 0,102 0,047 0,105
I/RHIPER,n=8 0,984 1,000
PCHIPER,n=5 0,983

POCHIPER,n=8

NOTA: I/R, isquemia e reperfusdo. PC, isquemia e reperfusdo com pré-
condicionamento. POC, isquemia e reperfusdo com pdés-condicionamento. I/RHIPER,
isquemia e reperfusdo hipercolesterolémico. PCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pré-condicionamento hipercolesterolémico. POCHIPER, isquemia e reperfusdo com

pos-condicionamento hipercolesterolémico. n, nUmero de animais

Tamanho do infarto (Tabela 9)

Nos animais normocolesterolémicos, observou-se um menor tamanho do infarto
nos grupos submetidos ao pré e pos-condicionamento isquémico (PC e POC).
Entretanto no PC néo se detectou diferenca estatistica quando comparado ao grupo
I/R. Nos hipercolesterolémicos ndo se observou diferenca estatistica nos grupos
PCHIPER e POCHIPER, ambos submetidos a cardioprote¢édo, quando comparados ao

I/RHIPER. Comparando-se os animais em dieta habitual e hiperlipidica de mesmo
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protocolo, ndo se observaram diferencas estatisticamente significantes nos tamanhos

dos infartos (Tabela 10) (Figuras 6 a 11).

Tabela 9 — Tamanho do infarto do miocardio experimental dos animais oito dias apés

oclusdo da artéria coronaria descendente anterior

GRUPO N MEDIA EAEES);{%)(S MINIMO  MAXIMO
(%)

I/IR 10 12,31+1,37 4,34 4,77 16,94
PC 7 8,25+1,87 4,95 2,4 18,15
POC 8 6,10+0,95 2,70 2,36 10,43
I/IRHIPER 8 7,95+0,84 2,38 4,35 10,76
PCHIPER 5 13,55+1,16 2,60 10,54 16,64
POCHIPER 8 8,00+1,62 4,57 2,94 15,18

NOTA: I/R, isquemia e reperfusdo. PC, isquemia e reperfusdo com pré-
condicionamento. POC, isquemia e reperfusdo com pdés-condicionamento. I/RHIPER,
isquemia e reperfusdo hipercolesterolémico. PCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pré-condicionamento hipercolesterolémico. POCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pos-condicionamento hipercolesterolémico. p=0,004. MEDIA, inclui desvio padrdo da

média. N, nimero de animais. %, porcentagem
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Tabela 10 - Probabilidade de significancia (p) entre os valoes do infarto do
miocérdio experimental dos animais. Teste de Tukey para

discriminar diferencas entre 0s grupos

GRUPO I/R PC POC I/RHIPER PCHIPER POCHIPER
I/IR, n=10 0,278 0,016 0,176 0,991 0,186
PC,n=7 0,882 1,000 0,188 1,000
POC,n=8 0,924 0,016 0,916
I/RHIPER,n=8 0,126 1,000
PCHIPER,n=5 0,132
POCHIPER,n=8

NOTA: I/R, isquemia e reperfusdo. PC, isquemia e reperfusdo com pré-
condicionamento. POC, isquemia e reperfusdo com pdés-condicionamento. I/RHIPER,
isquemia e reperfusdo hipercolesterolémico. PCHIPER, isquemia e reperfusdo com
pré-condicionamento hipercolesterolémico. POCHIPER, isquemia e reperfusdo com

pos-condicionamento hipercolesterolémico. n, nUmero de animais



Figura 6. Delimitacao da area de infarto do miocardio experimental em um animal do

grupo I/R. Seta (===b) area de infarto (MASSON)

Figura 7. Delimitacdo da area de infarto do miocardio experimental em um animal do

grupo PC. Seta ( ==mp), area de infarto (MASSON)
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Figura 8. Delimitacao da area de infarto do miocardio experimental em um animal

do grupo POC. Seta (wmp), drea de infarto (MASSON)

Figura 9. Delimitac&o da area de infarto do miocardio experimental em um animal

do grupo I/RHIPER. Seta ( mmmp ), area de infarto (MASSON)
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Figura 10. Delimitacdo da area de infarto miocardio experimental em um animal do

grupo PCHIPER. Seta ( mmp), area de infarto (MASSON)

