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Efeitos do pos-condicionamento isquémico na
funcao ventricular esquerda de coracoes isolados

de ratos

Effects of ischemic postconditioning on left ventricular function of isolated rat hearts

Bruno Botelho PINHEIRO?, Alfredo Inacio FIORELLI?, Otoni Moreira GOMES?

RBCCV 44205-1048

Resumo

Objetivo: Avaliar os efeitos do pds-condicionamento
isquémico na funcgdo ventricular esquerda de coragdes
isolados de ratos.

Métodos: Corag0es isolados de 24 ratos Wistar foram
submetidos a perfusdo pelo método de Langendorff
modificado e distribuidos em trés grupos: Grupo I - controle
(n=8); Grupo Il — trés ciclos de pés-condicionamento de 10/
10s (n=8); Grupo 11 - trés ciclos de pds-condicionamento de
30/30s (n=8). Apos estabilizagao de 15min, os coragdes foram
submetidos a 20min de isquemia e subseqiientes 20min de
reperfusdo. A frequéncia cardiaca (FC), o fluxo coronariano
(FCo), a pressao sistolica (PS), a contratilidade (+dP/dt max)
e avelocidade de relaxamento (-dP/dt max) miocardico foram
medidas nos tempos 0 (pré-isquemia) e 5, 10, 15 e 20min de
reperfusdo. Utilizado método estatistico ANOVA com Teste
de Tukey para diferencas entre grupos, com significancia
menor que 0,05 (P< 0,05).

Resultados: A FC, em bpm, reduziu em todos 0s grupos
apos 20min de reperfusdo, sem diferenga estatistica (GI 232,5
+36,8; GI1241,8 +46,7; GI11249,4 + 40,4; P>0,05). O mesmo
ocorreu com a PS, em mmHg, (GI 132,6 + 49,3; GII 140,8 +
43,1; GI11 112,6 + 33,2; P>0,05), FCo, em ml/min, (GI 18,5 +
4,6; Gl 21,4 +4,4; Gl 22,1 +9,0; P>0,05) e -dP/dt max, em
mmHg/s, (GI 1490,6 +512,0; GI1 1770,4 + 406,6; G111 1399,1
+ 327,4, P>0,05). A +dP/dt max, em mmHg/s, reduziu
significativamente exceto no Grupo Il (GI 1409,0 + 415,2;
GI111917,3+403,1; GI111344,8 + 355,8), (Gl vs. GI, P=0,04)
e (Gl vs. GllI, P=0,02).
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Conclusdo: O pds-condicionamento isquémico com trés
ciclos de 10/10s de reperfusdo/isquemia foi capaz de
preservar a contratilidade miocardica em coragdes isolados
de ratos apds 20min de isquemia.

Descritores: Isquemia miocardica. Reperfusao miocardica.
Parada cardiaca induzida. Fisiologia cardiovascular.

Abstract

Objective: To assess the effects of ischemic
postconditioning on left ventricular function in isolated rat
hearts.

Methods: Twenty-four Wistar rats were used. These
hearts underwent perfusion by modified LANGERDORFF
method and distributed into three groups: GI - control (n=8);
GII - three cycles of postconditioning of 10/10s (n=8); GIII -
three cycles of postconditioning of 30/30s (n=8). After a 15min
stabilization period, all hearts underwent 20min of global
ischemia following 20min of reperfusion. In the times 0
(control), 5, 10, 15 and 20min of reperfusion, the heart rate
(HR), the coronary flow (CoF), the systolic pressure, the
(+dP/dt max) contractility and (-dP/dt max) velocity of
relaxation were measured. Data were analyzed by ANOVA
method followed by Tukey’s test for differences between
groups and P < 0.05 was considered significant.

