UF%GS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

O PAPEL DA ISQUEMIA E OS EFEITOS DA INSULINA ASSOCIADA A UM
INIBIDOR DO SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA SOBRE OS MECANISMOS
DE CARDIOPROTECAO A LESAO ISQUEMIA-REPERFUSAO

Tese de Doutorado

UBIRAJARA O. DE OLIVEIRA

Porto Alegre, Janeiro de 2009.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA

O PAPEL DA ISQUEMIA E OS EFEITOS DA INSULINA ASSOCIADA A UM
INIBIDOR DO SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA SOBRE OS MECANISMOS
DE CARDIOPROTECAO A LESAO ISQUEMIA-REPERFUSAO

Tese de Doutorado

UBIRAJARA O. DE OLIVEIRA

Orientadora: Dr® Maria Claudia Irigoyen: Prof® Adjunta do Depto de Fisiologia da
UFRGS, Pesquisadora da Unidade de Hipertensdo do InCor, Sao Paulo.

Co-Orientadora: Dr* Beatriz D'Agord Schaan: Prof* Adjunta do Departamento de
Medicina Interna da UFRGS e Divisdo de Endocrinologia do HCPA, Porto Alegre.

Colaboradores:

Dr® Adriane Bellé Klein: Prof* Adjunta do Depto. de Fisiologia da UFRGS;

Dr. Alvaro Reischak de Oliveira: Prof. Adjunto da Escola Superior de Educacgio Fisica
(ESEF) da UFRGS, Pesquisador do Laboratorio de Pesquisa em Exercicio da ESEF;

Dr. Licio A. Velloso: Prof. Adjunto do Depto de Clinica Médica da UNICAMP;

Dr. Luiz Carlos Rios Kucharski: Prof. Adjunto do Depto de Fisiologia da UFRGS;

Dr. Ubiratan Fabres Machado: Prof. Adjunto do Depto de Fisiologia da USP.

Tese submetida ao Curso de Pos-Graduacao em Ciéncias
Biolégicas, Area de concentracio: Fisiologia, da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, como
requisito parcial para obtencido do grau de Doutor em

Ciéncias Biologicas — Fisiologia.



“Fu tenho um sonho que... criangas vdao um dia
viver em uma na¢do onde elas ndo serdo
Julgadas pela cor da pele, mas pelo conteudo
2

de seu carater. Eu tenho um sonho hoje!...

Martin Luther King

“Todos estes que ai estdo
Atravancando o meu caminho,
Eles passardo.

Eu passarinho!”

Mario Quintana
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RESUMO

Resultados controversos tém sido obtidos em estudos experimentais e clinicos com
a infusdo de insulina e glicose na lesdo isquemia-reperfusdo, havendo muito a ser
esclarecido sobre os mecanismos deste tratamento. No coragdo, a insulina tem efeitos sobre
a utilizacdo dos substratos, fluxo coronariano, atua como antiinflamatorio e, propdem-se
efeitos diretos na sobrevivéncia celular; estes efeitos devem-se a ativagdo da via
fosfatidilinositol 3-cinase (PI3k)-Akt. As interagdes intracelulares entre os sistemas de
sinalizacdo da insulina e da angiotensina-Il s3o muitas, salientando-se a possivel
importancia do cross-talk angiotensina-II/insulina. Apesar da popularidade das preparagdes
em coracdes isolados no estudo das lesdes isquemia-reperfusao, diversos protocolos vém
sendo utilizados quanto a duracdo da isquemia, dificultanto a escolha do melhor periodo de
isquemia para se testar os efeitos de farmacos sobre a recuperacdo da funcdo cardiaca.

Nesse trabalho objetivamos: determinar o melhor tempo de isquemia para
investigar a recuperagdo funcional e a capacidade de resposta do sistema renina-
angiotensina (SRA) tecidual em coracdo isolado e os efeitos da insulina associada a um
inibidor do SRA sobre os mecanismos de cardioprotegdo a lesdo isquemia-reperfusio.

No estudo 1 investigamos a recuperagdo funcional e a capacidade de resposta do
SRA tecidual em coragdes isolados ¢ submetidos a diferentes periodos de isquemia. Os
coragdes foram submetidos a diferentes periodos de isquemia global (20, 25 ou 30 min) e
reperfundidos (30 min) com diferentes solugdes: Krebs-Henseleit (KH) (grupo KH), KH +
angiotensina-I (grupo Angio) ou KH + angiotensina-I + captopril (grupo AC). O indice de
contratilidade ventricular (dP/d#y.x) € o duplo produto foram reduzidos nos coragdes
expostos a 25 min (~73%) e 30 min de isquemia (~80%) vs 20 min de isquemia. A pressao
ventricular diastolica (PVD) e a pressdo de perfusdo (PP) aumentaram nos coracdes

expostos a 25 min (5,5 e 1,08 vezes, respectivamente) e 30 min de isquemia (6 e 1,10
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vezes, respectivamente) vs 20 min de isquemia. A angiotensina-I causou uma diminui¢do
no dP/dty. € no duplo produto (~85-94%) em todos os periodos isquémicos, € um
aumento na PVD e na PP (6,9 e 1,25 vezes, respectivamente) apenas aos 20 min isquemia.
O captopril reverteu parcialmente ou totalmente os efeitos da angiotensina-I sobre a
recuperagdo funcional, somente nos periodos 20 e 25 min de isquemia. Esses dados
sugerem que a transi¢cdo de dano pos-isquémico leve/moderado para severo ocorre apos 20
min de isquemia. Dessa forma, 20 min de isquemia ¢ o melhor periodo de tempo para se
estudar os efeitos de abordagens farmacoldgicas sobre a recuperacao funcional.

No estudo 2 investigamos os efeitos da insulina associada a um inibidor do SRA
sobre os mecanismos de cardioprotecdo a lesdo isquemia-reperfusdo. Os cora¢des foram
submetidos a um periodo de isquemia global (20 min) e reperfundidos (30 min) com
diferentes solucdes: KH (grupo KH), KH + angiotensina-l (grupo Angio), KH +
angiotensina-I + captopril (grupo AC), KH + insulina (grupo Insulina), KH + insulina +
angiotensina-I (grupo TA) e KH + insulina + angiotensina-I + captopril (grupo TAC).
Durante a recuperagdo, o grupo Angio apresentou uma redugdo de ~24% na pressdo
ventricular desenvolvida (PVDes) e de ~29% no dP/dtysx vs periodo basal, e apresentou
um aumento de ~2,7 vezes na PVD vs periodo basal, estes efeitos foram revertidos
parcialmente ou totalmente pelos tratamentos AC, IA e IAC. O grupo Angio apresentou
uma redugdo de ~24% no duplo produto vs periodo basal, este efeito foi revertido pelo
tratamento IA, que também foi maior vs grupos KH e AC. Os grupos Angio ¢ TA
apresentaram um aumento de ~20% na PP vs periodo basal, ¢ todos os grupos (exceto o
insulina) foram maiores vs grupo KH; os grupos AC e IAC ndo diferiram dos grupos
Angio e insulina. A Akt fosforilada foi maior nos grupos insulina e TA vs grupos KH
(~47% e ~42%, respectivamente) e Angio (~60% e ~55%, respectivamente), os grupos AC

e IAC nao diferem dos demais. A AMPK fosforilada foi ~31% maior nos grupos insulina,



IA e IAC vs grupos KH, Angio e AC. Os niveis de TBA-RS no grupo KH foram ~73%
maior vs outros grupos; a quimiluminescéncia também foi maior (~2,2 vezes) no grupo KH
vs outros grupos, ¢ o grupo IA foi ~35% menor vs grupo Angio. A atividade da SOD néo
foi alterada pelos tratamentos, mas a atividade da catalase foi ~28% maior no grupo KH vs
outros grupos (exceto o [A, P = 0,058) ¢ a atividade da GST foi menor no grupo insulina
vs grupos Angio e AC (~45% e ~50%, respectivamente). Os grupos Angio, AC ¢ IAC
apresentaram uma menor concentra¢do da cyz,SOD vs grupo KH (~40%, ~43% ¢ ~27%,
respectivamente), os grupos insulina e [IA ndo diferem do grupo KH. Nenhum dos
tratamentos alterou a concentracdo das enzimas GST e NOS, os niveis de NOX ou a
translocagdo do GLUT-4. Assim, a insulina ativa a via PI3k-Akt e parece exercer uma
melhor regulac@o do estado redox celular, podendo ainda ativar a AMPK e ambas atuarem
sinergicamente para um melhor perfil metabolico do miocardio. Desse modo, a insulina
administrada no inicio da reperfusdo opode-se aos efeitos deletérios da angiotensina-II e

exerce um efeito cardioprotetor.
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1. INTRODUCAO

A doenga arterial coronariana em todas as suas manifestacdes e complicagdes é
atualmente a causa lider de mortes no mundo, com 3,8 milhdes de homens e 3,4 milhdes de
mulheres morrendo a cada ano. A carga global da doenga arterial coronariana em termos
de incapacidade ajustada pelos anos de vida (DALY) ou anos de vida saudéavel perdidos ¢
projetada para aumentar de 47 milhdes DALY em 1990 para 82 milhdes DALY em 2020
[1].

No Brasil, mais de 60% dos oObitos informados em 2004 foram devidos a trés
grupos de causas principais: as doencas do aparelho circulatério (31,8%), as neoplasias
(15,7%) e as causas externas (14,2%); sendo as duas primeiras causas de morte a doenga
cerebrovascular (10,1% do total) e a cardiopatia isquémica (9,7% do total), com
proporgdes similares em ambos os sexos. Além disso, a andlise do periodo 1996-2004
mostrou um aumento no risco de morte por diabetes mellitus (30,5%) e por hipertensao
arterial (38,0%) [2].

A doenga arterial coronariana caracteriza-se pela ocluso de uma artéria coronéria,
causada por uma placa aterosclerdtica (90% dos casos) ou por um vasoespasmo, que reduz
o fluxo sangiiineo (isquemia do miocardio) resultando em hipoxia. Se o suprimento
sangiiineo as células cardiacas for restringido intensamente ou totalmente, pode causar
lesdo tecidual irreversivel (infarto do miocardio). Dependendo da localizagdo e do tamanho
do infarto, o coracdo pode tornar-se incapaz de ejetar o sangue em quantidade suficiente
para atender as necessidades metabodlicas do organismo (insuficiéncia cardiaca), que tem
multiplas conseqiiéncias clinicas, podendo inclusive ser fatal [3, 4].

Os mecanismos celulares envolvidos na patogénese da doenga arterial coronariana
sd8o complexos e envolvem a interacdo de inimeros tipos de células, incluindo células
endoteliais, leucocitos, plaquetas e miocitos. Muitas destas sdo capazes de gerar espécies
reativas de oxigénio (EROs), que podem lesar diretamente os midcitos, o endotélio e as

12



células musculares lisas, como também, podem iniciar uma série de reagdes quimicas
locais e alteracdes gé€nicas que resultam em amplificagdo da citotoxidade e/ou disfuncdo
dos midcitos [5, 6].

A doenga arterial coronariana pode causar uma sindrome coronariana aguda, cujo
tratamento envolve o uso de agentes tromboliticos ou interven¢do coronariana percutanea,
que podem efetivamente restaurar o fluxo sangiiineo do miocardio e reduzir o tamanho do
infarto [7, 8]. Embora a restauragdo do fluxo sangiiineo preserve a fung¢do do ventriculo
esquerdo e reduza a mortalidade em geral, a reoxigenag@o do miocardio inicia uma cascata
de eventos que paradoxalmente produzem disfuncdo adicional das células cardiacas
(stunning) e/ou morte celular (apoptose ou necrose), fenomeno conhecido como lesdo de
reperfusao [9, 10].

Varias intervengdes vém se mostrando capazes de proteger o miocardio da lesdo de
reperfusdo: a reperfusdo controlada (retardo na restauracdo completa do fluxo coronariano
[11] ou da pressdo de perfusdo [12]), ¢ modificacdes na solugdo de perfusdo (ex:
manuten¢do do pH 4cido [13], inibicio da bomba de Na'/Ca®' [14], adicdo de
antioxidantes [15], de insulina [16] ¢ de inibidores do sistema renina-angiotensina [17]).
Entretanto, a hipdtese de que combinagdes destes agentes farmacologicos possam ter
efeitos benéficos adicionais quando comparados ao seu uso isolado, vem sendo testada

atualmente e existe muito ainda ha ser esclarecido.

2. LESAO DE REPERFUSAO: MITOCONDRIAS E A MORTE CELULAR

A maior parte do ATP utilizado para as funcdes celulares ¢ formado nas
mitocondrias através da fosforilagdo oxidativa e da cadeia respiratoria, onde o oxigénio ¢é
utilizado como o aceptor final de elétrons, sendo reduzido a agua. Contudo, em
aproximadamente 5% desse processo o oxigénio ¢ reduzido parcialmente formando as
EROs (ex: o radical superdxido, o perdxido de hidrogénio e o radical hidroxil) que podem

13



oxidar as biomoléculas e causar danos as células [18]. Em condi¢des normais as células se
protegem dos efeitos deletérios das EROs produzindo uma variedade de antioxidantes (ex:
superoxido dismutase — SOD, catalase, glutationa peroxidase - GPX, glutationa S-
transferase — GST, glutationa, vitaminas A, Ce E ) [18].

Entretanto, durante o processo de isquemia-reperfusdo o aumento na produgdo das
EROs ¢ o acimulo de Ca*" no citosol/mitocéndrias podem causar lesdo e/ou morte celular
[19, 20]. Quando o fluxo sangiiineo ¢ interrompido, diversos processos metabolicos ¢
enzimaticos sdo afetados, ocorrendo deplecdo das reservas de ATP, aciimulo de lactato,
ativacao de proteases, reducdo dos componentes da cadeia respiratoria e diminui¢do dos
antioxidantes endogenos [5]. A reversibilidade destes processos estd relacionada
diretamente com a durag@o da isquemia [21].

Embora o beneficio da reperfusdo imediata seja indiscutivel, a reintroducido do
oxigénio inicia uma cascata de eventos que promovem lesdo tecidual adicional [5, 22]. A
reperfusdo/reoxigenacdo causa um aumento na fuga de elétrons da cadeia respiratoria,
devido a redugdo dos seus componentes provocada pela isquemia, aumentando assim a
produgdo das EROs [22, 23]. As EROs provocam lesdo endotelial, comprometendo a
liberagcdo de oxido nitrico (NOe¢) e de prostaciclina, favorecendo assim, a adesdo de
plaquetas e neutrofilos a superficie das células endoteliais [24, 25].

As plaquetas e neutréfilos aderidos as células endoteliais se tornam ativos e liberam
fatores vasoativos (ex: serotonina, fator ativador de plaquetas, ADP e tromboxano),
enzimas hidroliticas (ex: elastase e colagenase), citocinas inflamatorias (ex: interleucina-1
e fator de necrose tumoral - TNF) e EROs [22-25]. Também aceleram o recrutamento e
ativacao de outras plaquetas e neutrofilos, resultando em lesdo endotelial adicional [22-25].

Esta hiper-producio de EROs no inicio da reperfusdo aumenta o influxo de Ca*"
através dos canais de Ca®" do tipo L e causa um actmulo de Ca” no citosol [26, 27]. As

EROs podem aumentar a atividade do trocador de Na'/H*" e deste modo, elevar os niveis
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de Ca®" citosélico através de uma possivel reversdo do trocador de Na'/Ca*" [27, 28].
Adicionalmente, o acimulo de Ca*" no citosol pode aumentar pela redugdo da sua captagio
pela Ca”*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico [29].