Figura 11. Delimitacdo da area de infarto do miocardio experimental em um animal

do grupo POCHIPER. Seta ( mmp ) area de infarto (MASSON)
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Correlacéo entre CT sérico e tamanho do infarto experimental

A correlacdo, quando se analisaram todos os animais, foi -0,114 (p=0,449).
Quando se correlacionou grupo a grupo, observou-se, para o grupo I/R -0,371
(p=0,292), para o grupo PC -0,045 (p=0,924), para o grupo POC 0,144 (p=0,734), para
o grupo I/RHIPER 0,098 (p=0,817), para o grupo PCHIPER -0,194 (p=0,755), para o
grupo POCHIPER -0,071 (p=0,867). Ao correlacionarem-se todos os animais em dieta
habitual, observou-se um coeficiente de -0,253 (p=0,223). Nos animais

hipercolesterolémicos, observou-se um coeficiente de -0,226 (p=0,325).

Correlcao entre ADMA plasmatica e tamanho do infarto experimental

A correlacdo, quando se analisaram todos os animais, foi -0,077 (p=0,611).
Quando se correlacionou grupo a grupo, observou-se, para o grupo I/R -0,020
(p=0,956), para o grupo PC -0,753 (p=0,051), para o grupo POC 0,090 (p=0,832), para
o grupo I/RHIPER -0,330 (p=0,425), para o grupo PCHIPER -0,431 (p=0,469) e para o
grupo POCHIPER -0,057 (p=0,893). Ao correlacionarem-se todos animais em dieta
habitual, observou-se um coeficiente de -0,179 (p=0,393). Nos animais

hipercolesterolémicos, observou-se um coeficiente de -0,055 (p=0,814).

Correlcdo entre CT sérico e ADMA plasmatica

A correlagdo, quando se analisaram todos os animais, foi 0,536 (p=0,000).

Quando se correlacionou grupo a grupo, observou-se, para o grupo I/R -0,170
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(p=0,639), para o grupo PC 0,187 (p=0,688), para o grupo POC -0,511 (p=0,196), para
o grupo I/RHIPER -0,272 (p=0,515), para o grupo PCHIPER 0,722 (p=0,168) e para o
grupo POCHIPER 0,465 (p=0,245). Ao correlacionarem-se todos animais em dieta
habitual, observou-se um coeficiente de -0,190 (p=0,363). Nos animais

hipercolesterolémicos, observou-se um coeficiente de 0,176 (p=0,445).

PDF do ventriculo esquerdo 5 min antes e 5 min apds o infarto experimental (Figura 12)

Observou-se uma maior PDF nos 5 min apGs o infarto experimental em todos os
animais, independente da dieta utilizada, sem diferencas entre os grupos. Também nao
se observou diferencas nas pressdes entre todos 0s grupos, independente da dieta

utilizada, antes do infarto experimental.

18 1
16

14 -
12

PDF (mmHg)

-
Ok 3o

Fre Pos Fre Fos FPre Pos Fre Fos FPre Fos Pre Fos
IR FC POC IIRHIFER FCHIFER FOCHIFER

Figura 12. Presséao diastdlica final média 5 min antes e depois do infarto do miocardio

experimental em todos os grupos. mmHg, milimetros de mercurio



Analise de Variancia para Medidas Repetidas

Ho: 0,171 Os perfis de médias sao paralelos
Ho. 0,362 Os perfis de médias sdo coincidentes

Hos 0,000 As médias do momento PRE s3o diferentes do momento POS
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4. DISCUSSAO
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No cenéario do infarto agudo do miocérdio, quando todas as medidas preventivas
falham, tornam-se importantes a reperfusédo precoce, uma realidade mesmo longe dos
grandes centros, e as medidas cardioprotetoras que elicitam mecanismos endbégenos
inerentes ao midcito, como o pré e o pds-condicionamento isquémico, a despeito das

dificuldades de torna-las aplicaveis na prética, principalmente, o pré-condicionamento.