Results: The HR (bpm) decreased in all groups after 20min
of reperfusion without statistical differences among them
(G1232.5+36.8; GI1241.8+46.7; G111 249.4+40.4;P>0.05). The
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same occurred with the systolic pressure (mmHg) (Gl
132.6+49.3; G11140.8+43.1; Gl11 112.6+33.2; P>0.05), coronary
blood flow (GI 18.5+4.6; GIl 21.4+4.4; G111 22.1+9.0; P>0.05)
and -dP/dt max (mmHg) (GI 1490.6+512.0; GI1 1770.4+406.6;
GIll 1399.1+327.4; P>0.05). The +dP/dt max (mmHg)
decreased significantly in all groups except in group 11 (Gl
1409.0+415.2, GI1 1917.3+403.1, GI11 1344.8+355.8) (GlI vs
Gl,P=0.04; Gllvs GlII, P=0.02).

INTRODUCAO

No infarto agudo do miocéardio, o restabelecimento do
fluxo coronariano, seja pela trombdlise ou angioplastia
priméria, € essencial para preservar o miocardio viavel. O
tamanho da area de infarto é fator determinante da extensao
do remodelamento ventricular e progndstico dos pacientes
[1,2]. A reperfusdo precoce é o tratamento definitivo para
reduzir a area de infarto, a disfuncéo contratil do ventriculo
esquerdo e a apoptose. Entretanto, a reperfusdo carrega
per se o risco potencial de exacerbar a injdria tecidual
presente no final da isquemia - fenémeno conhecido como
lesdo de reperfusao [3,4].

Em 2003, um fendmeno denominado pds-
condicionamento isquémico foi descrito por Zhao et al. [5].
Tratava-se de breves e repetidos episodios de reperfuséo
e isquemia imediatamente ap6s um periodo de isquemia
sustentada, produzindo menor injlria miocardica. Em seu
estudo inicial, utilizando coracao de cées in situ, os autores
realizaram a ligadura da artéria interventricular anterior por
60 minutos (min), seguida de 3 horas (h) de reperfusdo
(controle). Trés ciclos de reperfusdo e isquemia, ambas com
igual duracdo de 30 segundos (s), imediatamente antes da
reperfusdo de 3h, foram empregados no grupo de pés-
condicionamento, resultando numa reducéo de 44% da area
com infarto em relacdo ao grupo controle [5].

As caracteristicas temporais do pds-condicionamento
sdo de extrema importancia. No coracéo isolado de rato, o
algoritmo de reperfusdo e isquemia, ambas com igual
duracdo de 30s, ndo diminui a &rea com infarto [6,7]. N&o foi
encontrada na literatura indexada (Medline/Pubmed)
avaliacdo funcional de coracéo isolado de ratos submetidos
aalgoritmos diferentes de p6s-condicionamento isquémico.

O objetivo da presente investigacdo foi avaliar os efeitos
do pés-condicionamento isquémico na funcdo ventricular
esquerda de coracdes isolados de ratos, submetidos a dois
algoritmos temporais diferentes de reperfuséo e isquemia.

METODOS

O protocolo foi aprovado pela Comisséo de Etica da
Fundacdo Cardiovascular Sdo Francisco de Assis Hospital,
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Conclusion: The ischemic postconditioning by three
cycles of reperfusion/ischemia of 10/10s demonstrated to be
effective for preservation of the myocardial contractility in
isolated rat hearts which had undergone 20min of ischemia.

Descriptors: Myocardial ischemia. Myocardial
reperfusion. Heart arrest, induced. Cardiovascular

physiology.

sendo os animais tratados conforme os principios éticos
na Experimentacdo Animal estabelecidos pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) [8].

Foram utilizados coracdes isolados de 24 ratos albinos
da raca Wistar, sem distin¢do de sexo, com peso variando
entre 280g e 3159, média de 296,5 + 4,3g. Ap6s anestesia
inalatéria com éter etilico, administracdo de 500Ul de
heparina sistémica e toracotomia, seus corac@es foram
isolados e imediatamente colocados em perfusdo com
solucdo de Krebs-Henseleit [9], equilibrada com 95% de
0,e 5% de CO,, e mantida em condicdes controladas de
temperatura e pressdo de perfusdo, em equipamento
descartavel [10] (Modelo Comex Ind. & Com. Ltda - MG)
baseado no utilizado pioneiramente por Langendorff [11].
Os registros presséricos e da frequiéncia cardiaca foram
processados por biomonitor (BESE/ Bioengenharia Ltda.-
MG, Modelo DH 073) e impressos para anélise e estudo
comparativo em impressora matricial (Epson LQ- 1070).
O fluxo coronariano foi aferido pelo volume minuto
efluente das cavidades cardiacas e recolhido em frasco
de vidro graduado.