O aumento na producdo das EROs e a sobrecarga de Ca’’ nas mitocondrias no
inicio da reperfusdo estdo relacionados com a abertura do poro de transi¢do da
permeabilidade mitocondrial (mPTP) [30]. O mPTP ¢ um complexo protéico formado
provavelmente pela translocase de adenina que sofre uma alteracdo na sua conformagao e
pela ciclofilina-D (membrana interna), ¢ por membros da familia BCL-2 (ex. BAD e BAX)
e canais de anions voltagem dependentes (membrana externa), que gera uma via de grande
condutancia. A abertura do mPTP pode causar “inchaco” da mitocondria e romper a
membrana externa, liberando citocromo-C no citosol, ativando as caspases e levando a

morte celular [30-32].

3. MECANISMOS DE CARDIOPROTECAO PELO USO DA INSULINA:

A insulina liga-se ao seu receptor na membrana celular, tornando-o ativo, este se
autofosforila e causa a fosforilacio de uma série de substratos protéicos intracelulares.
Atualmente 10 substratos do receptor de insulina ja foram identificados, 4 deles pertencem
a familia dos substratos do receptor de insulina (IRS). Outros substratos incluem Shc, Gab-
1, p60d°k, Cbl, JAK2 e APS. A fosforilagdo em tirosina dos IRS (principalmente IRS-1 e
IRS-2) cria sitios de reconhecimento para moléculas contendo dominios SH2 (homoélogos a
Src-2), dentre as quais destaca-se a fosfatidilinositol 3-cinase (PI3k) [33, 34].

Classicamente sdo conhecidos os efeitos da insulina sobre o metabolismo dos
substratos, mas este hormdnio tem muitos outros efeitos. No coragdo, a insulina tem efeitos
sobre a utilizacdo dos substratos [35], sobre o fluxo coronariano [36], atua como

antiinflamatodrio [37] e tem efeitos diretos na sobrevivéncia celular [16, 38].
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3.1. Efeitos sobre o metabolismo dos substratos

Sob oxigenag¢do normal o coracdo utiliza varios substratos para a producgdo de
energia, incluindo acidos graxos livres (AGL), glicose, lactato, piruvato e corpos cetdnicos.
Os AGL sdo responsaveis por aproximadamente 60-70% da energia produzida; sua
captagdo e oxidagdo sdo proporcionais as suas concentragdes séricas [39, 40]. Na sindrome
coronariana aguda, a privagdo de oxigénio impossibilita o miocardio de oxidar os AGL, e
esse se torna depende do metabolismo anaerdbio da glicose para produzir energia [40, 41].
Isto implica em maior translocagdo e/ou expressdo dos transportadores de glicose (GLUT-
1 e 4), para que ocorra um aumento do transporte de glicose para a célula [42, 43]. A maior
captacdo e metabolizacdo de glicose durante a sindrome coronariana aguda sdo associadas
a preservacdo da funcdo cardiaca [40, 41]. Durante a reperfusdo, a rapida e elevada
oxidacdo dos AGL causa um desacoplamento no metabolismo da glicose, que provoca
disfuncdo contratil e contribui para a lesdo de reperfusio [44, 45].

Aproximadamente 50% dos pacientes com infarto agudo do miocardio apresentam
hiperglicemia na admissdo hospitalar, secundaria ao estresse como conseqiiéncia do
aumento de cortisol e noradrenalina ou por diabetes sem diagnostico prévio [46]. A
deficiéncia de insulina absoluta ou relativa, caracteristica do diabetes, causa uma reducdo
do GLUT-1 e 4, limitando a disponibilidade de glicose ao miocardio e tornando-o ainda
mais depende dos AGL para producdo de energia. Este padrao alterado causa um aciimulo
de AGL e de seus intermediarios toxicos no miocardio, resultando em menor producdo de
ATP, maior consumo de oxigénio, geracdo de EROs e disfungdo contratil [47]. A fim de
otimizar a utilizagdo de glicose e reduzir a oxidagdo dos AGL, pode-se utilizar uma infusdo
de glicose e insulina, que foi o suporte teorico do estudo DIGAMI [48] e outros

envolvendo este tratamento no pos-infarto [49, 50].
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3.2. Efeitos sobre a vasodilatacio

Em individuos saudaveis, a insulina aumenta o fluxo sangiiineo e o volume
sangiiineo no musculo esquelético, o que lhe confere caracteristicas de um hormdnio
vasodilatador [51]. Nos vasos periféricos a insulina causa um aumento na produgdo de
NOe pelas células endoteliais [52] e células musculares lisas [53]. Nestas células a insulina
também estimula a Na'/K'-ATPase [54], ativa canais de K" dependentes de Ca'™® [55],
ativa bombas de Ca'® na membranas plasmaticas e nos reticulos sarcoplasmaticos [56],
causando hiperpolarizacdo e redugdo do Ca™ intracelular, resultando assim em
relaxamento [54-56].

Opondo-se ao seu efeito vasodilatador a insulina pode ativar o sistema nervoso
simpatico [57] e pode também estimular a secrecdo de endotelina-1 (ET-1) no endotélio
vascular [58]. Assim, o efeito final (vasodilatagdo) ¢ um balango entre seus efeitos
vasodilatador e vasoconstritor, motivo pelo qual a insulina ¢ um vasodilatador lento [59].
Tanto no miocardio, como nos vasos periféricos, a insulina causa vasodilatagdo dose e
tempo-dependente [59, 60], mas este efeito estd prejudicado nos casos de resisténcia a

insulina, tais como obesidade, hipertensio arterial e diabetes mellitus [60, 61].

3.3. Efeitos antiinflamatorios

Individuos criticamente doentes podem apresentar a chamada tempestade de
citocinas, caracterizada pela liberagdo aguda destas, incluindo TNF-a e fator inibidor de
macrofagos [62]. O TNF-a ¢ uma citocina pro-inflamatoria, também liberada apos o
infarto agudo do miocardio, causando disfun¢@o endotelial, determinando a atividade pro-
coagulante e a deposicdo de fibrina [63]. O fator inibidor de macréfagos ¢ liberado na
sepsis por bactérias Gram positivas e negativas, e sua neutralizacdo pode proteger de
endotoxemia e de choque toxico [62]. A inibicdo de ambos estd também entre os efeitos
benéficos do uso da insulina [62].
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Adicionalmente, a insulina mostrou exercer efeitos antiinflamatorios em células
endoteliais da aorta de humanos in vitro [64] ¢ em células mononucleares in vivo [65]. A
infusdo de insulina causa uma supressio na producdo das EROs pelas células
mononucleares e reducdo plasmatica de proteina C reativa, ICAM-1, MCP-1 e PAI-1 [65,
66]. A insulina parece ser relevante na prevengdo da ruptura da placa aterosclerotica, pois

suprime a atividade das metaloproteinases [66].

3.4. Efeitos na sobrevivéncia celular

A insulina exerce efeitos benéficos sobre a lesdo de reperfusdo, demonstrando-se
capaz de reduzir a area de infarto, desde que administrada no inicio da reperfusao [16, 67].
A insulina estimula a atividade de uma cascata de cinases promotoras da sobrevivéncia
celular [16, 38], conhecidas como a via RISK (cinases protetoras contra a lesdo de
reperfusdo) [22, 68]. Esta via promove cardioprotecdo por ativar varios mecanismos anti-

apoptoticos.

4. VIA RISK E SEUS MECANISMOS DE CARDIOPROTECAO:

A via RISK ¢ formada pelas vias fosfatidilinositol-3 cinase (PI3k)-Akt e pelas
cinases reguladas por sinal extracelular (Erk1/2) [22, 68] (figura 1). A via PI3k-Akt ¢
ativada por um grande niimero de receptores, incluindo os receptores de fatores de
crescimento [69] e os acoplados a proteina-G [70]. As Erk1/2 sdo membros da familia das
proteinas cinases ativadoras da mitose (MAPK), uma familia de serina-treonina cinases
responsaveis pela regulacdo da proliferagdo celular, diferenciacdo e sobrevivéncia que sdo
ativadas também por receptores tirosinas cinases e os acoplados a proteina-G [71].

A ativagdo da via RISK promove a fosforilagdo do peptideo pro-apoptdtico BAD
diretamente [72] ou indiretamente através das cinases ribossomais (p70S6K [73] e/ou
P90RSK [74]). Adicionalmente, a via PI3k-Akt, por intermédio da PKC, pode ativar Raf-1
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que também fosforila o BAD [75]. A fosforilagio do BAD resulta em sua ligacdo a
proteinas 14-3-3, que o seqiiestram da mitocOndria e previnem assim a apoptose [76]. A
fosforilagdo da p90RSK mediada pela Erk1/2 pode regular a expressdo da proteina CREB,
que transcreve genes relacionados a sobrevivéncia celular [77].

A via RISK ativada previne a alteracdo conformacional do BAX (pro-apoptotico),
inibindo a apoptose [78, 79]. O peptideo BAX softre alteracdo conformacional em resposta
a estimulos apoptoticos, se transloca para a mitocondria [78] onde forma um poro na
membrana mitocondrial externa e/ou abre o mPTP, induzindo a liberacdo do citocromo-C
[79]. Adicionalmente, a via PI3k-Akt pode fosforilar a ;NOS, resultando na producio de
NOe, o qual pode inibir a abertura do mPTP [80].

A via RISK fosforila e inibe os fatores de transcricio FOXO. Essa fosforilacdo
resulta em sua ligacdo a proteinas 14-3-3, que o deslocam de seus genes alvos e o
seqiiestram do nucleo [81], impedindo a transcri¢do de genes pro-apoptdticos, como o
BIM, que estimula a morte celular em células hematopoiéticas [82]. A via PI3k-Akt
fosforila e ativa a MDM2/HDM2 e o IKK-B. O MDM2/HDM?2 fosforilado ¢ translocado
para o nucleo onde promove a degradagdo da p53 (pré-apoptotico) [83]. O IKK-B
fosforilado promove a ativagdo e translocacdo do NF-kB para o ntcleo, onde atua como
um fator de transcrig@o para varias vias de sobrevivéncia [84].

A via PI3k-Akt inibe o processamento das caspases, diretamente fosforilando a pro-
caspase-9 [85] ou indiretamente por fosforilar e inibir a GSK3. A GSK3 desfosforilada
(ativa) inibe diretamente o MCL-1 (anti-apoptotico, membro da familia Bcl-2), que
também fosforila a pro-caspase-9 [86].

Células de fibroblastos que hiper-expressam uma proteina B-raf e apresentam as
Erk1/2 ativadas tornam-se resistentes a apoptose induzida pelo citocromo-C [87],
sugerindo uma inibi¢do na cascata das caspases. Estudos em células hematopoiéticas

confirmam a capacidade da Erk1/2 em inibir a caspase-3 [88].
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A via RISK pode inibir a sinalizagdo da JNK e da p38 [89, 90], prevenindo assim a
apoptose. Entretanto, o papel dessas cinases na sobrevivéncia e na morte celular ¢ muito
controverso.

Muitos mecanismos pro-apoptoticos inativados pela via RISK convergem para a
mitocondria, a qual pelo exposto no item 2 tem um papel fundamental sobre os

mecanismos da morte celular.

Growth Factors
G=protein coupled ligands

_(\l

- | PI3K ! MEK1/2 o
Akt/PKB Erk 1/2

Cell Survival

Figura 1 - Via RISK (modificado de Hausenloy & Yellon, 2004).
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5. MECANISMOS DE CARDIOPROTECAO PELA INIBICAO DO SISTEMA

RENINA-ANGIOTENSINA:

5.1. Sistema Renina-Angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) ¢ o principal modulador do volume e do
balango eletrolitico do corpo humano, sendo assim o maior regulador da pressdo arterial
[91]. A defini¢do classica do SRA o considera um sistema enddcrino, com os componentes
da cascata enzimatica produzidos em locais bem definidos e tendo como seu peptideo
efetor a angiotensina-Il, que exerce suas acdes em Orgdos-alvo distantes do local de
producgdo. Adicionalmente a visdo endocrina classica, considera-se atualmente o SRA
tecidual/local com fung¢des paracrinas, autocrinas e epicrinas [92], tendo-se observado
todos ou quase todos os seus componentes em tecidos como o coragdo [93], o tecido
vascular [94] e o rim [95].

A renina (peptidase) ¢ liberada pelo rim na circulagdo em resposta a varios
estimulos entre eles, a diminuicdo na pressdo de perfusdo renal. Sua funcdo € clivar o
angiotensinogénio (liberado pelo figado) formando a angiotensina-I, a qual é clivada pela
enzima de conversio da angiotensina (ECA) nas células endoteliais, produzindo
angiotensina-II, o hormonio biologicamente ativo [91]. Acredita-se que a enzima
conversora da angiotensina tecidual seja responsavel por mais de 90% da produgdo de
angiotensina-II no corpo, entretanto a relativa contribuicdo das suas vias alternativas de
producdo (ex.: quimase, calicreina e catepsina-G) ndo estd definida [92, 96]. As
angiotensinases, presentes na maioria dos tecidos, inativam a angiotensina-II [97]. Outros
produtos da protedlise do angiotensinogenio (ex.: angiotensina-3-8 e angiotensina-1-7) [98,
99] podem também ter efeitos bioldgicos importantes.

A angiotensina-II possui multiplas agdes sobre o sistema cardiovascular, com agdes
diretas sobre os vasos e coragdo, ¢ indiretas através de suas agdes sobre o sistema nervoso
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simpatico, producdo de vasopressina e aldosterona, retencdo renal de agua e sodio [91]. A
angiotensina-II ¢ um vasoconstritor potente, induz hipertrofia e hiperplasia nas artérias de
resisténcia (atuando nas células musculares lisas e endoteliais) e nos cardiomidcitos [100,
101]. Devido as suas acles, a angiotensina-Il vem sendo considerada um mediador
importante no desenvolvimento ¢ manutengdo da hipertensdo, aterosclerose, diabetes
mellitus, insuficiéncia cardiaca e renal.

Entre os receptores para angiotensina-II, os subtipos AT, e AT, (receptores
acoplados a proteina-G) s@o os mais estudados. Apesar da similar afinidade pela
angiotensina-II, as agcdes desses receptores parecem ser funcionalmente opostas, podendo a
angiotensina-II agir sobre ambos simultaneamente, modulando os seus efeitos [102].

Os receptores AT, sdo expressos amplamente na maioria das células, e quando
ativados causam vasoconstric¢ao, liberagdo de aldosterona pelo cortex adrenal, liberacdo
de vasopressina pelo hipotalamo e retengdo renal de sodio e agua [103]. Adicionalmente,
os receptores AT; podem estimular a producdo de EROs e TGF-B, o remodelamento
vascular e cardiaco e fatores de transcri¢do (ex.: NF-kB e AP-1) [104, 105]. Estas acdes
contribuem para um estado pré-inflamatorio, aterogénico e pro-trombotico.

As fungdes dos receptores AT, embora menos compreendidas, parecem opor-se as
dos receptores AT;, podendo favorecer um estado anti-aterogénico [106, 107]. Os
receptores AT, s3o muito expressos em tecidos fetais, mas diminuem drasticamente na fase
adulta [108, 109]. Entretanto, em algumas condi¢des patologicas, como nas lesdes
vasculares e na hipertensdo, os receptores AT, sdo hiper-expressos e suas agdes parecem
contrarregular as dos receptores AT; [110, 111]. Adicionalmente, animais que hiper-
expressam os receptores AT, apresentam menos fibrose perivascular e cardiaca quando
expostos a angiotensina-Il [112]. Em camundongos knockout para os receptores AT, e

expostos a lesdes experimentais, demonstrou-se uma prolongada presenca de células
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inflamatorias e musculares lisas, sugerindo que estes receptores regulam a expressao
celular nas lesoes ateroscleroticas [113].