Em nosso estudo, observou-se nos animais controles um efeito benéfico do
pos-condicionamento isquémico sobre o tamanho do infarto, enquanto no pré-
condicionamento, apesar da reducéo da lesdo, ndo se encontrou diferencas estatisticas
em relacio ao grupo isquemia/reperfusdo isoladamente. Nos animais
hipercolesterolémicos, observou-se a auséncia dos efeitos salutares de ambas as
formas de cardioprotecdo. A ADMA elevou-se significantemente somente no grupo
PCHIPER, porém ndo houve correlacdo entre ela e o tamanho do infarto em nenhum

dos grupos.

Uma dieta rica em colesterol a 2%, durante oito semanas, proporcionou um
aumento no peso e no CT sérico dos animais (Tabelas 3 e 5). A auséncia de diferenca
estatistica na mortalidade entre os grupos (Tabela 2) mostrou que a
hipercolesterolemia e o excesso de peso ndo foram determinantes nos resultados
encontrados no que se refere a extensdo do dano miocardico. Em outras palavras,

eles, isoladamente, ndo contribuiram para uma maior mortalidade.

Um grande nimero de modelos animais de laboratério tém sido testados,*’™
como o rato, no qual podemos induzir hipercolesterolemia com dietas ricas em

triglicerideos e colesterol, com ou sem &cido célico.*”® Em nossa pesquisa utilizou-se
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uma dieta rica em colesterol (a 2%), numa mistura que também continha carbohidratos,
proteinas, triglicerideos, acido cdlico, vitaminas e minerais, estes dois Ultimos de

acordo com as recomendacdes do “American Institute of Nutrition” (AIN-93G).!"®

Apesar da diferenca observada no nivel de CT entre os animais em dieta
habitual e aqueles com dieta hipercolesterolémica (Tabela 5), os niveis absolutos
alcancados pelo segundo grupo ndo foram tdo superiores quando comparados aos
encontrados por Matos et al.'”” Estes autores usaram componentes dietéticos similares
aos Nossos e por um mesmo periodo de tempo. Nao encontramos uma explicacao
clara para tal achado, apesar dos animais hipercolesterolémicos terem tidos seus
pesos médios significantemente elevados em todos os grupos (Tabela 3). Sabemos
gue o rato tem a caracteristica de ser resistente a hipercolesterolemia e aterosclerose

experimentais.’®1"°

Bartus et al.'”®

mostram que o0s ratos, além de serem resistentes a
hipercolesterolemia, apresentam resisténcia a disfuncdo endotelial induzida por niveis
elevados de colesterol, o que ndo € observado quando 0s mesmos estdo
hipertrigliceridémicos. Estes mesmos autores também mostram a auséncia de efeito da

° Por outro lado, em um estudo

hipercolesterolemia sobre a resposta inflamatdria.*®
piloto, nosso grupo observou que uma dieta rica em colesterol por 10 semanas, néo

menos que isso, provocou disfuncéo endotelial em ratos.®

Dados da literatura mostram uma evidente associacao entre a ADMA plasméatica

131
L.

e 0S niveis séricos de colesterol em humanos, principalmente o LD Como

observou-se em coelhos e macacos, uma dieta rica em colesterol, que produz
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aterosclerose experimental, eleva os niveis plasmaticos de ADMA, com consequente

disfuncdo endotelial.*?**%°

Em nosso estudo, a dieta hipercolesterolémica, por 8
semanas, foi suficiente para elevar os niveis de CT, porém ndo se observou uma
consistente e significante elevacdo nos niveis de ADMA (Tabela 7), apesar dos
mesmos encontrarem-se em niveis mais elevados do que no grupo controle. Vale
ressaltar que ndo dosamos as fracbes de colesterol, como o HDL e LDL. Talvez esta

ultima fracdo ndo tenha se elevado a niveis suficientes para que possam ter

influenciado a ADMA plasmatica.