Os coracdes foram distribuidos em trés grupos: Gl -
Controle (n=8) - isquemia por 20 min, feita pela interrup¢éo
da perfusdo coronariana, e reperfusdo por 20 min; GlI -
pos-condicionamento 10/10s (n=8) - isquemia por 20min,
seguida de trés ciclos de reperfusdo e isquemia, ambas com
igual duracdo de 10s, e reperfusdo por 20min; GlII - p6s-
condicionamento 30/30s (n=8) - isquemia por 20min, seguida
de trés ciclos de reperfusao e isquemia, ambas com igual
duracédo de 30s, e reperfusdo por 20min (Figura 1).

Depois de instalados na cdmara de perfusdo e antes de
qualquer outro procedimento, todos os cora¢es foram
mantidos por 15min para que suas funcbes se
estabilizassem. Todos os coragdes sofreram inicialmente o
mesmo tempo de 20min de isquemia antes da reperfusao.
Para fins de analise das varidveis estudadas, considerou-
se 0 tempo controle (t,) como aquele imediatamente antes
do periodo de isquemia. Apds o periodo de isquemia, as
variaveis foram registradas com 5min (t.), 10min (t, ) , 15min
(t,;) e 20min (t, ) de reperfusao, respectivamente.

Registrou-se a freqiiéncia cardiaca (FC), o fluxo
coronariano (FCo), as pressoes sistolica (PS) e diastdlica
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(PD). A presséo diastélica foi ajustada e mantida em 512
mmHg, exceto durante os periodos de isquemia induzida,
quando foi mantida em zero. Os efeitos sobre a contratilidade
miocardica e relaxamento do ventriculo esquerdo foram
mensurados calculando-se a primeira derivada temporal
positiva (+dP/dt ) [12] e negativa (-dP/dt ) [13] da
pressdo ventricular esquerda, a partir de medidas obtidas
nas curvas de pressdo ventricular, segundo descricdo do
método feita por Gottschall [14].

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e, subsequentemente, & anélise
paramétrica pelo método da ANOVA unidirecional
combinada com o Teste de Tukey. Os resultados foram
expressos em média + desvio padrdo e considerados ao
nivel de significaAncia menor que 5% (P < 0,05). Utilizou-se
o programa de calculos estatisticos StatsDirect verséo 2.6.5.

RESULTADOS

Os corag0es pesaram entre 1,1g e 1,6g, com média de
1,3+ 0,02g. N&o foram observadas diferencas significantes
entre os pesos dos coragdes nos diferentes grupos (P=0,68).

A FC reduziu em todos os grupos apds 20min de
reperfusdo, sem diferenca estatistica entre eles (GI 232,5 +
36,8; Gl1241,8 +46,7; Gll1 249,4 + 40,4; P>0,05) (Tabela 1). O
mesmo ocorreu como FCo (Gl 18,5+4,6; Gl 21,4 +4,4; GllI
22,1+9,0; P>0,05), comaPS (Gl 132,6 + 49,3; GI1 140,8 +
43,1;GlII 112,6 + 33,2, P>0,05), ecoma-dP/dt _ (Gl 1490,6
+512,0; GI1 1770,4 + 406,6; GI11 1399,1 + 327,4, P>0,05)
(Tabelas 2, 3 e 4).