Apesar das acdes benéficas atribuidas a ativacao dos receptores AT,, eles podem ter
efeitos aterogé€nicos e pro-apoptoticos [114]. Alguns de seus efeitos benéficos podem ser

mediados pelo sistema calicreina-cinina, que contrarregula as acdes do SRA [112, 115].

5.2. Efeitos da angiotensina-II sobre o transporte de glicose

Existem evidéncias de que a inibicdo do SRA pode melhorar a captagdo e
conversdao de glicose em células de musculo esquelético e cardiaco. Animais diabéticos
tratados com bloqueadores do receptor AT; (bAT) apresentam atenuada redugdo na
expressao e maior translocagdo de GLUT-4 proteina quando comparados aos controles ndo
tratados [116]. Estes efeitos podem ser mediados por um aumento da fosforilacdo do IRS-1
[117] e da atividade da bradicinina e do NO- [118].

Adicionalmente, ratos submetidos a dieta hipossodica apresentam resisténcia a
insulina, associada a redugdo na translocagdo de GLUT-4 mediada pela insulina [119].
Estes efeitos podem ser devidos a ativagdo do SRA nesses animais, pois o tratamento com
um inibidor da enzima conversora da angiotensina (iECA) melhora a sensibilidade a
insulina [120].

Varios ensaios clinicos também demonstram essa interacdo entre o SRA ¢ o
metabolismo da glicose. Estes estudos sugerem que a inibi¢do do SRA, tanto utilizando

iECA [121-122] quanto bAT [123, 124], melhora a sensibilidade a insulina.

5.3. Efeitos da angiotensina-II sobre a produgio do radical superdxido (0,") e a
disfunc¢ao endotelial

Numerosos estudos, em cultura de células, modelos animais e estudos clinicos
corroboram o conceito de que a ativagdo do receptor AT, causa liberagdo vascular de O,”
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in vitro e in vivo levando ao desequilibrio da vasodilatagdo dependente do endotélio [125,
126]. A angiotensina-II ativa a NAD(P)H oxidase causando aumento da produgdo de O,"
com conseqiiente inativacdo do NOe; esses radicais reagem entre si formando peroxinitrito
(ONOO") e causando disfung¢do endotelial [127-129]. Geralmente, a enzima SOD e outros
scavenger de O, mantém esta reagdo em niveis minimos [130].

A NAD(P)H oxidase ndo ¢ a unica fonte de EROs estimulada pela angiotensina-II.
Sob algumas condi¢des fisiopatologicas a ;NOS pode produzir grandes quantidades de O,"
[131, 132]. A tetrahidrobiopterina ¢ um co-fator critico para fungdo da .NOS e sua
auséncia, por destruicdo oxidativa, pode levar a ;NOS a transferir elétrons para o oxigénio,
em vez de transferi-los para a L-arginina, gerando O," [132-134] e contribuindo para a
disfung¢do endotelial.

Corroborando com o envolvimento da angiotensina-II na disfun¢do do endotélio, a
inibicdo do SRA, tanto por bAT ou quanto por iECA, pode atenuar a disfun¢do endotelial

[135, 136].

5.4. Efeitos da Angiotensina-II na sobrevivéncia celular

Estudos tém relacionado as MAPKs a morte celular programada, mas o papel
destas vias de sinalizag@o na regulagdo da apoptose ainda ndo esta bem definido, podendo
ser célula-especifico e/ou dependentes do estado celular [137-141]. Em cardiomidcitos
submetidos a isquemia-reperfusdo, a ativagdo das ERK1/2 causa efeitos anti-apoptoticos e
pro-mitogénicos, enquanto que a ativacdo da p38 e da JNK induz apoptose [137-139]. A
JNK ¢ ativada por citocinas inflamatdrias, EROs e angiotensina-II, associando-se a efeitos
pro-apoptdticos [138, 139]. Nas células musculares lisas vasculares a ligacdo da
angiotensina-II ao receptor AT; promove inibi¢do da apoptose [138, 140], enquanto que

em células endoteliais ocorre ativagdo da apoptose, mediada pelas caspases [141].
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Apesar do controverso papel do receptor AT; na ativagio das MAPKs e
conseqiiente regulacdo da apoptose, os iECA tém se mostrado eficazes em reduzir a
mortalidade e/ou morbidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio
(com e sem disfuncdo ventricular) e que sofreram angioplastia [122, 142, 143]. Da mesma
forma, os iECA ¢ os bAT tém mostrado efeitos benéficos sobre a progressdo das doengas

cardiacas e renais [123, 144-146].

6. CROSS-TALK ENTRE O SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA E A INSULINA

As interagdes intracelulares entre diferentes sistemas de sinalizagdo podem
funcionar como mecanismo de regulacdo da atividade de um determinado hormonio. A
angiotensina-II e a insulina sdo um exemplo deste tipo de interagdo: a insulina ativa o SRA
vascular estimulando a producdo do angiotensinogénio ou da angiotensina-II, além de
aumentar a expressao dos receptores AT, [147], o que resulta em crescimento de células
musculares lisas vasculares [148].

O cross-talk da angiotensina-II com vias mediadas por tirosina cinases, resulta em
interagdes diretas entre os sistemas de sinalizacdo da angiotensina-II e da insulina. A
angiotensina-II ¢ capaz de induzir uma rapida fosforilagdo dos IRS-1/2, de forma dose-
dependente. Esta indugdo ¢ mediada pela JAK-2, que ¢ fosforilada rapidamente quando a
angiotensina-II se liga ao receptor AT; [149]. A insulina também estimula a fosforilagao
dos IRS-1/2 e da JAK-2. Entretanto, a fosforilagdo dos IRS-1/2 pela insulina induz a
ativacao da PI3k, enquanto a angiotensina-II promove sua inibi¢do (figura 2), a qual pode
ser evitada pelo uso de inibidores do receptor AT; [150]. A angiotensina-II, mesmo
inibindo a PI3k, pode estimular a hipertrofia e o crescimento celular por ativar as MAPKs
eap70S6k [151].

Adicionalmente, tem se demonstrado que a ativacdo do receptor AT, pode inibir a
autofosforilacdo do receptor da insulina e a conseqiiente fosforilacdo do IRS-1 [152]. Além
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disto, o receptor AT, pode também inibir a associacdo do IRS-2 com a PI3k, diminuindo

sua atividade e contribuindo para inibicao da fosforilagdo da Akt [153].
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Figura 2 — Vias de sinalizacdo da insulina (A). Inibicdo da sinalizacdo da insulina

provocada pela angiotensina-II (B) (segundo Carvalho-Filho e cols., 2007).

Conforme descritos acima, dados experimentais demonstraram claramente o papel

da ativagdo da via PI3k-Akt na atenuag@o da lesdo isquemia-reperfusdo [37, 68, 70]. Neste

contexto, a ativagcdo da Akt parece ser um alvo interessante na busca de novas abordagens

terapéuticas para a protecdo cardiaca contra as conseqiiéncias da lesdo de reperfusdo.

Muitos dos efeitos benéficos da inibi¢do do SRA parecem envolver a preservacdo de sua

ativagao.
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7. HIPOTESE

O uso da insulina associada a um inibidor do SRA durante a reperfusdo pode trazer
beneficio adicional em protecdo miocardica quando comparado ao uso da insulina

isoladamente, num modelo de coracdo isolado submetido a isquemia-reperfusao.

8. OBJETIVOS

Determinar o melhor tempo de isquemia para se investigar a recuperagdo funcional
e a capacidade de resposta do SRA tecidual em coragdes isolados e os efeitos da insulina
associada a um inibidor do sistema renina-angiotensina sobre os mecanismos de

cardioprote¢do a lesdo isquemia-reperfusdo. Para tanto, foram conduzidos 2 estudos.

8.1. Objetivos - ESTUDO 1

Determinar o melhor tempo de isquemia para se investigar a recuperagdo funcional

e a capacidade de resposta do SRA tecidual em coragdes isolados.

Objetivos Especificos

Avaliar no modelo de coracdo isolado submetido a diferentes periodos de isquemia
global (20, 25 e 30 min) os efeitos de se utilizar uma solugdo contendo angiotensina-I ou
angiotensina-I associada ao captopril sobre a funcdo cardiaca (freqiiéncia cardiaca,
pressdes ventriculares sistolica e diastolica, pressdo desenvolvida no ventriculo, duplo

produto, pressao de perfusdo, indices de contratilidade e relaxamento do ventriculo).
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8.2. Objetivos - ESTUDO 2
Determinar no modelo de coragdo isolado, os efeitos da insulina associada a um
inibidor do sistema renina-angiotensina sobre os mecanismos de cardioprotecdo a lesdo

isquemia-reperfusdo.

Objetivos Especificos

Avaliar no modelo de coragdo isolado submetido & isquemia-reperfusdo, os efeitos
da insulina associada a um inibidor do sistema renina-angiotensina (captopril) sobre:

v Fungdo cardiaca: freqiiéncia cardiaca, pressdes ventriculares sistolica e diastolica,
pressdo desenvolvida no ventriculo, duplo produto, pressdo de perfusdo, indices de
contratilidade e relaxamento do ventriculo;

v' Lipoperoxidagdo: TBA-RS e quimiluminescéncia;

v' Atividade das enzimas antioxidantes: SOD, GST e catalase;

v" Concentra¢do das enzimas antioxidantes: SOD e GST;

v" Metabolismo do NOe: concentrac¢do da .NOS e o conteudo de nitritos/nitratos totais
(NOX).

v’ Vias de sinalizagdo intracelulares: Akt e AMPK;

v" GLUT-4: proteina nas fragdes microssomal e membrana plasmatica, ¢ o indice de

translocacao.
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9. MATERIAL E METODOS

9.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Wistar (~125 animais), pesando entre 280 e 350 g,
provenientes do biotério do ICBS/UFRGS. Os animais foram mantidos em caixas plasticas
(4 animais por caixa) com o assoalho recoberto com serragem, tinham livre acesso agua e
ragdo Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS, Brasil), ficavam sob fotoperiodo de
12/12 h ciclo claro/escuro e sob temperatura média de 22°C. Nos procedimentos
experimentais seguimos as orientagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal e

o projeto foi aprovado (n° 2004313) pelo Comité de Etica da UFRGS.

9.2. Reagentes
Todos os reagentes utilizados neste estudo foram adquiridos da Sigma, Merck,
Gibco, Amersham, Vetec, Reagen, Synth, Novo Nordisk, White Martins, Air Liquid e

Kodac.

9.3. Procedimentos Experimentais
9.3.1. Solucao Krebs-Henseleit

Os coragdes foram perfundidos com uma solucdo Krebs-Henseleit modificada,
apresentando a seguinte composi¢do, em mmol/L: NaCl 120; KCl 5,4; CaCl, 1,4; MgCl,
1,8; NaHCO; 27; NaH,PO4 2; Na,SOy4 1,8 e glicose 5,5.

Foram preparadas trés solucdes-estoque, numa concentragdo 20X maior do que a
utilizada nas perfusdes e armazenadas sob refrigeracdo (4°C):

Solucio 1, Cloretos, contendo NaCl, KCI e MgCly;

Solu¢ao 2, Sédios, contendo NaHCO;, NaH,PO4 e NaySOy;

Solucao 3, Calcio, contendo CaCl,.

29



Para obter a solucdo Krebs-Henseleit se misturava 50 mL da solu¢do 1; 50 mL da
solugdo 2; 12,5 mL da solugdo 3 e 1 g de D-glicose, e adicionava-se dgua destilada para
completar um litro. Esta solucdo era borbulhada com carbogénio (95% O, — 5% CO,) para
equilibrar o pH (7,4), e filtrada através de uma membrana Millipore (0,45 pm), com o

objetivo de remover qualquer particula capaz de provocar microembolia no coragdo.

9.3.2. Preparacio e Perfusio dos Coracoes

Depois de pesado, cada animal foi morto por deslocamento cervical. O térax foi
aberto com tesoura e o coragdo retirado rapidamente e imerso num recipiente com solucdo
Krebs-Henseleit. Imediatamente, a artéria aorta era fixada a canula do aparelho de perfusdo
(perfusor de coracdo isolado - tamanho 3, Hugo Sachs Elektronick, Alemanha) [154]
(figura 3). A solugdo perfusora e a que circundava o coragdo eram mantidas aquecidas a
37°C, através de uma bomba de circulagdo de agua com aquecedor e termostato (Modelo
M3 Lauda, Hugo Sachs Elektronick, Alemanha). A solugdo perfusora era bombeada
através do coragdo a uma velocidade de perfusdo constante (10 mL/min), através de uma
bomba peristaltica (Modelo Minipuls-2, Gibson Medical Electronics, Franca) e gaseificada
com carbogénio (95% O, — 5% CO;), mantendo o pH 7,4 durante todo o periodo
experimental. A pressdo do carbogénio que chegava ao oxigenador (10-12 mmHg) era
controlada por uma valvula Gottliebe (Hugo Sachs Elektronick, Alemanha).

A perfusdo das artérias corondrias, através de retroperfusdo adrtica, com
conseqiiente abertura dos Ostios corondrios, faz com que a solucdo perfusora saia
principalmente pelo seio venoso coronariano, situado no atrio direito, proximo a
desembocadura da veia cava inferior, de onde a solugdo pode refluir pelas veias cavas ou
passar ao ventriculo direito e ser expulsa através da artéria pulmonar (figura 4).

Com o auxilio de uma tesoura abria-se um orificio pequeno no atrio esquerdo, e

através deste e da valvula mitral introduzia-se no ventriculo esquerdo um balonete de latex
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(figura 5), conectado a um transdutor de pressdo. O sistema era preenchido com agua,
evitando a presenca de qualquer bolha de ar que pudesse atenuar o sinal mecanico da
contragdo. O volume do balonete intraventricular era ajustado, usando uma seringa
equipada com um micrometro, a fim de proporcionar uma pressdo ventricular diastélica
(PVD) de 8-10 mmHg. Este ajuste da PVD era realizado somente durante o periodo de
estabilizagdo. Ao longo do experimento as alteragdes na PVD eram registradas para analise
posterior. O recipiente para reter a solu¢do de perfusdo e manté-la aquecida (37°C) ao redor
do coracdo era levantado, de forma que o coragdo fosse envolvido totalmente pelo liquido

de perfusao.
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Figura 3 — Esquema mostrando o Sistema de Perfusdo Langendorft.
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Figura 4 — Esquema do fluxo coronariano durante a perfusao.

Figura 5 — Esquema da posi¢@o do balonete intracardiaco.
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9.3.3. Registros Efetuados

Dois transdutores de pressdo (TPS-2, Sdo Paulo, Brasil), um acoplado a canula
aortica ¢ outro ao balonete intraventricular, emitiam sinais que eram pré-amplificados e
registrados por um sistema de aquisi¢do e analise de dados (Isoheart, Hugo Sachs
Elektronick, Alemanha).

O transdutor acoplado a canula aortica informava as variacdes na pressdo de
perfusdo coronariana média (PP), e o outro acoplado ao baldo intraventricular informava as
variagdes de freqliéncia cardiaca (FC), pressdo ventricular sistolica (PVS), pressdo
ventricular diastélica (PVD), indice de contratilidade ventricular (+dP/d¢, representa a
velocidade de contragdo) e indice de relaxamento ventricular (-dP/d¢, representa a
velocidade de relaxamento) (figuras 6, 7 e 8).