Apenas o grupo hipercolesterolémico que se submeteu ao protocolo do pré-
condicionamento isquémico (PCHIPER) teve o0s niveis de ADMA e CT
significantemente elevados, quando comparados aos grupos normocolesterolémicos
(Tabelas 5 e 7), um achado relevante de nossa pesquisa, especialmente quando o
comparamos com o grupo PC, no qual foi usado o mesmo protocolo de protecao
miocéardica. Outros modelos experimentais de elevacdo da ADMA plasmatica sao
descritos, tais como ratos diabéticos.*?>**>¥2 Como a LDL-ox é implicada na elevacéo

da ADMA, através de sua acdo sobre a inibicdo da atividade da DDAH,**

uma
alternativa de modelo experimental seria a injecdo daquela subfracdo de lipoproteina
modificada com oxidantes nos animais, com a intencédo de provocar elevacdo da ADMA

e consequente inibicdo da NOS e disfuncéo endotelial.

A medida do tamanho do infarto em nosso experimento foi uma percentagem da
area transversa total do ventriculo esquerdo (Figura 9) e ndo uma percentagem da area
em risco, como bem demonstram Kloner e Dow'® quando usam um modelo de

avaliacdo aguda do tamanho do infarto com o trifeniltetrazolium para delimitar o
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miocardio viavel dentro da area em risco. Se tivéssemos usado este modelo, talvez
obteriamos uma &rea infartada proporcionalmente maior. O nosso modelo de infarto
com reperfusdo e sobrevida pode também ter contribuido, de algum modo, para uma
menor extensdo da lesdo miocardica, a despeito de a reperfusao “per se” contribuir

para a necrose do miécito.”

O sacrificio dos animais no oitavo dia pés-infarto também pode ter contribuido
para uma zona menor de fibrose e menor marcacao pelo tricromio de Masson. No
periodo de tempo utilizado (oito dias), podemos encontrar células ainda vivas, porém
inviaveis, e que seriam certamente substituidas por tecido de reparacdo. Também, o
tempo de isquemia letal utilizado, 30 min, talvez ndo tenha sido suficiente para
proporcionar maiores danos aos miocitos. Outros tempos de isquemia letal também sao
utilizados em estudos que tiveram como objetivo avaliar o tamanho do infarto agudo do

miocardio em ratos.*®®

A hipercolesterolemia néo interferiu no tamanho do infarto quando se utilizou
somente isquemia e reperfusdo (Tabela 9). Observou-se de fato uma menor extensao
do mesmo, porém ndo se constatou significancia estatistica entre estes dois grupos de
mesmo protocolo (I/R e I/RHIPER). O excesso de colesterol, em nosso estudo, pode ter
contribuido para uma menor extenséo da lesdo miocardica, pelo menos na situacdo em
gue se usou apenas isquemia e reperfusdo isoladamente. Este achado é comparavel
ao que mostra Girod et al.'**, ao usarem camundongos com dieta rica em colesterol,
entretanto ndo encontramos explicacdes Obvias na literatura de tal vantagem da

hipercolesterolemia.
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Outros autores mostram a influéncia negativa da hipercolesterolemia sobre a
lesdo isquemia/reperfusdo miocardica em cobaias.”>"> O mesmo é demonstrado em
humanos e ratos diabéticos que reproduzem a sindrome metabdlica encontrada no

homem e associada a disfuncdo endotelial.”>"

Todos o0s outros grupos
hipercolesterolémicos também ndo apresentaram uma area de infarto maior, com

significancia estatistica, quando comparados ao normocolesterolémicos (Tabela 10).

Quando se avaliou os efeitos das medidas cardioprotetoras nos grupos com
dieta habitual (Tabela 9), observou-se um significante tamanho menor do infarto no
grupo submetido ao pds-condicionamento isquémico (POC). O mesmo ndo se
observou no grupo submetido ao infarto com pré-condicionamento isquémico (PC).
Neste ultimo, o tamanho médio do infarto foi menor, porém sem atingir significancia
estatistica (Tabela 10), todavia, quando comparado ao grupo I/R, observamos uma
tendéncia de beneficio desta forma de cardioprotecédo nestes animais. Nossos achados
sdo comparaveis ao encontrado na literatura, que mostra a extensdo dos beneficios
destes fendbmenos cardioprotetores a varias espécies, além do ser humano, estando os

roedores incluidos.®®

Nos animais hipercolesterolémicos, ndo se observou os efeitos salutares do pré
e pés-condicionamento, com a extensdo do dano miocardico nos mesmos sendo até
maior quando comparados aos submetidos somente a isquemia e reperfusdo, porém
sem siginificancia estatistica (Tabelas 9 e 10). Este fato também é observado no

homem e esté correlacionado com os niveis aumentados de CT e LDL.®* Contrapondo-

se aos nossos resultados e aos da literatura, ha relatos de auséncia de influéncia
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negativa da hiperlipidemia no efeito benéfico do pré-condicionamento miocéardico

classico sobre o coracdo de animais.?*®’