A contratilidade miocardica reduziu progressivamente
no Gl até 20min de reperfuséo (t,= 1947,9 + 311,3;t.= 1659,8
+421,3;t,=1599,5 +447,1;t = 1526 + 424,9; tzo— 1409 +
415,2). No grupo de pos-condicionamento 10/10s (GlI),
houve queda da +dP/dt max até t, e posterior recuperagéo
(t,=1994,1 +460,7; t.= 1606, 5+310 8;t,,=1780,1+401,9;

7710
t.=1815,4+521,5; tzo— 1917,3 +403,1). No GlllI, areducéo
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Fig. 1 - Algoritmo dos diferentes grupos estudados. I, grupo
controle; 11, pés-condicionamento 10/10s; Ill, pos-
condicionamento 30/30s. t0, tempo imediatamente antes do periodo
de isquemia; t5, t10, t15, t20, correspondendo a 5min, 10min,
15min e 20min de reperfusdo, respectivamente

da +dP/dt max ocorreu em t, com manutencdo estavel do
prejuizo até t, (t,= 1673,6 + 250 t,=1439,1 +3958; t =
1521,9+435,5;t,=1492,1 +437,6; tzo- 1344,8 + 355,8). Na
comparagdo entre 0s grupos, as variagdes observadas na
contratilidade miocardica apresentaram diferencas
significativas no tempo t, (GI 1409,0 +415,2; GI11917,3 +
403,1; G111 1344,8 + 355,8) (Gl vs. GI, P=0,04; Gl vs GIII,
P=0,02), evidenciando recuperacdo contratil no grupo de

pos-condicionamento 10/10s (Tabela 5 e Figura 2).

Tabela 1. Variagdo média da frequéncia cardiaca (bpm) nos Grupos I, Il e 111

Periodos de estudo

Grupos t, t, 1 ts t,,

1 259,0+47,0 273,0£61,6 261,9+43,0 244,8+39,6 232,5+36,8
1l 243,4+32,9 255,3+45,3 245,0+38,7 246,5+35,3 241,8+46,7
1l 263,3+44,5 265,9+33,0 258,1+39,4 255,1+44,5 249,4+40,4

Grupo I - Grupo com isquemia (grupo controle); Grupo Il - Grupo pés-condicionamento 10/10s; Grupo I11 - Grupo pos-

condicionamento 30/30s; t — Tempo imediatamente antes do periodo de isquemiaet,, t

o L€ty correspondem a5, 10, 15

e 20 minutos de reperfusdo, respectivamente; bpm - batimentos por minuto; P = ndo significante entre os grupos.
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Tabela 2. Variagdo média do fluxo coronariano (ml/min) nos Grupos I, 11 e 111
Periodos de estudo

Grupos t, t, t, t t

1 20,943,5 20,6134 20,9+3,5 18,9+3,9 18,5+4,6
1 22,4435 23,3+3,8 23,1+4,3 20,5£3,5 21,4+4.4
1" 23,548,1 23,1475 22,618,4 21,848,6 22,149,0

Grupo | - Grupo com isquemia (grupo controle); Grupo Il - Grupo p6s-condicionamento 10/10s; Grupo 11 — Grupo pos-
condicionamento 30/30s; t,— Tempo imediatamente antes do periodo de isquemia e t,, t, t et correspondemas, 10, 15
e 20 minutos de reperfusdo, respectivamente; ml/min, mililitros por minuto; P = n&o significante entre os grupos.

Tabela 3. Variagdo da média da presséo sistolica (mm Hg) nos Grupos I, 11 e 111
Periodos de estudo

Grupos t, t, t, t t,

1 142,9+37,8 131,6+43,6 133,8+48,8 136,1+50,4 132,6+49,3
1 147,0+37,8 127,6+32,5 134,4437,1 139,1445,2 140,8+43,1
I 123,3+18,6 111,3+24,4 117,5429,5 120,0436,4 112,6433,2