Os registros foram obtidos em intervalos de 15 s e o momento de cada periodo
experimental era registrado no computador. Apos o processamento dos sinais e
apresentacdo visual no monitor do computador, o sistema gerava uma planilha eletronica
em DBase III plus (figura 9), que pode ser trabalhada posteriormente em Excel.

Com base nos dados fornecidos foram calculadas a pressdo ventricular
desenvolvida (PVDes - Equagdo 1) ¢ o duplo produto (DP - Equagdo 2). Os resultados

foram expressos em relacdo ao periodo basal.

Equacao 1
PVDes = PVS - PVD
Equacao 2

DP = PVDes x FC
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Figura 6 — Registro tipico gerado no sistema Isoheart (Hugo Sachs Elektronick).

Avaliacdo da pressdo ventricular pulsatil, dP/dt, pressdo de perfusdo média e freqiiéncia

cardiaca.
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Figura 7 — Variacdo temporal de freqiiéncia cardiaca, pressdo ventricular sistolica e

diastolica, +dP/dt, -dP/dt e pressao de perfusao média.
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Figura 9 — Planilha em DBase Il plus gerada pelo software Isoheart (Hugo Sachs
Elektronick).
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9.3.4. Critérios de Exclusao
Para assegurarmos um funcionamento cardiaco fisiologico, os coracdes que nao
apresentaram uma FC 210-300 bpm, PVS 60-90 mmHg e PP 60-100 mmHg ao final do

periodo de estabilizagdo foram excluidos.

9.3.5. Acondicionamento dos Tecidos

Ap6s reperfundido, cada coragdo era pesado, seus atrios retirados rapidamente e os
ventriculos congelados imediatamente em nitrogénio liquido, e eram posteriormente
acondicionados em freezer (-80°C).

Os restos dos animais eram congelados em sacos plasticos, identificados e
encaminhados ao biotério, de onde eles eram recolhidos pelo Setor de Coletas Especiais do

DMLU (ZOONOZE), para seu devido descarte.

9.3.6. Grupos Experimentais
9.3.6.1. Grupos Experimentais - ESTUDO 1:

Os coragdes foram perfundidos com solugdo Krebs-Henseleit (KH) durante 25 min
para permitir a estabiliza¢do da freqiiéncia cardiaca e da for¢ca de contragdo (periodo de
estabilizagdo/basal). A seguir, a torneira do aparelho de perfusdo foi fechada e a bomba
peristaltica desligada induzindo diferentes periodos de isquemia global normotérmica (20,
25 ou 30 min). Apds este periodo, a torneira foi aberta e a bomba peristaltica ligada para
proporcionar a reperfusdo dos coragdes por um periodo de 30 min, com as seguintes
solugdes:

a) Grupo KH: solugdo KH;

b) Grupo Angio: solugdo KH + Angiotensina-I (400 nmol/L — Sigma) [155];

¢) Grupo AC: solugio KH + Angiotensina-1 + Captopril (100 pmol/L - Sigma)
[155].
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9.3.6.2. Grupos Experimentais - ESTUDO 2:

Foram estabelecidos os seguintes grupos experimentais:

a) Grupo KH: Os coragoes foram perfundidos com solu¢do Krebs-Henseleit (KH)
durante 25 min para permitir a estabilizagdo da freqliéncia cardiaca e da forga de contragdo
(periodo de estabilizagdo/basal). A seguir, a torneira do aparelho de perfusdo foi fechada e
a bomba peristaltica desligada induzindo um periodo de isquemia global normotérmica de
20 min. Apo6s este periodo, a torneira foi aberta e a bomba peristaltica ligada para
proporcionar a reperfusdo dos coragdes com a solu¢do KH por um periodo de 30 min.

Nos demais grupos foram realizados os mesmos procedimentos estabelecidos
acima, exceto que os coragdes eram reperfundidos com a solugdo indicada.

b) Grupo Angio: solugdo KH + Angiotensina-I (100 nmol/L - Sigma) [155].

¢) Grupo AC: solugio KH + Angiotensina-I + Captopril (100 pmol/L - Sigma)
[155].

d) Grupo Insulina: solugdo KH + Insulina (1 mU/mL — Biohulin R, Novo Nordisk)

e) Grupo IA: solugdao KH + Insulina + Angiotensina-I.

P Grupo IAC: solucdo KH + Insulina + Angiotensina-I + Captopril.

9.3.7. Homogeneizados para Lipoperoxidacao, Enzimas Antioxidantes e Metaboélitos
do NO-

Os tecidos foram homogeneizados (Ultra-Turrax T25 Basic, lka Labortechnick,
Alemanha) em KCI 1,15% (5 mL/g de tecido) e PMFS 100 mmol/L em isopropanol (10
pL/mL de KCI), centrifugados a 1.000 x g por 10 min. a 4°C (Sorvall RC 5B, Du Pont
Instruments, EUA). O sedimentado foi descartado e o sobrenadante congelado em freezer

(-80°C) para as dosagens posteriores [156].
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9.3.8. Determinacao das Proteinas Totais
As proteinas foram quantificadas pelo método de BRADFORD, 1976 [157], usando

albumina bovina (1 mg/mL) como padrao.

9.3.9. Lipoperoxidacao
9.3.9.1. Substincias Reativas ao Acido Tiobarbitirico (TBA-RS)

A concentracdo de malondialdeido foi determinada pelo método colorimétrico de
BUEGE & AUST, 1978 [158]. Adicionando-se 0,25 mL de homogeneizado em 0,75 mL
de 4cido tricloroacético (TCA) 10% (p/v), centrifugou-se a 3.000 x g por 5 min. Retirou-se
0,5 mL do sobrenadante e misturou-se a 0,5 mL de acido tiobarbitirico (TBA) 0,67%
(P/V), incubou-se por 15 min. a 100°C e resfriou-se em gelo. A leitura foi realizada a 535
nm em espectrofotometro (Cary, Varian UV). Os resultados foram expressos em

pmoles/mg de proteina.

9.3.9.2. Quimiluminescéncia

A quimiluminescéncia foi medida em contador beta (LKB Rack Beta Liquid
Scintillation Spectrometer — 1215, LKB Produkter, Suécia) com o circuito de coincidéncia
desconectado e utilizando o canal de tritio. Misturou-se 4 mL de tampao (140 mmol/L de
KCl, 20 mmol/L de fosfatos - pH 7,4) e 0,5 mL do homogeneizado, ¢ realizou-se uma
leitura (basal/expontanea). Adicionou-se entdo ao meio 30 puL. de ~-BOOH (3 mmol/L) e
realizou-se uma segunda leitura (induzida), da qual descontou-se da leitura basal. Os
resultados foram expressos em contas por segundo (cps)/mg de proteina [159].

As determina¢des foram realizadas em sala escura e os viais de cintilacdo mantidos

na penumbra, para se evitar a fosforescéncia ativada pela iluminagdo do ambiente.
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9.3.10. Atividade das Enzimas Antioxidantes
9.3.10.1. Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada pelo método descrito por MARKLUND,
1985 [160], segundo o nivel de inibi¢do da auto-oxidag¢do do pirogalol. Aliquotas dos
homogeneizados foram adicionadas a um tampao Tris/EDTA 50 mmol/L (pH 8,2)
contendo 120 nmol/L de catalase e 190 mmol/L de pirogalol, num volume final de 1 mL.
As variagdes na absorbancia a 420 nm foram registradas durante 2 min. A atividade da
enzima foi determinada a partir de uma curva padrdo de SOD, onde 1 U de SOD
corresponde a quantidade da enzima que inibiu em 50% a velocidade da oxidagdo do

pirogalol. Os resultados foram expressos em U SOD/mg de proteina.

9.3.10.2. Glutationa S-transferase (GST)

Para determinar a atividade da GST se utilizou o método d¢ MANNERVIK &
GLUTHENBERG, 1981 [161], que se baseia na capacidade da GST de combinar o 1-
cloro-2,4-dinitro-benzeno (CDNB) com a GSH formando 2,4-dinitro-fenil-S-glutationa
(DNP-SG). A formagao do DNP-SG foi observada no comprimento de onda de 340 nm.

No ensaio, adicionou-se a cubeta 850 uLL de tampao fosfato 0,2 mmol/L (pH 6,5),
50 uL. de homogeneizado ¢ 50 uL. de GSH 20 mmol/L, zerou-se o espectrofotdometro,
adicionou-se 50 pL. de CDNB 20 mmol/L e observou-se a formagdo do DNP-SG durante 2

min. Os resultados foram expressos em pmoles/mg de proteina.

9.3.10.3. Catalase
A atividade da catalase foi medida através da avaliagcdo do consumo do peroxido de
hidrogénio. O método consiste em medir a diminui¢do da absorbancia a 240 nm, que € o

comprimento de onda onde ha maior absor¢do pelo peroxido de hidrogénio. Para
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realizacdo do ensaio foram utilizados os seguintes reagentes: Tampdo Tris (50
mmol/L)/EDTA (250 uM) pH 8,0 e H,O; (11,44 mmol/L) em tampao Tris/EDTA.

No ensaio adicionou-se a cubeta (quartzo) 1 mL de H,O, ¢ mediu-se contra um
branco de tampdo Tris’/EDTA em espectrofotdometro (A entre 0,55 - 0,52).
Posteriormente, colocou-se na cubeta 950 uL do H,0,, zerou-se o espectrofotdmetro e se
adicionou 50 pL de amostra, e registrou-se a diminui¢do da absorbancia durante 2 min. Os
resultados foram expressos em pmoles/mg de proteina (modificado de BEUTLER, 1975)

[162].

9.3.11. Metabélitos do Oxido Nitrico (NOX)

Os niveis de nitritos/nitratos foram medidos pela reagdo das amostras com o
reagente Griess (Sulfanilamina 1 g; Naftilendiamina 0,1 g; Acido ortofosforico 85% - 2,3
mL; agua destilada 97,7 mL); Tris 1 M - pH 7,5; NADPH 0,02 mmol/L; Glicose 6-fosfato
(G6P) 5 mmol/L; Glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PDH) 10 U/mL e Nitrato redutase
(NR) 1 U/mL. O meio de reagdo continha 40 pL da amostra, 10 uL de NADPH, 7 puL de
Tris, 23 pL de uma mistura de G6P/G6PDH e 10 uL de NR. Esta mistura foi incubada a
temperatura ambiente sob agitagdo por 30 min. Apos, adicionou-se 50 ulL do reagente
Griess e incubou-se a temperatura ambiente sob agitagdo por 10 min, e realizou-se a leitura
a 540 nm. O total de nitritos/nitratos foi estimado a partir de uma curva padrao de nitrato

de sédio (1 mmol/L). Os resultados foram expressos em mmol/L [163].

9.3.12. GLUT-4: Homogeneizado e Fracoes Celulares
Os tecidos foram homogeneizados (Ultra-Turrax) em tampao de homogeneizacgio

(Tris-HC1 100 mmol/L; EDTA 5 mmol/L; Sacarose 250 mmol/L - pH 7,4) numa propor¢ao

1:5 (p:v), mais PMFS 100 mmol/L em isopropanol (10 pL/mL de tampao). Centrifugamos
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a 760 x g por 10 min a 4°C; o sedimentado era descartado e o sobrenadante centrifugado a
31.000 x g por 60 min a 4°C (Sorvall RC 5B); o sedimentado resultante correspondeu ao
conjunto de membranas (CM); o sobrenadante era ultracentrifugado a 190.000 x g por 60
min a 4°C (Ultra-Crimp); o sedimentado resultante correspondeu aos microssomas leves
(ML). As fragcdbes CM e ML foram ressuspendidas em 0,35 mL de tampdo e
acondicionadas em freezer (-80°C) [164].

Ap6s a imunodeteccdo, o indice de translocacdo do GLUT-4 (ITgLyrs) foi calculado

segundo a formula [119]:

ITeLuts (%) = GLUT4 CM x 100/(GLUT4 CM + GLUT4 ML)

9.3.13. Western blot e Imunodeteccao

Amostras foram incubadas em tampao de Laemmli (Tris 0,5 M; SDS 10%; Glicerol
20%; Azul de bromofenol 0.05%; 2-mercaptoetanol 6%; pH 6,8) a 100°C - 3 min [165] ¢
submetidas a eletroforese (SDS-PAGE a 10%) - 100 Volts por 4 h, utilizando um tampao
de corrida (Tris-HCI 25 mmol/L, Glicina 192 mmol/L, SDS 0,1%; pH 8,3). Apds, realizou-
se a transferéncia para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-Super, Amersham, UK) —
100 volts por 1,5 h utilizando um tampao de transferéncia (Tris-HCI 25 mmol/L, Glicina
192 mmol/L, Metanol 20%; pH 8,3) [166]. Utilizamos um sistema Mini Trans Blot Cell-
V8 (Bio-Rad, USA).

A membrana foi incubada em PBS (NaCl 0,8%; Na,HPO4(12H,0) 0,115%; KCI
0,02%; KH,PO4 0,02% - pH 7,2) acrescido de BSA 5% - 1 h a temperatura ambiente.
Posteriormente, lavou-se com PBS (3X - 5 min) e incubou-se a membrana com o anticorpo

especifico a 4°C, overnight. Lavou-se novamente a membrana com PBS (5X - 5 min) e
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incubou-se com o 2° anticorpo (HRP conjugado) durante 2 h. Novamente lavou-se a
membrana com PBS acrescido de Triton X-100 1% (5X - 5 min) [167].

A membrana foi exposta a um filme de RX (Hyperfilm - Amersham, UK) durante
30-60 s utilizando-se um Kit-ECL (Amersham, UK). Apos esse periodo o filme foi
revelado e fixado utilizando-se um kit GBX (Kodak - SP, BR). As bandas imunoreativas
foram avaliadas por densitometria Optica utilizando-se um densitometro (Image Master
VDS - Amersham, UK). Os resultados foram normalizados com Ponceau (5% em acido
acético) e expressos em % de pixels, exceto para o GLUT-4 que foi expresso em UA/g de
tecido.

Utilizamos os seguintes anticorpos (Santa Cruz Biotechnology, CA ou Upstate
Biotechnology, NY): ¢y.zaSOD, GST, (NOS, p-Akt, Akt basal, p-AMPK, AMPK basal e

GLUT-4.

9.4. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo para cada um grupos
estudados, nos estudos 1 € 2.

Na andlise dos resultados da fungdo cardiaca os grupos foram comparados por
analise de varidncia (ANOVA) de duas vias para medidas repetidas, seguida por teste
complementar de SNK ou Tukey.

Na andlise dos resultados da atividade enzimatica e imunodetecc¢do os grupos foram
comparados por andlise de varidncia (ANOVA) de uma via, seguida por teste
complementar de SNK.

Foi utilizado o software SPSS, versdo 13.0 para Windows (EUA), e as diferencas

foram consideradas significativas para P < 0,05.
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ESTUDO 1

Recuperacao funcional no modelo de coragdo isolado de rato:

Papel do tempo de isquemia e do sistema renina-angiotensina
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JUSTIFICATIVA

O sistema renina-angiotensina pode modular a homeostasia cardiovascular através
de seus componentes tanto circulantes como local. A angiotensina-I tem sido utilizada para
estimar a atividade funcional da enzima conversora da angiotensina nos tecidos e na
circulagdo, porque esta necessita ser convertida para angiotensina-Il a fim de determinar
uma resposta [168-170]. No modelo de coragdo isolado de ratos, a liberagdo de
angiotensina-II s6 pode ser mantida pela adi¢do de renina com angiotensinogénio [6] ou de
angiotensina-I [168-170] no tampdo de perfusdo. Assim, eles devem ser adicionados ao
perfusato para o estudo do SRA local, mas alguns autores ndo utilizam angiotensina-I no
perfusato [171-173], dificultando as conclusdes sobre a inibicdo da enzima conversora da
angiotensina nestes estudos.