Compartilhamos a opinido de Ferdinandy et al.”’

que, ao analisarem tais
contradi¢bes, afirmam que, em alguns modelos animais de aterosclerose, observa-se
uma disfuncao hepatica importante que altera a fisiopatologia complexa da dislipidemia
que pode interferir nos mecanismos intrinsecos da cardioprotecdo, abolindo-a, uma
explicagdo para nossos achados. Por outro lado, sabemos da resisténcia do rato para
aterosclerose e para uma dislipidemia mais acentuada, fato observado em nosso
experimento, e, seguindo este raciocinio, esperavamos uma ac¢ao benéfica sobre o

tamanho do infarto nos ratos hipercolesterolémicos submetidos ao pré-

condicionamento miocardico isquémico classico.

A observacédo de que o pdés-condicionamento isquémico do miocardio também
nao atuou em nossos animais hipercolesterolémicos contribui para alimentar a
controvérsia encontrada na literatura. Existem autores que relatam resultados similares
ao nosso, nos quais o dano tecidual ndo foi menor em animais hipercolesterolémicos
submetidos a esta mais recente forma de reperfusdo modificada, que ¢é

cardioprotetora.®>%

Todavia, também encontramos uma reducdo do tamanho do
infarto em animais hipercolesterolémicos submetidos ao pds-condicionamento

miocardico isquémico.®

Vérios autores, que mostram resultados similares ao nosso, propdem teorias
que procuram explicar a auséncia da cardioprotecdo em  animais

hipercolesterolémicos,”®®' dentre elas temos a reduzida biodisponibilidade do NO, que
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pode ter contribuido para a auséncia dos efeitos benéficos do pré e pos-
condicionamento isquémico do miocardio aplicados nos mesmos, resultado encontrado
no nosso experimento. No pré-condicionamento miocardio tardio, seu papel esta bem
descrito,'®® entretanto, sua importancia na forma classica enseja ainda algumas
discussées.'® Em relacdo ao pds-condicionamento miocardico, também encontramos

8

evidéncias do NO no mecanismo cardioprotetor intrinseco,’® onde a importancia dele

foi evidenciada.*

A baixa biodisponibilidade do NO na hipercolesterolemia pode ocorrer as custas
do aumento na ADMA. Os niveis de ADMA plasmatica ndo apresentaram diferencas
significativas entre os grupos normocolesterolémicos, nos quais os valores encontrados

estavam dentro da faixa de normalidade para o método utilizado,**®

um resultado ja
esperado (Tabela 7). Os valores médios nos grupos hipercolesterolémicos, apesar de

mais elevados, foram semelhantes, também sem diferenca estatistica.

Na comparacdo entre os animais em dieta habitual e hipercolesterolémica de
mesmo protocolo, somente no grupo PCHIPER a ADMA elevou-se de maneira
significativa quando comparada aos animais em dieta habitual (Tabela 8),
especialmente o grupo PC. E interessante notar que neste grupo foi observado um
infarto do miocéardio de tamanho maior, constatacao esta que pode nos levar a inferir
gue a ADMA elevada e consequente reduzida disponibilidade de NO contribuiram para
uma maior quantidade de necrose miocéardica. Por outro lado, esta observacéo ocorreu

somente neste grupo, e ndo se repetiu nos demais com dieta rica em colesterol.
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A implicagéo da elevacdo da ADMA e, indiretamente, o bloqueio da NOSe é uma
hipétese, na nossa concepcdo, bastante razoavel para a auséncia dos efeitos

benéficos tanto do pré como do pds-condicionamento miocardico. Como bem relatam

168 169
l. .77

Vegh et a e Penna et a a infusdo de L-NAME aboliu a acdo do pré-
condicionamento miocardico classico e do pds-condicionamento miocardico. Sabemos
da importancia do NO no mecanismo intrinseco das formas de cardioprotecdo aqui
estudadas, principalmente no pré-condicionamento miocéardico tardio, com menores
implicagbes na forma classica e no pds-condicionamento miocardico. Porém existem
ainda controvérsias na literatura, e este papel do NO ainda ndo esta estabelecido

definitivamente.