Grupo | - Grupo com isquemia (grupo controle); Grupo Il - Grupo pds-condicionamento 10/10s; Grupo I11 — Grupo pos-
condicionamento 30/30s; t,— Tempo imediatamente antes do periodo de isquemiaet,,t,,t et correspondemas, 10, 15
e 20 minutos de reperfusdo, respectivamente; mm Hg — milimetros de mercurio; P — N&o significante entre os grupos

Tabela 4. Variagdo da média da —dP/dt max (mm Hg/s) nos Grupos I, Il e 11

Periodos de estudo

Grupos t, t, t, t, t,

1 1745,3+354,0 1605,1+437,2 1611,3+518,3 1631,4+574,5 1490,64512,0
I 1805,5+401,4 1586,8+309,8 1683,9+312,0 1775,8+434,5 1770,4+406,6
I 1620,4+251,0 1404,9+373,0 1516,1+359,0 1488,9+363,3 1399,1+327,4

Grupo | - Grupo com isquemia (grupo controle); Grupo Il - Grupo pés-condicionamento 10/10s; Grupo 11 = Grupo pos-
condicionamento 30/30s; t,— Tempo imediatamente antes do periodo de isquemia e t,, t, t et correspondemas, 10, 15
e 20 minutos de reperfusao, respectivamente; mm Hg/s — milimetros de mercurio por segundo; P — N&o significante entre
0s grupos; —dP/dt max - primeira derivada temporal negativa

Tabela 5. Variagdo da média da +dP/dt max (mm Hg/s) nos Grupos I, Il e 111

Periodos de estudo

Grupos t, t, t, t, ty

1 1947,9+£311,3 1659,8+421,3 1599,5+447,1 1526,0+424,9 1409,0+415,2
1" 1994,1+460,7 1606,5+310,8 1780,1+401,9 1815,4+521,5 1917,3+403,1%
1" 1673,6+250,0 1439,1+395,8 1521,9+435,5 1492,1+437,6 1344,8+355,8

Grupo | - grupo com isquemia (grupo controle); Grupo Il - grupo pés-condicionamento 10/10s; Grupo I1 - grupo pos-
condicionamento 30/30s; t0 - tempo imediatamente antes do periodo de isquemia e t,, U, U 1, cOrrespondema’s, 10, 15
e 20min de reperfusdo, respectivamente; mmHg/s - milimetros de mercurio por segundo; * P = 0,02 Gll em relagéo a
GlIl; P =0,04 Gll em relagdo a Gl.; +dP/dt Max - primeira derivada temporal positiva

Rev Bras Cir Cardiovasc 2009; 24(1): 31-37
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Fig. 2 - Grupo I, grupo com isquemia (grupo controle); Grupo Il,
grupo pdés-condicionamento 10/10s; Grupo 1ll, grupo pos-
condicionamento 30/30s; t0, tempo imediatamente antes do periodo
de isquemia e t5, t10, t15, t20, correspondem a 5, 10, 15 e 20min
de reperfusao, respectivamente; mmHg/s, milimetros de mercurio
por segundo; * P = 0,02 Gll em relacdo a GllI; P=0,04 Gll em
relacdo a Gl

DISCUSSAO

A restauracao do fluxo sanguineo para o miocardio
isquémico é um pré-requisito para a interrupgdo da lesao
irreversivel, entretanto, a maneira de sua aplicacdo é de
crucial importancia. Enquanto a reperfusdo gradual pode
atenuar os efeitos deletérios ap6s um evento isquémico, a
reperfusdo abrupta tem demonstrado ndo s6 aumento na
incidéncia de arritmias de reperfusdo [15] e agravamento
da disfuncdo ventricular [16,17], mas também favorecimento
do desenvolvimento da lesdo irreversivel [18-21].

Em 2003, Zhao et al. [5] demonstraram experimentalmente
em cées que 0 pds-condicionamento isquémico reduzia a
area com infarto do miocardio. Estudos subseqientes
confirmaram a presenca do mesmo comportamento em
outros modelos animais in vivo (coelhos [22], ratos [23]) e
in vitro (coelhos [24], ratos [25], camundongos [26]).