Apesar da popularidade das preparagcdes em coragdes isolados de ratos no estudo
das lesdes de isquemia-reperfusdo do miocardio, diversos protocolos vém sendo utilizados
em relagdo a duragdo da isquemia [155, 174], ao grau de liberagdo de enzimas e ao grau de
deplecdo dos fosfatos de alto poder energético (indices metabdlicos da lesdo pods-
isquémica) [175, 176], tornando dificil compara-los.

Deste modo, existe uma grande necessidade de caracterizar, no modelo de coragdo
isolado de ratos, um periodo de isquemia no qual as abordagens farmacoldgicas possam

realmente ter um efeito sobre a recuperacdo funcional.

MATERIAIS E METODOS

Foram descritos no item 9, que trata dos dois estudos de maneira geral.

RESULTADOS
Todos os coragdes perfundidos tinham funcdo cardiovascular basal semelhante

antes da isquemia. Devido a recuperacdo do dP/dfy.x € dP/dty,;, serem muito semelhantes,
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apenas a recuperacdo do dP/dz.x foi apresentado (figura 10). Observou-se que o dP/dtyax
foi menor nos grupos KH submetidos a 25 e 30 min de isquemia (74 e 80%,
respectivamente), quando comparados ao grupo KH submetido a 20 min de isquemia. A
angiotensina-I causou uma redugdo de 87-94% na recuperacdo do dP/dfn.x em todos os
periodos isquémicos comparados aos valores basais. Este efeito da angiotensina-I foi
totalmente revertido pelo captopril no protocolo de estudo de 20 min de isquemia. No
entanto, apds 25 ¢ 30 min de isquemia o captopril ndo reverteu o efeito da angiotensina-I
sobre a recuperagdo do dP/dtyax.

Devido a recuperacdo do duplo produto e da PVDes terem sido muito semelhantes,
apenas a recuperacdo do duplo produto foi apresentada (figura 11). O duplo produto foi
menor nos grupos KH submetidos a 25 e 30 min de isquemia (73 e 78%, respectivamente),
quando comparado ao grupo KH submetido a 20 min de isquemia. A angiotensina-I causou
uma reducdo de 85-93% na recuperagdo duplo produto em todos os periodos de isquemia
quando comparados aos valores basais. Este efeito da angiotensina-I foi revertido pelo
captopril nos grupos submetidos a 20 e 25 min de isquemia (85% e 29%, respectivamente,
em relagdo aos valores basais), mas ndo no protocolo de estudo de 30 min de isquemia.

A figura 12 representa a PVD, que foi significativamente aumentada durante a
reperfusdo nos grupos KH submetidos a 25 e 30 min de isquemia global (5,5 e 6 vezes,
respectivamente), quando comparados com o grupo KH submetido & 20 min de isquemia.
A angiotensina-I causou um aumento de aproximadamente 6,9 vezes na recuperacdo da
PVD quando comparada ao grupo KH submetido a 20 min de isquemia; este efeito foi
revertido pelo captopril. No entanto, nos grupos submetidos a 25 ¢ 30 min de isquemia,
tanto a angiotensina-I quanto o captopril ndo causaram efeitos significativos na PVD.

A PP, representada na figura 13, aumentou significativamente durante a reperfusdo
nos grupos KH submetidos a 25 e 30 min de isquemia global (1,08 e 1,10 vezes,

respectivamente) quando comparados ao grupo KH submetido a 20 min de isquemia. A
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angiotensina-I causou um aumento de aproximadamente 1,25 vezes na recuperacdo da PP
em comparacao ao grupo KH submetido a 20 min de isquemia, efeito que foi parcialmente
revertido pelo captopril. No entanto, nos grupos submetidos a 25 ¢ 30 min de isquemia,
tanto a angiotensina-I quanto o captopril, ndo causaram efeitos significativos na PP.

Nao foram encontradas diferengas significativas na PVS e na FC (dados ndo

mostrados) entre os grupos de reperfusdo nos diferentes protocolos de isquemia.
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Figura - 10. Recuperacdo do indice de contratilidade ventricular (dP/dt,,.) a partir de 20, 25 e 30
min de isquemia global. KH (controle), Angio (angiotensina-I) e AC (angiotensina-I + captopril).
Os dados sdo representados como médias = SEM (n = 5 cada). * P <0,05: Angio vs respectivo KH;
#P <0,001: AC vs respectivo Angio. " P <0,001: KH 25 min ¢ KH 30 min de isquemia versus KH

20 min de isquemia.
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Figura - 11. Recuperagdo do duplo produto a partir de 20, 25 e 30 min de isquemia global. KH
(controle), Angio (angiotensina-I) e AC (angiotensina-I + captopril). Os dados sdo representados
como médias + EPM grupo (n = 5 cada). * P <0,04: Angio vs respectivo KH; * P <0,02: AC vs
respectivo Angio; " P <0,001: KH 25 min e KH 30 min de isquemia vs KH 20 min de isquemia.
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Figura - 12. Recuperagdo de pressdo ventricular diastolica (PVD) a partir de 20, 25 e 30 min de
isquemia global. KH (controle), Angio (angiotensina-I) e AC (angiotensina-I + captopril). Os dados
sdo mostrados como médias + EPM grupo (n = 5 cada). * P <0,001: Angio vs respectivo KH; * P
<0,001: AC vs respectivo Angio; ' P <0,001: KH 25 min e KH 30 min de isquemia vs KH 20 min

de isquemia.
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Figura - 13. Recuperagdo da pressdo de perfusdo (PP) a partir de 20, 25 ¢ 30 min de isquemia
global. KH (controle), Angio (angiotensina-I) e AC (angiotensina-I + captopril). Os dados sdo
mostrados como médias + EPM grupo (n = 5 cada). * P = 0,02: Angio vs respectivo KH; ' P

<0,001: KH 25 min e KH 30 min de isquemia vs KH 20 min de isquemia.

DISCUSSAO

Este estudo mostrou que, no modelo de coragdo isolado de ratos, 20 min de
isquemia global resulta em disfung@o contratil leve/moderada, enquanto periodos mais
prolongados de isquemia causam disfuncdo contratil grave. Além disso, demonstramos que
os efeitos da angiotensina-I e do captopril na recuperagdo funcional sao melhor observados
quando os coragdes sdo submetidos a 20 min de isquemia. Esse € o primeiro estudo que
avaliou a recuperacdo funcional e a capacidade de resposta do sistema renina-angiotensina
tecidual em coragdes de ratos submetidos a trés diferentes periodos de isquemia.

O acompanhamento das alteragdes cardiovasculares induzidas pela isquemia global
(20, 25 e 30 min) no modelo de coracdo isolado de ratos mostrou que nos coragdes
expostos a 20 min de isquemia, a recuperacdo funcional foi reduzida na fase inicial da
reperfusdo, mas ndo no final da reperfusao (30 min), sugerindo que o grau de leso tecidual

foi de leve a moderado. O efeito do prolongamento do periodo de isquemia de 20 para 25
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ou 30 min foi uma acentuada diminuicao na recuperacdo funcional, conforme indicado por
menores dP/dty,x e duplo produto, e por maiores PVD e PP ao longo do periodo de
reperfusdo. Essas modificagdes demonstram que ocorre contratura do miocardio quando
mais de 20 min de isquemia sdo aplicados, sugerindo lesdo tecidual severa. Esses
resultados estdo de acordo com os dados funcionais e metabdlicos de estudos anteriores
[155, 177].

Palmer et al. [174] e Wang et al. [177] relataram que leve disfungdo pos-isquémica
ocorre quando curtos periodos de isquemia global (15-20 min) sdo empregados, mas uma
disfuncdo severa do miocardio com uma persistente elevacdo da liberacdo de creatina
cinase foi observada apds 25 min ou mais de isquemia, sugerindo uma lesdo miocardica
irreversivel. Esses resultados e os nossos sugerem que a transicdo de lesdo tecidual
leve/moderada a grave ocorre apds 20 min de isquemia global. No entanto, mudangas no
tampao de perfusdo (ex.: concentragdo de substrato e/ou composigdo [178], fluxo [179] e
temperatura [180]) podem modificar este limiar isquémico.

Muitos estudos confirmaram que a atividade da enzima conversora da angiotensina
esta presente no tecido cardiaco e que o SRA pode modular a homeostase cardiovascular,
tanto através de seu sistema local, como sistémico [168-170, 181]. No entanto, no modelo
de coragdo isolado de ratos, o substrato (angiotensina-I) deve ser adicionado ao perfusato
para o estudo do SRA local [168-170]. No presente estudo, a angiotensina-I resultou numa
marcada redug@o na recuperacdo funcional apos o estabelecimento da disfungdo induzida
pela isquemia, conforme indicado pelo menor dP/dtn., ¢ duplo produto em todos os
periodos isquémicos testados. Isto também ¢é reforcado pela maior PVD e PP nos grupos
submetidos a 20 min de isquemia. Estudos anteriores também mostraram que a
angiotensina-I e a angiotensina-Il reduzem a contratilidade cardiaca e/ou causam
constriccdo das artérias corondrias [155, 182], mas outros autores ndo observaram nenhum

efeito deletério induzido por estes compostos [183].
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Os efeitos da angiotensina-I sobre a recuperacdo funcional foram total ou
parcialmente revertidos pelo captopril nos grupos submetidos a 20 e 25 (mas ndo a 30) min
de isquemia, sugerindo que eles dependem da conversdo local para angiotensina-II.
Diversos fatores sdo relacionados a este efeito protetor dos inibidores da enzima
conversora da angiotensina sobre a lesdo de isquemia-reperfusdo: diminuigdo da infiltracio
leucocitaria [184], efeitos antiinflamatorios [185], propriedades antioxidantes [17] e efeitos
mediados pelo aumento nos niveis de bradicinina e de prostaglandina [186]. Possivelmente
a incapacidade do captopril em atenuar completamente as respostas mediadas pela
angiotensina-I deve-se a uma atividade intrinseca da angiotensina-I, pois a formagdo de
angiotensina-II em coragdes intactos de ratos ¢ primariamente dependente da enzima
conversora da angiotensina [168-170]. No entanto, muitas vias alternativas para a
formacao da angiotensina-Il (ex.: quimase, calicreina e catepsina-G), podem ser ativadas
em diversas condigdes patologicas, tais como a isquemia, hipercolesterolemia, hipertensio
e inflamacdo [96]. Devido a inibi¢do da enzima conversora da angiotensina aumentar os
niveis circulantes da angiotensina-1-7 [187], alguns destes efeitos cardiovasculares podem
ser atribuidos a ela, embora as ac¢des cardiacas desse peptideo sejam discrepantes [99, 188].

Esses resultados mostraram que, apos 20 min de isquemia a recuperagdo funcional
do miocardio ¢ significativamente reduzida e pouco afetada pela angiotensina-I ou pelo
captopril, sugerindo uma menor capacidade de resposta do tecido cardiaco causada pela
contratura isquémica. Assim, ¢ pouco provavel que a menor capacidade de resposta do
tecido cardiaco as drogas testadas possa ser devida a uma saturagdo da atividade da enzima
conversora da angiotensina tecidual.

No modelo de coragdo isolado a liberacdo de enzimas causada tanto pela isquemia
como pela lesdo induzida pela reperfusdo vem sendo descrita [174-176, 189, 190]. No
entanto, embora importantes, os resultados apresentados sdo discordantes e ilustram a falta

de padronizacdo entre os diversos ensaios e/ou na sensibilidade dos métodos utilizados.
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Além disso, os dados sdo freqlientemente expressos em diferentes unidades (ex.:
unidades/mg de proteina, unidade/g do peso seco, etc), tornando dificil comparar os
resultados dos diferentes estudos. Deste modo, nds preferimos a utilizagdo de multiplos
indices funcionais para avaliar a extensdo da lesdo tecidual no coragdo isquémico,
considerando que esta abordagem possa ser mais reprodutivel.

Concluimos que 20 min de isquemia global é o melhor periodo para o estudo da
disfuncdo contratil leve/moderada do miocardio, de modo que possa ser atenuada ou
agravada pelas drogas aqui testadas (angiotensina-I e captopril). Periodos de isquemia
maiores podem levar a lesdo severa do miocardio, com o desenvolvimento de contratura
isquémica, que ndo pode ser revertida pelo uso de drogas testadas durante o periodo
reperfusdo. Assim, abordagens farmacoldgicas testadas nesses periodos podem ndo ter

nenhum efeito por razdes metodoldgicas.
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ESTUDO 2

Efeitos da insulina associada a um inibidor do sistema renina-
angiotensina sobre os mecanismos de cardioprotecao

a lesdao isquemia-reperfusao
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JUSTIFICATIVA

Ha muitos anos existe o interesse no desenvolvimento de tratamentos que através
de modulagdes metabodlicas melhorem os resultados da isquemia cardiaca. O tratamento
com glicose-insulina-potassio (GIK) representa um exemplo classico. Descrito pela
primeira vez ha mais de quatro décadas, substanciais evidéncias a partir de pesquisas em
animais ¢ em humanos tém mostrado um efeito benéfico do GIK no tratamento da
isquemia cardiaca [49, 191-193]. Entretanto, recentemente uma grande pesquisa clinica
(CREATE-ECLA) mostrou que o GIK ndo teve efeito em pacientes com infarto agudo do
miocardio [194]. Embora estes resultados tenham sido extremamente desapontadores para
a sustentacdo do tratamento metabodlico, despertou ainda mais o interesse por pesquisas que
contribuam para uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nesta terapéutica.

Por outro lado, o uso de inibidores da enzima conversora da angiotensina tem
demonstrado mais efeitos benéficos do que o esperado no tratamento da hipertensdo
arterial, ap6s infarto do miocardio e na insuficiéncia cardiaca, causando redugdo na
resisténcia a insulina além da reducdo da pressdo arterial [122, 195, 196]. Os mecanismos
responsaveis por estes efeitos extremamente positivos sO recentemente vém sendo
compreendidos, ¢ podem também estar relacionados aos efeitos destas drogas sobre as vias
de sinalizagao intracelulares [197].

As implicag¢des das interagdes intracelulares entre os sistemas de sinalizagcdo da
angiotensina-II e insulina s3o muitas, porque ocorrem em concentragdes fisiologicas dos
hormonios em animais intactos. Além disto, a resisténcia a insulina e a hipertensdo arterial
coexistem freqlientemente e sdo determinantes de um maior risco cardiovascular,

chamando a aten¢do para a importancia do cross-talk angiotensina-1I/insulina.

MATERIAIS E METODOS

Foram descritos no item 9 que trata dos dois estudos de maneira geral.
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RESULTADOS
Funcao Cardiaca

Todos os grupos apresentavam fungdo cardiovascular (PVS, PVD, PVDes, DP,
dP/dtmax, dP/dtmin, PP e FC) similar antes da indug@o do periodo isquémico (Tabela 1).

A figura 14 mostra a recuperacdo da PVDes apos 20 min de isquemia global, o
grupo Angio apresentou uma reducdo de ~24% em relagdo ao periodo basal. Este efeito da
Angio foi revertido pelos tratamentos IA e IAC, e parcialmente revertido pelo tratamento
AC (P = 0,055). Os grupos KH e insulina ndo diferiram significativamente de nenhum
grupo.