N&o encontramos correlagéo entre os niveis de ADMA plasméatica e o tamanho
do infarto do miocardio quando comparamos todos os grupos independentemente, ou
somente 0s animais normocolesterolémicos e hipercolesterolémicos entre si ou quando
agrupamos todos os animais, independentemente da dieta a que foram submetidos. Tal
achado contraria nossa hipotese de que a ADMA é um marcador de maior dano
miocéardico e responsavel pela auséncia da cardioprotecdo observada nos animais
hipercolesterolémicos. Mais pesquisas basicas serdo necessarias, talvez usando um
modelo animal mais adequado de disfuncédo endotelial associada a niveis patolégicos
deste inibidor da NOS. Uma alternativa sera mostrar uma acdo direta da ADMA,
infundindo-a no animal, no momento da isquemia e reperfusdo, com e sem as medidas

cardioprotetoras aqui estudadas.

Na correlagdo entre CT e ADMA, quando se observou todos os animais

conjuntamente, encontramos uma correlacdo positiva com significaAncia estatistica, o
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gue prova que a hipercolesterolemia realmente contribui para aumentar a ADMA
plasmatica, como mostrou nosso estudo. Porém, na andlise grupo a grupo, esta
correlacdo ndo se mostrou sempre positiva e significante, talvez porque o numero de

animais de cada grupo néo foi suficiente para demonstrar esta relagao.

Ao se correlacionar CT e tamanho do infarto, ndo se observou nenhuma
influéncia entre estas duas variaveis. Tal fato nos mostra que a hipercolesterolemia
“per se” ndo é capaz de ser um marcador de pior ou melhor prognéstico na situacéo de
infarto agudo do miocardio, porém ficou evidente que a mesma pode abolir, mesmo
gue indiretamente, os efeitos salutares do pré e pds-condicionamento isquémico do
miocéardio. Entretanto, na isquemia e reperfusdo isoladas, nossos achados foram
surpreendentes, o0 que contribuira para ampliarmos a discusséao da hipercolesterolemia

no cenario do infarto agudo do miocéardio.

A avaliacdo da extensdo do infarto também foi realizada através da andlise da
PDF dos animais 5 min antes do protocolo isquémico e 5 min apos o0 mesmo (Figura
12). A auséncia de diferenca entre os grupos no momento pré-infarto revela uma
uniformizacéo da técnica em todos os animais, que se encontravam naquele momento
em condicbes hemodinamicas iguais, onde se deduz nao ter havido situacdes que
possam ter interferido no tamanho do infarto quando comparamos 0s animais nos
diferentes grupos. Aos cinco minutos pos-infarto, também n&o encontramos diferencas
significativas nas pressdes de enchimento ventricular esquerdas, talvez pelo fato de o
tamanho dos infartos ter sido semelhante entre os grupos, com excec¢éo do grupo POC.
A PDF em cada grupo elevou-se de maneira significativa quando comparamos 0S

momentos pré e pos-infarto, servindo de referéncia para a eficacia da técnica.



5. CONCLUSAO
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O presente estudo, de acordo com o0s resultados apresentados, levou-nos as

seguintes conclusoes:

1. A hipercolesterolemia nos ratos aboliu o efeito benéfico sobre o dano miocardico do

pré e pds-condicionamento isquémico;

2. Os niveis sanguineos de colesterol total e ADMA ndo se correlacionaram com o
tamanho do infarto agudo do miocardio nos ratos com dieta habitual e
hipercolesterolémica, submetidos a isquemia e reperfusdo associados com pré e pos-

condicionamento isquémico;
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