Kin etal. [23] observaram que ap6s 30min de isquemia
no coragdo in situ do rato, trés ou seis ciclos de reperfuséo
e isquemia, ambas com igual duracdo de 10s, reduziam a
area com infarto em igual proporgdo. Entretanto, quando
esses ciclos eram iniciados ap6s 1min de reperfusao, o efeito
protetor era perdido. Os primeiros segundos da reperfusdo
parecem ser criticos para 0 mecanismo de cardioprote¢do
do pos-condicionamento.

No coracdo isolado de rato, o algoritmo de reperfuséo
e isquemia de 30/30s ndo diminui a &rea com infarto [6,7].
Da mesma forma, a utilizacéo de trés ciclos de reperfuséo
e isquemia, ambas com igual duracdo de 30s, no coracgéo

in situ do porco ndo apresenta efeito cardioprotetor,
sugerindo que o algoritmo é diferente do coracéo in situ
do céo, além de variagGes em relacdo a circulagéo colateral
entre as duas espécies.

Os principais mediadores e efetores envolvidos nos
mecanismos do pos-condicionamento isquémico sdo: a
adenosina, o dxido nitrico, os canais de K* ATP-dependente,
as quinases pro-sobrevivéncia e os poros mitocondriais
permeaveis de transi¢do. A expressdo bioldgica desses
mediadores parece depender do tempo de reperfusdo/
isquemia e da espécie animal. Portanto, tem-se sugerido
que: 1) a duracdo da reperfuséo e isquemia no protocolo de
pos-condicionamento é espécie-dependente; 2) o nimero
de ciclos de reperfusdo e isquemia parece ser menos
importante do que a sua duracéo [6,7].

Na presente investigacdo, as varia¢Bes da frequéncia
cardiaca, do fluxo coronariano, da pressao sistolica e da
velocidade maxima de queda da pressdo ventricular
esquerda (-dP/dt max) ndo demonstraram diferengas
estatisticas entre os grupos em todos os tempos estudados
(P> 0,05). Constatou-se melhora significativa da fungéo
contréatil apoés 20 min de reperfusdo, pela avaliagdo da
velocidade maxima de elevacdo da pressdo ventricular
esquerda (+dP/dt max), no grupo Il em relacéo ao Gl (P=
0,04) e GllI (P=0,02). Portanto, o pés-condicionamento 10/
10s (GI1) foi efetivo na preservacao da fungdo contratil de
coragBes isolados de ratos submetidos a 20 min de isquemia
e subsequentes 20 min de reperfusdo. Contudo, o pos-
condicionamento 30/30s (GlII) ndo apresentou nenhum
efeito cardioprotetor na presente investigacao.

Dados de literatura tém sugerido que o poés-
condicionamento isquémico representa poderoso
mecanismo enddgeno de cardioprotecdo, visto que diminui
a area de infarto [5], a disfuncdo endotelial [5], a aderéncia
de neutréfilos ao endotélio vascular [6], a formacao de
espécies reativas do oxigénio [27], as arritmias de reperfusao
[15,27], o edema miocéardico [7] e a apoptose [6], podendo
exigir mudanca importante nos paradigmas da protecdo
miocérdica.

O fato do mecanismo protetor do pds-condicionamento
ndo precisar ser iniciado antes do episodio isquémico
oferece varias oportunidades interessantes ao cirurgiao
cardiovascular. O mesmo pode ser utilizado em diversas
situacBes: 1) depois de parada cardioplégica; 2) quando o
precondicionamento for dificil ou impossivel de se realizar;
3) em combinagdo com o precondicionamento; 4) durante
quadro de isquemia aguda; 5) protecdo de aloenxertos para
transplantes cardiacos.

CONCLUSAO

O pés-condicionamento isquémico com trés ciclos de
reperfusdo e isquemia, ambas com igual periodo de 10s, foi
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capaz de preservar a fungdo contratil no coracédo isolado
de ratos submetidos a 20 min de isquemia e subsequentes
20 min de reperfuséo.

10.
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