Na recuperacao do dP/dtysx (figura 15), o grupo Angio apresentou uma reducao de
~29% em relagdo ao periodo basal, e também foi menor significativamente em rela¢do ao
grupo KH. Este efeito da Angio foi revertido por todos os tratamentos (AC, IA e IAC). O
grupo insulina também foi maior significativamente em relacdo ao grupo Angio. Na
recuperacdo do dP/dtym, 0 grupo Angio apresentou uma reducdo de ~17% em relacdo ao
periodo basal, mas ndo diferiu significativamente de nenhum grupo (P = 0,066 vs. grupo
IA) (dados nao mostrados).

A figura 16 mostra a recuperacdo da PVD, o grupo Angio apresentou um aumento
de ~2,7 vezes na PVD em relagdo ao periodo basal, e também foi maior significativamente
em relag@o ao grupo KH. Este efeito da Angio foi atenuado significativamente por todos os
tratamentos (AC, IA e TAC; ~1,6 vezes em relacdo ao periodo basal). O grupo insulina
(~1,5 vezes em relagdo ao periodo basal) também foi menor significativamente em relagdo
ao grupo Angio.

Na recuperagdo do duplo produto (figura 17), o grupo Angio apresentou uma

reducdo de ~24% em relagdo ao periodo basal. Este efeito da Angio foi revertido pelo
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tratamento A, que também foi maior significativamente em relacdo aos grupos KH e AC.
Os grupos insulina e IAC nao diferiram significativamente de nenhum grupo.

A figura 18 mostra a recuperacdo da PP, os grupos Angio ¢ TA apresentaram um
aumento de ~20% em relagdo ao periodo basal. Todos os grupos (exceto o grupo insulina)
foram maiores significativamente em relacdo ao grupo KH. O grupo insulina apresentou
valores menores em relacdo aos grupos Angio e IA. Os grupos AC e IAC nido diferiram
significativamente dos grupos Angio e insulina.

Os grupos estudados ndo apresentaram alteragdes significativas na PVS, durante a
reperfusdo. Na recuperagdo da FC todos os grupos (exceto o IA) apresentaram uma
redu¢do de ~10-15% em relacdo ao periodo basal. O grupo insulina apresentou uma
reducdo de ~11% em relacdo ao grupo IA, mas ndo diferiu significativamente dos demais

grupos (dados ndo mostrados).
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Tabela 1. Pardmetros basais da fungéo cardiaca nos diferentes grupos de tratamentos:

GRUPOS
KH Angio AC Insulina 1A IAC
PVS (mmHg) 814+73 768+56 81.8+67 70.6+3.1 67.6+27 68,0+28
PVD (mmHg) 87+02 87403 85402 85403 92402 95+03

PVDes (mmHg) 728+73 68,0+55 734+68 620+24 586+2,8 58,8+3,0
165984+ 16401,6+ 17439,8+ 14991,6+ 14708,6+ 15005,8 +

DP (mmHg.bpm) 176 4 1061,0 1866,8 649.5 387.9 273.0
17874+ 15330+ 16874+ 14628+ 14922+ 15278+
dP/dtms (mmHg/s) 539 | 128.6 1450 982 37.9 81,6
10611+ 10566+ 11762+ 10594+ 9340+ 8632+
dP/dtwin (mmHg/s) 149 108,0 89,1 124,0 69,4 61,1
PP (mmHzg) 932+83 727+43 860+69 902+42 725+49 847+57
2280+ 2412+ 2376+ 2552 +
FC (bpm) s 05 G6 241826 2510£53 7

KH (Krebs-Henseleit), Angio (angiotensina-I), AC (angiotensina-I + captopril), IA (insulina +
angiotensina-I) e IAC (insulina + angiotensina-I + captopril). Os resultados estdo expressos como
média+ EPM, n=17.

Relg¢do ao basal
o
(0]
|

5 10 15 20 25 30

Tempo de reperfusao (min)

— % —KH—&—Angio ---A--- AC---X--- Insul ---A--- IA ---0--- IAC

Figura - 14. Recuperagdo da Pressdo Ventricular Desenvolvida (PVDes) apds 20 min de isquemia
global. KH (Krebs-Henseleit), Angio (angiotensina-I), AC (angiotensina-I + captopril), Insul
(insulina), IA (insulina + angiotensina-I) e IAC (insulina + angiotensina-I + captopril). Os dados

sio representados como média + EPM (n = 7 cada). * Angio vs. KH; # IA e IAC vs. Angio; ¥ AC
vs. Angio (P = 0,055).
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Figura - 15. Recuperagdo do indice de contratilidade ventricular (dP/dtmax) apds 20 min de
isquemia global. KH (Krebs-Henseleit), Angio (angiotensina-I), AC (angiotensina-I + captopril),
Insul (insulina), IA (insulina + angiotensina-I) e IAC (insulina + angiotensina-l + captopril). Os

dados sdo representados como média + EPM (n = 7 cada). * Angio vs. KH; # Todos vs. Angio.
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Figura - 16. Recuperagdo da Pressdo Ventricular Diastolica (PVD) ap6s 20 min de isquemia
global. KH (Krebs-Henseleit), Angio (angiotensina-I), AC (angiotensina-I + captopril), Insul
(insulina), IA (insulina + angiotensina-I) e IAC (insulina + angiotensina-I + captopril). Os dados

sfo representados como média = EPM (n = 7 cada). * Angio vs. KH; * Todos vs. Angio.
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Duplo Produto
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Figura - 17. Recuperagdo do Duplo Produto apds 20 min de isquemia global. KH (Krebs-
Henseleit), Angio (angiotensina-I), AC (angiotensina-I + captopril), Insul (insulina), IA (insulina +
angiotensina-I) e IAC (insulina + angiotensina-I + captopril). Os dados sdo representados como

média = EPM (n = 7 cada). 1A vs. KH, Angio e AC.
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Figura - 18. Recuperagdo da Pressdo de Perfusdo (PP) ap6s 20 min de isquemia global. KH
(Krebs-Henseleit), Angio (angiotensina-1), AC (angiotensina-1 + captopril), Insul (insulina), 1A
(insulina + angiotensina-I) e TAC (insulina + angiotensina-I + captopril). Os dados séo

representados como média = EPM (n = 7 cada). " Todos vs. KH; * Insul vs. Angio e IA.
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Concentracao das Enzimas Akt e AMPK

A figura 19 mostra a concentracdo da enzima Akt em coragdes expostos a 20 min
de isquemia global seguidos por 30 min de reperfusdo. Nenhum dos grupos apresentou
alteracdes significativas na concentracdo da Akt basal (figura 19.A). Entretanto, na
concentragdo da Akt fosforilada (figura 19.B) os grupos I e IA foram maiores em relagao
ao grupo KH (~47% e ~42%, respectivamente) e¢ ao grupo A (~60% e ~55%,
respectivamente). Os demais grupos estudados ndo apresentaram diferencas significativas.

A figura 20 mostra a concentragcdo da enzima AMPK em coragdes expostos a 20
min de isquemia global seguidos por 30 min de reperfusdo. Nenhum dos grupos apresentou
alteracdes significativas na concentracdo da AMPK basal (figura 20.A). Entretanto, na
concentragdo da AMPK fosforilada (figura 20.B), os grupos I, IA e IAC foram ~31%

maiores em relagdo aos grupos KH, A e AC.
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Figura - 19. Western blot representativo e quantificacdo da enzima Akt em coragdes expostos a 20
min de isquemia global seguidos por 30 min de reperfusdo. (A) Akt basal. (B) Akt fosforilada
(pAkt). KH (Krebs-Henseleit), A (angiotensina-I), AC (angiotensina-1 + captopril), I (insulina), [A
(insulina + angiotensina-I) e IAC (insulina + angiotensina-I + captopril). Os dados s@o

representados como média £ EPM (n = 5 cada). * vs. grupo KH; # vs. grupo A.
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Figura - 20. Western blot representativo e quantificacdo da enzima AMPK em coragdes expostos a
20 min de isquemia global seguidos por 30 min de reperfusdo. (A) AMPK basal. (B) AMPK
fosforilada (pAMPK). KH (Krebs-Henseleit), A (angiotensina-I), AC (angiotensina-I + captopril), I
(insulina), IA (insulina + angiotensina-I) e IAC (insulina + angiotensina-I + captopril). Os dados

sdo representados como média + EPM (n =5 cada). * vs. grupo KH; # vs. grupos A e AC.
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Concentracio e translocacio do GLUT-4

A figura 21 mostra a concentragdo do GLUT-4 em coragdes expostos a 20 min de
isquemia global seguidos por 30 min de reperfusdo. Nenhum dos grupos apresentou
alteracdes significativas na concentracdo do GLUT-4, tanto na fragdo microssomal (figura
21.A) quanto na fracdo de membrana plasmatica (figura 21.B). O mesmo foi observado em

relacdo a translocacdo do GLUT4 (figura 21.C).
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Figura - 21. Western blot representativo e quantificagdo do GLUT-4 em coragdes expostos a 20
min de isquemia global seguidos por 30 min de reperfusdo. (A) Fracdo microssomal. (B) Fragdo de
membrana. (C) Percentual de translocagdo. KH (Krebs-Henseleit), A (angiotensina-I), AC
(angiotensina-I + captopril), I (insulina), IA (insulina + angiotensina-I) e IAC (insulina +

angiotensina-I + captopril). Os dados séo representados como média + EPM (n = 5 cada).
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Lipoperoxidacgao

A lipoperoxidacdo, um marcador de dano oxidativo as membranas celulares, foi
avaliada através da medida de TBA-RS e quimiluminescéncia nos coragdes expostos a 20
min de isquemia global seguidos por 30 min de reperfusdo. No TBA-RS (figura 22.A), o
grupo KH foi ~73% maior em relagdo aos outros grupos. Na quimiluminescéncia (figura
22.B), o grupo KH também foi maior (~2,2 vezes) em relagdo aos outros grupos; ¢ o grupo

IA foi ~35% menor em relagdo ao grupo A.

64



1200 -

1000 | {—

800 -

600 - T

400 -

pmol MDA/mg Prot.

200 A

>

KH A AC IAC

1800 -

1500 -

1200 -

900 - * *

cps/mg Prot.

B
[

KH A AC

Figura - 22. Determinacgo da lipoperoxidacio em coragdes expostos a 20 min de isquemia global
seguidos por 30 min de reperfusdo. (A) TBA-RS. (B) Quimiluminescéncia. KH (Krebs-Henseleit),
A (angiotensina-I), AC (angiotensina-I + captopril), I (insulina), IA (insulina + angiotensina-I) e
IAC (insulina + angiotensina-I + captopril). Os dados sdo representados como média + EPM (n =5

cada). * vs. grupo KH; # vs. grupo A.
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Atividade das Enzimas Antioxidantes

A tabela 2 mostra a atividade das enzimas antioxidantes (SOD, catalase ¢ GST) em
coragdes expostos @ 20 min de isquemia global seguidos por 30 min de reperfuséo.
Nenhum dos grupos apresentou alteragdes significativas na atividade da SOD. A atividade
da catalase foi ~28% maior no grupo KH em relacdo aos outros grupos (exceto o IA, P =
0,058). Na atividade da GST, o grupo insulina foi menor em relagdo ao grupo Angio ¢ AC

(~45% e ~50%, respectivamente).

Tabela 2. Atividade das enzimas antioxidantes em coragdes expostos a 20 min de isquemia

global seguidos por 30 min de reperfusdo com diferentes tratamentos:

ENZIMAS

GRUPOS SOD Catalase GST
KH 414 + 41 274 +1,8 343+38
Angio 324 +29 19,9 +1,5% 39,9+ 5,6
AC 344 + 28 20,5+ 1,3* 43,9+39
Insulina 308 + 28 18,2 + 1,6% 22,4 +22¢#
A 298 + 22 22,5+1,5" 30,8 £2,1
IAC 294 + 25 20,1 +2,4% 30,0 2,6

KH (Krebs-Henseleit), Angio (angiotensina-I), AC (angiotensina-I + captopril), IA (insulina +
angiotensina-I) e IAC (insulina + angiotensina-I + captopril). Os resultados estdo expressos como

média + EPM, n = 5. * vs. grupo KH; * vs. grupos Angio e AC; ¥ vs. grupo KH (P = 0,058).
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Concentracao das Enzimas Antioxidantes

A figura 23 mostra a concentracdo das enzimas antioxidantes (cyz,SOD e GST) em
coragdes expostos a 20 min de isquemia global seguidos por 30 min de reperfusdo. Na
concentragdo da ¢yzSOD (figura 23.A), os grupos A, AC e TAC foram menores em
relacdo ao grupo KH (~40%, ~43% e ~27%, respectivamente). O grupo I foi maior em
relacdo aos grupos A e AC (~37% e ~41%, respectivamente). Os demais grupos estudados
ndo apresentaram diferengas significativas (IA vs. AC, P =0,067).

Nenhum dos tratamentos causou alteracdes significativas na concentragdo da

enzima GST (figura 23.B).
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Figura - 23. Western blot representativo e quantificacdo das enzimas antioxidantes (Cu/ZnSOD e
GST) em coragdes expostos a 20 min de isquemia global seguidos por 30 min de reperfusdo. (A)
cwznSOD. (B) GST. KH (Krebs-Henseleit), A (angiotensina-I), AC (angiotensina-I + captopril), I
(insulina), IA (insulina + angiotensina-I) e IAC (insulina + angiotensina-I + captopril). Os dados

sdo representados como média + EPM (n =5 cada). * vs. grupo KH; # vs. grupos A e AC.

Metabolismo do Oxido Nitrico

A figura 24 mostra os metabolitos do 6xido nitrico (NOX) e a concentragdo da
NOS em coragdes expostos a 20 min de isquemia global seguidos por 30 min de
reperfusdo. Nenhum dos tratamentos causou alteragdes significativas nos niveis de NOX

(figura 24.A) e nem na concentragdo da .NOS (figura 24.B).
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Figura - 24. (A) Determinagdo dos metabolitos do 6xido nitrico (NOX) em coragdes expostos a 20
min de isquemia global seguidos por 30 min de reperfusdo. (B) Western blot representativo e
quantificagdo da enzima .NOS. KH (Krebs-Henseleit), A (angiotensina-I), AC (angiotensina-1 +
captopril), I (insulina), IA (insulina + angiotensina-I) e IAC (insulina + angiotensina-I + captopril).

Os dados sdo representados como média + EPM (n = 5 cada).
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DISCUSSAO

Nesse estudo, demonstramos que a administragdo de insulina apds isquemia, no
inicio do periodo de reperfusdo, reverte os efeitos deletérios da angiotensina-II sobre a
contratilidade cardiaca, mas ndo sobre a pressdo de perfusdo, no modelo de isquemia-
reperfusio em coragdo isolado. Este efeito cardioprotetor ¢ mediado, ao menos
parcialmente, pela Akt, que modula o estado redox celular, e pode atuar sinergicamente
com a AMPK para melhorar o estado metabolico do miocardio, apesar de ndo ter ocorrido
alteracdo na translocacdo do GLUT-4 durante a reperfusdo. Além disso, a combinacao da
insulina com um inibidor do sistema renina angiotensina (captopril) ndo promoveu um
efeito cardioprotetor adicional ao uso da insulina na reversdo dos efeitos deletérios da
angiotensina-II durante a reperfusdo. E possivel que o efeito antioxidante do captopril
exerca um efeito negativo sobre a sinalizacdo intracelular da insulina. Demonstramos
também que o uso de captopril, apesar de ndo exercer nenhuma agao sobre a Akt e sobre a
AMPK, atenua e/ou reverte os efeitos da angiotensina-II sobre a contratilidade cardiaca,
mas nao sobre a pressao de perfuséo.

Muitos estudos demonstraram que a angiotensina-I e/ou angiotensina-II reduzem a
contratilidade do miocardio e/ou causam constri¢do das artérias coronarias [155, 182], mas
outros ndo relatam nenhum efeito deletério induzido por estes compostos [183]. Nesse
estudo, a infusdo de angiotensina-I resultou numa marcada redu¢do na recuperagdo da
fungdo cardiaca apos o estabelecimento da disfun¢do cardiaca induzida pela isquemia,
como indicado pelas menores PVDes e dP/dt;x, assim como, pelas maiores PVD e PP.

Os efeitos deletérios da angiotensina-I sobre a recuperagdo da contratilidade
cardiaca foram revertidos total ou parcialmente pelo captopril (grupo AC), mas este ndo
reverteu os efeitos da angiotensina-I sobre a PP. O fato do captopril reverter os efeitos da
angiotensina-I sobre a funcdo cardiaca demonstra que estes efeitos dependem de uma

conversdao local da angiotensina-I para angiotensina-Il. Multiplos fatores podem estar
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envolvidos na cardioprotecdo as lesdes de reperfusdo apresentada pelos iECA: eles
diminuem infiltragdo leucocitaria [184], possuem efeitos anti-inflamatérios [185], efeitos
antioxidantes [17], e efeitos mediados por aumentar os niveis de bradicinina e de
prostaglandina [186]. Possivelmente a incapacidade do captopril em reverter os efeitos da
angiotensina-I sobre a PP deva-se a sua atividade intrinseca, pois a formagdo de
angiotensina-II em coragdo de rato intacto depende principalmente da atividade da enzima
conversora da angiotensina [168-170]. No entanto, vias enzimaticas alternativas que
formam a angiotensina-II (ex.: quimase, calicreina e catepsina-G) podem ser ativadas em
condicdes patologicas [96]. Devemos considerar ainda que o efeito do captopril sobre a
PVDes ndo foi estatisticamente significativo (P = 0,055), provavelmente pelo niimero
amostral pequeno.

Neste estudo, demonstramos que a insulina combinada a angiotensina-I (grupo 1A)
ou a angiotensina-I e captopril (grupo IAC) reverte os efeitos da angiotensina-II sobre a
funcdo cardiaca, como observado pelas maiores PVDes ¢ dP/dt;, assim como pela menor
PVD. Adicionalmente, o grupo IA apresentou um melhor duplo produto em relagdo ao
grupo Angio, mas este efeito foi atenuado pela adi¢do do captopril (grupo IAC), que pode
exercer um efeito inibitério sobre as vias de transducdo do sinal da insulina, como
discutido abaixo. Esses dados corroboram os de outros estudos, que demonstraram que a
insulina melhora a fungdo contratil do miocardio durante a reperfusao [16, 67, 178, 192],
apesar destes ndo utilizarem angiotensina no perfusato.

No entanto, a insulina ndo reverteu os efeitos da angiotensina-II sobre a PP. Apesar
da insulina causar vasodilatacdo dose e tempo-dependente, no coragdo e nos vasos
periféricos [59, 60], este efeito pode estar prejudicado em situagdes patologicas [60, 61].
Devemos salientar ainda, que a dose de insulina utilizada ndo provocou nenhuma alteragio
na funcao cardiaca quando comparada ao grupo KH, o que ratifica nossa afirmagao de que

a insulina opde-se aos efeitos deletérios da angiotensina-II sobre a fungdo cardiaca.
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Varios estudos tém demonstrado que as vias de transdug@o do sinal da insulina e da
angiotensina-II compartilham um grande numero de moléculas efetoras e através destas,
um hormdnio pode modular a resposta celular do outro [150-153].

Estudos realizados in vivo e em cultura de células mostraram que, assim como a
insulina, a angiotensina-II ¢ capaz de fosforilar os IRS-1/2 em residuos de tirosina [150,
151], de forma dependente da JAK-2 [150]. No entanto, de modo contrario ao estimulo da
insulina, a atividade da via PI3-k/Akt encontra-se diminuida apés a fosforilagdo dos IRS-
1/2 pela angiotensina-II [151-153].

Os resultados desse estudo corroboram os estudos citados acima, uma vez que
demonstramos que a insulina aumentou a fosforilacdo da Akt e que a angiotensina-I
isoladamente ndo exerceu nenhum efeito sobre sua fosforilacdo. No entanto, quando
associamos os dois hormoénios (insulina + angiotensina, grupo [A), a angiotensina-I ndo
inibiu o efeito da insulina sobre a fosforilagdo da Akt. Este efeito contraditorio resulta
provavelmente de diferencas nas condi¢des experimentais. Em nosso estudo, na busca de
doses mais proximas das fisiologicas, utilizamos uma concentragdo de 100 nmol/L de
angiotensina-I, que se estima ter um efeito quatro vezes menor do que a mesma
concentragdo de angiotensina-II [155], e nos estudos referidos a menor concentragio
utilizada foi de 100 nmol/L de angiotensina-Il. A associagdo da angiotensina-I com o
captopril (grupo AC) ndo exerceu nenhum efeito sobre a fosforilagdo da Akt. No entanto,
quando associamos insulina, angiotensina-I e captopril (grupo TAC), o captopril exerceu
um efeito inibitorio sobre a capacidade da insulina em fosforilar a Akt.

Numerosos estudos t€ém mostrado que a insulina estimula a produgdo de baixas
concentragdes de H,O,, e este atua como segundo mensageiro, exercendo um papel
importante na transducdo do sinal da insulina [198-201]. Esta produg¢do de H,O,
estimulada pela insulina pode ser bloqueada pela enzima antioxidante catalase [201]. Deste

modo, o efeito inibitorio do captopril sobre a capacidade da insulina em fosforilar a Akt
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pode se dever a sua propriedade antioxidante [17]. No entanto, alguns estudos relataram
que o captopril pode aumentar a fosforilacdo da via PI3k-Akt [202, 203], mas estes estudos
foram realizados em figado e musculo de ratos velhos [202] e no coracdo de camundongos
(ob/ob) [203], condi¢bes estas de resisténcia a insulina onde os iECA parecem ter um
efeito melhor [118].

Nos processos de isquemia-reperfusdo a produgdo energética ¢ comprometida e ha
um aumento na relacio AMP/ATP, o que resulta na fosforilagdo e ativagdo da AMPK
[204]. A AMPK atua como um sensor energético intracelular, e ativada inibe as vias de
consumo de ATP (ex.: sintese de acidos graxos e de colesterol) e ativa as vias que geram
ATP (ex.: glicolise e oxidacdo de acidos graxos), mantendo assim o balanco energético
intracelular [205, 206]. Neste estudo a angiotensina-I, isolada ou combinada ao captopril
(grupo AC), n3o exerceu nenhum efeito sobre a fosforilagio da AMPK. No entanto,
divergindo de outros estudos [207, 208], nos grupos tratados com insulina (grupos I, IA e
IAC) houve um aumento da fosforilagdo da AMPK.

Dados de literatura mostraram que, a insulina ativando a Akt promoveria uma
inibi¢do da ativacdo da AMPK [207, 208], contudo estes relatos aplicam-se na auséncia de
hipoxia. Entretanto, em estudos realizados sob condigdes de estresse metabolico, como
isquemia [209] e exposi¢cdo ao frio [210], os efeitos da insulina sobre a fosforilagdo da
AMPK siao reduzidos ou ausentes. Adicionalmente, Fisher e cols. (2002) [211] sugerem
que durante a hipoxia e exercicio, a ativacdo da AMPK pode aumentar a sensibilidade a
insulina. De fato, existem evidéncias de que a AMPK ativada poderia contribuir para a
captagdo de glicose pelo musculo por pelo menos dois mecanismos: aumentando a
translocag@o do transportador de glicose GLUT-4 e aumentando a sensibilidade a insulina
[212, 213]. Estes estudos sugerem que em condi¢des de estresse metabodlico possa ocorrer
uma inibicdo no cross-talk entre as vias da insulina e da AMPK. Além disso, a ativacdo de

cinases e/ou a inibi¢do de fosfatases podem ativar a AMPK, mesmo com a Akt ativada
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[214]. Deste modo, ¢ possivel que sob condicdes de estresse a insulina possa ativar ou
manter ativa a AMPK, exercendo algum tipo de modulagéo sobre as cinases e/ou fosfatases
que regulam a atividade desta enzima.

Em cardiomidcitos isolados de ratos, a insulina, e também a isquemia (hipoxia)
estimulam o transporte de glicose e translocacdo dos GLUT-1 e -4 do interior da célula
para sua superficie. O GLUT-1 ¢ o responsavel primariamente pela captagdo basal de
glicose, tendo sua importancia aumentada na auséncia do GLUT-4 [39] e na isquemia
cardiaca [40]. Nesse estudo, apesar das vias responsaveis por estimular a translocacido do
GLUT-4 para a membrana plasmatica, PI3k-Akt e AMPK, terem sido ativadas nos grupos
tratados com a insulina (grupos I, IA e IAC), quando avaliamos a concentragdo do GLUT-
4 nas fragdes microssomal e plasmatica, ndo observamos nenhuma diferenga no percentual
de translocacdo (~67%) entre os tratamentos. Estudos utilizando um protocolo de
fracionamento similar ao utilizado nesse, demonstraram que 15 min de isquemia sdo
capazes de provocar aumento de ~41% de translocacdo do GLUT-4, enquanto que o uso de
insulina pode provocar aumento de ~61% de translocac¢do [215, 216]. A combinagdo de
ambos ndo resultou em translocagdo adicional a provocada pela insulina [215, 216]. Assim,
o tempo de isquemia utilizado nesse estudo (20 min) pode ter esgotado a capacidade
celular de translocar o GLUT-4 para a membrana plasmatica, por isso ndo encontramos
diferengas entre os tratamentos. O sistema nervoso simpatico, através da liberagdo de
catecolaminas, também pode estimular a translocacdo dos GLUT-1/4 para a membrana
[217, 218]. No modelo de coragdo isolado, aqui empregado, as terminagdes nervosas
simpaticas sdo fonte de noradrenalina, deste modo, devemos considerar uma possivel
participacdo do sistema nervoso simpatico.

Numerosos estudos demonstraram nao haver uma relacdo direta entre o contetido
de GLUT-4 na membrana plasmatica e a magnitude da captacdo de glicose estimulada pela

insulina [219, 220]. Esta discrepancia entre a translocacdo do GLUT-4 e a captacdo de
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glicose sugere que este transportador possua uma atividade intrinseca, que pode também
ser regulada (aumentada) pela insulina [219, 220]. Deste modo, apesar de ndo termos
avaliado a captagdo de glicose, € possivel que os grupos tratados com insulina tenham uma
captacao de glicose aumentada.

O aumento na producdo das EROs pode causar varios efeitos deletérios, tais como
aumento da lipoperoxidagdo das membranas, carbonilagdo de proteinase danos ao DNA,
podendo causar a morte celular [221]. Varios estudos experimentais [15-17] e clinicos
[222, 223] demonstraram um aumento no estresse oxidativo associado ao dano celular ¢ o
tamanho do infarto, causado pelas EROs produzidas durante o periodo de reperfusdo.
Nesse estudo, observamos um aumento significativo na lipoperoxidacdo avaliada por
TBA-RS e quimiluminescéncia no grupo KH em relagdo aos demais grupos. Estudos tém
demonstrado que a angiotensina-1-7, um metabolito da angiotensina-II tem ag¢des opostas
as induzidas pela angiotensina-II [224, 225] e através da liberacdo de NOe- e
prostaglandinas pode entre outras agdes, causar vasodilatacdo [226] e inibir a proliferagdo
celular [227]. Por outro lado, tem se demonstrado que a reperfusdo controlada ou pos-
condicionamento pode proteger o miocardio da lesdo de reperfuséo [11, 12, 223]. Assim, a
menor lipoperoxida¢do encontrada no grupo angiotensina-I em relagdo ao grupo KH, pode
ser devido aos efeitos da angiotensina-1-7 ou a restrigdo do fluxo causada pela
angiotensina-II, onde uma menor exposi¢do ao oxigénio pode diminuir a produgdo de
EROs. A associagdo da insulina com a angiotensina-I (grupo IA) provocou uma
diminui¢do na lipoperoxidag¢do (quimiluminescéncia) em relacdo ao grupo Angio. Este
efeito deveu-se provavelmente aos efeitos da insulina: metabodlicos, antiinflamatorios,
antiapoptoticos, entre outros [228], associados possivelmente aos efeitos da angiotensina-
1-7 [224].

As enzimas antioxidantes intracelulares t€ém alto potencial redutor, e fazem parte do

mecanismo de prote¢do do organismo contra a formacdo das EROs durante a isquemia-
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reperfusdo [229]. Nesse estudo demonstramos que a angiotensina-I, isolada ou combinada
ao captopril (grupo AC), causou uma diminui¢do na expressao da SOD e na atividade da
catalase em relacdo ao grupo KH. A angiotensina-II pode causar hipertensdo arterial por
elevar a producdo do anion superoxido [230] e por diminuir a expressdo de enzimas
antioxidantes no cortex renal [231]. Adicionalmente, o captopril devido a sua propriedade
antioxidante [17] pode exercer um efeito inibitério sobre as vias sinalizadoras que
controlam a expressao génica. Embora, em situagdes patologicas o tratamento cronico com
captopril possa ter um efeito benéfico sobre a expressdo das enzimas antioxidantes [232,
233]. Assim, as alteragdes encontradas nesse estudo podem dever-se tanto a capacidade da
angiotensina-II, como do captopril em alterar a atividade e/ou a expressdo das enzimas
antioxidantes.

Demonstramos também que a insulina atenuou os efeitos da angiotensina-I sobre a
expressdo da SOD (grupo [A), mas ndo teve efeito quando esta foi associada ao captopril
(grupo IAC). Este efeito protetor da insulina sobre a expressio da SOD deve-se
provavelmente a sua capacidade de expressar uma grande variedade de genes, mas este
efeito pode ser reduzido pelo captopril, uma vez que demonstramos que ele inibe a
fosforilacdo da Akt. A insulina reduz a atividade da GST em ~50% em relagdo aos grupos
Angio e AC. E quando comparados os efeitos de sua associagdo (grupo IA e IAC) aos
efeitos da angiotensina (grupo Angio ¢ AC), observa-se uma reducdo de ~25% na atividade
da GST, embora néo significativa (P=0,08).

A GST ¢ uma enzima muito importante na detoxificacdo de xenobioticos, € o
aumento de sua expressdo e/ou atividade sugere uma condigdo de estresse oxidativo [234].
Estudos indicam que a insulina aumenta a sintese de glutationa, considerada o maior
antioxidante hidrossoluvel endogeno [235, 236]. Adicionalmente, cardiomiocitos de ratos
diabéticos apresentam uma marcante disfuncdo mecéanica que pode ser melhorada pela

insulina. Nestes, a insulina normaliza os niveis de glutationa, e esta promove um melhor
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controle redox das proteinas que regulam o transporte do calcio e a contratilidade [236].
Assim, nos grupos tratados com a insulina, um provavel aumento nos niveis de glutationa
induz a remogdo das EROs, com conseqiiente reducdo na atividade da GST. Por outro lado,
0 aumento na atividade das enzimas catalase (~26%) ¢ SOD (~23%, p>0,05) no grupo KH
em relacdo aos demais grupos, pode ser um mecanismo compensatorio frente ao dano
celular causado pelo estresse oxidativo [229], na auséncia de um controle hormonal.

Embora ndo se tenha observado alteragdo nos metabdlitos do NOe em todas as
situacdes estudadas, um aumento da atividade da .NOS poderia estar associada com o
aumento da produgdo de ONOO"™ (ndo avaliado), indicando um possivel envolvimento das
espécies reativas de nitrogénio nessas circunstancias. Este potente agente oxidante formado
pela reagdo do NO« com o anion superdxido (O,"), indiretamente poderia também ativar a
AMPK [212] e dessa forma estar envolvido no papel da insulina nessa ativagdo. Vale
ressaltar que o ONOO™ ndo ativa dirctamente a AMPK, mas induz a formagdo de
intermediarios ou outras moléculas capazes de ativar a LKBI1, uma das enzimas
responsaveis pela fosforilagdo e conseqiiente ativagdo da AMPK [212].

Deste modo, concluimos que a insulina apresenta um efeito cardioprotetor a lesdo
de reperfusdo opondo-se aos efeitos deletérios da angiotensina-II sobre a fung¢do cardiaca.
Este efeito deve-se a ativacdo da via PI3k-Akt que parece exercer uma melhor regulacao
do estado redox celular e pode ainda atuar sinergicamente com AMPK para um melhor
perfil metabdlico do miocardio. O uso de insulina apds 20 min de isquemia global, ndo
promove um efeito adicional na translocagdo de GLUT-4 para a membrana plasmatica,
além daquele induzido pela isquemia. Apesar dos efeitos benéficos atribuidos ao captopril
sobre a fun¢do cardiaca, quando ele foi associado a insulina, atenuou a capacidade desta
em opor-se as acdes da angiotensina-II durante a reperfusdo. No entanto, o captopril apesar

de menos eficaz em relacdo a insulina, atenuou e/ou reverteu os efeitos deletérios da
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angiotensina-II sobre a contratilidade cardiaca, apesar dos mecanismos moleculares pelos

quais ele exerce este efeito continuarem obscuros.
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Os resultados dos estudos apresentados mostram que 20 min de isquemia global ¢ o
melhor periodo para o estudo da disfun¢@o contratil leve/moderada do miocardio, de modo
que possa ser atenuada ou agravada pelo uso de drogas. Periodos de isquemia maiores
podem levar a lesdo severa do miocéardio, com o desenvolvimento de contratura isquémica,
que ndo pode ser revertida pelo uso de drogas durante o periodo reperfusdo. Demonstramos
também, que a insulina apresenta um efeito cardioprotetor a lesdo de reperfusdo opondo-se
aos efeitos deletérios da angiotensina-II sobre a funcdo cardiaca. Este efeito deve-se a
ativacao da via PI3k-Akt que parece exercer uma melhor regulacdo do estado redox celular
e pode ainda atuar sinergicamente com a AMPK para um melhor perfil metabdlico do
miocardio. O uso de insulina apds 20 min de isquemia global ndo promove um efeito
adicional na translocagdo de GLUT-4 para a membrana plasmatica, além daquele induzido
pela isquemia. Apesar dos efeitos benéficos atribuidos ao captopril sobre a funcdo
cardiaca, quando ele foi associado a insulina, atenuou a capacidade desta em opor-se as
acOes da angiotensina-II durante a reperfusdo. No entanto, o captopril apesar de menos
eficaz em relacdo a insulina, atenuou e/ou reverteu os efeitos deletérios da angiotensina-II
sobre a contratilidade cardiaca, conforme esperado, apesar dos mecanismos moleculares
pelos quais ele exerce este efeito continuarem obscuros.

Entretanto, devemos ter muita cautela em extrapolar estes resultados para um
modelo in vivo, pois nesse modelo ndo temos as plaquetas e os leucdcitos circulantes, que
amplificam a citotoxidade e a disfung¢@o dos cardiomiocitos. Além disso, ndo utilizamos
acidos graxos no perfusato, que sdo o substrato preferencial do miocardio. Apesar destas
limitagoes, os resultados reforcam os efeitos benéficos do uso da insulina no tratamento da
lesdo de reperfusdo, estimulando assim novas pesquisas clinicas com a administragdo da
insulina no momento da reperfusdo, onde o seu efeito cardioprotetor possa realmente ser

observado.
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SUMMARY

Cardiac arrest resuscitation cause myocardial dysfunction determined by ischemia time and
inhibition of the RAS can reduce cardiac dysfunction. To investigate this relationship, we evaluated
the functional recovery and responsiveness of the RAS tissue in hearts submitted to different
ischemic periods. Thus 20 min ischemia is likely the best period to study the effects of

pharmacological approaches in functional recovery.

ABSTRACT

Introduction: Cardiac arrest resuscitation cause myocardial dysfunction determined by
ischemia time. Inhibition of the renin-angiotensin system (RAS) can reduce cardiac dysfunction.
Aim: To investigate functional recovery and responsiveness of the RAS tissue in Langendorff-
perfused rat hearts submitted to different ischemic periods.

Methods: Isolated hearts were submitted to different periods of global ischemia (20, 25 or
30 min) and reperfused (30 min) with Krebs-Henseleit buffer alone or added with 400 nmol/L
angiotensin-I, or 400 nmol/L angiotensin-I + 100 pmol/L captopril.

Results: The maximal derivative of pressure (dP/d#,.x) and rate-pressure product were
reduced in hearts exposed to 25 min ischemia (~73%) and 30’ischemia (~80%) vs. 20 min
ischemia. The left ventricle end-diastolic pressure (LVEDP) and perfusion pressure (PP) were
increased in hearts exposed to 25 min ischemia (5.5 and 1.08 fold, respectively) and 30 min
ischemia (6 and 1.10 fold, respectively) vs. 20 min ischemia. Angiotensin-I caused a decrease in
dP/dt,. and rate-pressure product (~85-94%) in all ischemic periods and an increase in LVEDP

and PP (6.9 and 1.25 fold, respectively) only at 20 min ischemia. Captopril reverted partially or
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completely the effects of angiotensin-I on functional recovery in 20 min and 25 min ischemia
periods.

Conclusions: These data suggest that the transition from mild/moderate to severe post-
ischemic damage occurs after 20 min ischemia. Thus 20 min ischemia is likely the best period of

time to study the effects of pharmacological approaches in functional recovery.

Key Words: ACE inhibition, cardiac RAS, ischemia, functional recovery, Langendorff-perfused,

post-ischemic.
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INTRODUCTION

Cardiac arrest resuscitation has important clinical implications, mainly due to causing
myocardial dysfunction. In this situation, contractile dysfunction is caused by duration of
myocardial ischemia preceding reperfusion [1, 2] or by myocardial stunning when ischemia time
do not result in cell death [3, 4]. With increasing duration of myocardial ischemia, contractile
dysfunction may be due to combinations of reversible and irreversible processes (including
apoptosis and/or necrosis) [1, 5].

The renin-angiotensin system can modulate cardiovascular homeostasis both via its
circulating components and tissue systems. Angiotensin-I has been used to estimate functional
activity of angiotensin-converting enzyme (ACE) in tissue and in circulation because it requires
conversion to angiotensin-II to determine a response [6-8]. In isolated rat heart model, the
angiotensin-II release can only be maintained by adding renin with angiotensinogen [6] or
angiotensin-1 [6-8] in the perfusion buffer. Hence they should be added in the perfusate to study
local renin-angiotensin system (RAS) and some authors do not even use angiotensin-I in the
perfusate [9-11], hindering the conclusions about ACE inhibition in these studies. In ischemic
myocardial the local ACE inhibition can improve cardiac function and reduce biochemical markers
of cell necrosis [12, 13]. Captopril is one of the first and most extensively studied ACE inhibitors, a
class of drugs that can effectively reduce the extent of contractile dysfunction after myocardial
infarction [14, 15].

Despite the popularity of isolated rat heart preparations in studies of myocardial ischemia-
reperfusion (I-R) injury, many different protocols have been used, concerning the duration of
ischemia [16, 17] and the degree of enzyme leakage or depletion of high-energy phosphates
(metabolic indices of the post-ischemic injury) [18, 19], making it difficult to compare them.
Traquandi et al. [16] using 45 min of global ischemia reported that moderate contractile
dysfunction occurs. On the other hand, Palmer et al. [17] observed that 25 or 30 min of global
ischemia resulted in severe myocardial dysfunction. Considering metabolic variables, Chocron et

al. [18] reported that early cardiac troponin-I release correlates with the extent of ischemic injury,
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but Bertinchant et al. [19] showed that only lactate dehydrogenase increased as the ischemic time is
extended.

These data support a great need to characterize in the isolated rat heart, a time of ischemia
where pharmacological approaches could really have an effect on the functional recovery. The
purpose of the present study was to investigate the functional recovery and the responsiveness of
the RAS tissue in isolated rat hearts submitted to different periods of global ischemia (20, 25 and
30 min), using modified Krebs-Henseleit buffer containing angiotensin-I or angiotensin-I plus

captopril.

MATERIALS AND METHODS
Animals and Isolated heart preparation

Male Wistar rats (250-300 g) were obtained from the Central Animal House of the Federal
University of Rio Grande do Sul, RS, Brazil. They were maintained on a 12 h/12 h light/dark cycle
(lights on from 7 a.m. to 7 p.m.) in an air-conditioned constant temperature (22 °C) colony room,
and had free access to commercial chow and water. Animal care followed the official government
guidelines in compliance with the COBEA (Brazilian College of Animal Experimentation) and was
approved (n° 2004313) by the Ethics committee of the Federal University of Rio Grande do Sul,
RS, Brazil.

Animals were killed by cervical dislocation, the hearts were quickly excised and perfused
via aorta (Langendorff technique) using an isolated heart apparatus — size 3 (Hugo Sachs
Electronick, Germany). The hearts were perfused with a modified Krebs-Henseleit buffer
(composition in mmol/L: NaCl 120, KCI1 5.4, MgCl, 1.8, NaHCO; 27, Na,SO, 1.8, NaH,PO, 2,
glucose 5.5 and CaCl, 1.4), bubbled with 95% 0,-5% CO, (pH of 7.4), warmed at 37 °C and
keeping a constant flow of 10 mL/min with a peristaltic pump (Miniplus-2, Gilson Medical
Electronics, France). The perfusion buffer was previously filtered through a 0.45 um membrane
(Omnipore, Millipore) to remove any contaminant particles. A latex balloon connected to a
pressure transducer (TPS-2 Statham, Incor, Sao Paulo, Brazil) through a cannula was inserted into

the left ventricle to measure left ventricular (LV) contractile function. The balloon volume was
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adjusted to maintain an end diastolic pressure of 8-10 mmHg at the beginning of the experiment.
The hearts were immersed in a glass chamber kept at 37 °C by a water pump with heater (M3
Lauda, Hugo Sachs Electronick, Germany). Left ventricular systolic pressure (LVSP), left
ventricular end-diastolic pressures (LVEDP), heart rate (HR), maximal derivative of LV pressure
(dP/dty.) and minimal derivative of LV pressure (dP/dt,;,) were measured throughout the
experiment. Developed pressure (LVDP = systolic - diastolic pressure) and rate-pressure product
(heart rate x developed pressure) were calculated. The perfusion pressure (PP) was continuously
measured using a pressure transducer (TPS-2 Statham) connected to a sidearm of the aortic
cannula. The transducers transmitted the signals to a data acquisition and analysis system (Isoheart,

Hugo Sachs Electronick, Germany), where data were recorded continuously for later analyses.

Reperfusion protocol

After a stabilization period of 25 min, hearts were submitted to different periods of global
ischemia (20, 25 or 30 min) and then reperfused for 30 min with Krebs-Henseleit buffer alone
(KH) or added with 400 nmol/L angiotensin-I (Angio), or 400 nmol/L angiotensin-I + 100 pmol/L
captopril (AC). In order to ensure physiologic cardiac functioning, hearts that did not display a HR
of at least 210 beats/min and an LVPS or PP of at least 60 mmHg at the end of the stabilization

period were excluded.

Statistical analysis

All measured parameters were expressed as a ratio from the baseline value. Data are
presented as group means + SEM. The groups were compared using two-way ANOVA for repeated
measures followed by Tukey’s post hoc test (SPSS version 13.0 for Windows). A value of P < 0.05

was considered statistically significant.
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RESULTS

All isolated perfused hearts had similar baseline cardiovascular function prior to ischemia.
Because the dP/dt,., and dP/dt,;, recoveries were almost identical, only dP/dt,., recovery is
presented (Figure 1): it was significantly reduced in KH groups submitted to 25 and 30 min of
ischemia (74 and 80%, respectively), as compared to the KH group submitted to 20 min of
ischemia. Angiotensin-I caused a reduction of 87-94% in dP/dt,,,, recovery in all ischemic periods
as compared to baseline values. This effect of angiotensin-I1 was completely reverted by captopril in
the study protocol of 20 min of ischemia. However, after 25 and 30 min of ischemia captopril did
not revert the effect of angiotensin-I in the dP/dt,, recovery.

Because the LVDP and rate-pressure product recoveries were almost identical, only the
rate-pressure product recovery is presented (Fig. 2). The rate-pressure product was significantly
reduced in KH groups submitted to 25 and 30 min of ischemia (73 and 78%, respectively), as
compared to the KH group submitted to 20 min of ischemia. Angiotensin-I caused a reduction of
85-93% in the rate-pressure product recovery in all ischemic periods as compared to baseline
values. This effect of angiotensin-I was reverted by captopril in groups submitted to 20 min and 25
min of ischemia (85% and 29%, respectively, from baseline values), but not in the study protocol
of 30 min of ischemia.

Figure 3 represent the LVEDP, which was significantly increased during reperfusion in KH
groups submitted to 25 and 30 min of global ischemia (5.5 and 6 fold, respectively), as compared to
the KH group submitted to 20 min of ischemia. Angiotensin-I caused an approximately 6.9 fold
increase in LVEDP recovery as compared to the KH in the groups submitted to 20 min of ischemia;
this effect was reverted by captopril. However, in groups submitted to 25 and 30 min of ischemia,
neither angiotensin-I nor captopril caused significant effects in LVEDP.

The PP, depicted in Figure 4, was significantly increased during reperfusion in KH groups
submitted to 25 and 30 min of global ischemia (1.08 and 1.10 fold, respectively) as compared to the
KH group submitted to 20 min of ischemia. Angiotensin-I caused an approximately 1.25 fold

increase in PP recovery as compared to the KH in the groups submitted to 20 min of ischemia; this
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effect was partially reverted by captopril. However, in groups submitted to 25 and 30 min of
ischemia, neither angiotensin-I nor captopril caused significant effects in PP.
There were no significant differences in LVSP and HR (data not shown) among

reperfusion groups, in the different ischemic protocols.

DISCUSSION

This study showed that, in the isolated rat heart model, twenty minutes of global ischemia
results in mild/moderate contractile dysfunction, while more prolonged periods of ischemia lead to
severe contractile dysfunction. Also, we characterized that angiotensin-1 and captopril effects on
functional recovery are better demonstrated when hearts are submitted to 20 min of ischemia. This
is the first study that evaluated the functional recovery and responsiveness of the RAS tissue in rat
hearts submitted to three different ischemic periods.

The time-course of cardiovascular changes induced by global ischemia (20, 25 and 30 min)
in the isolated perfused rat heart model, showed that in hearts exposed to 20 min of ischemia, the
functional recovery was reduced in the early phase of reperfusion, but not at end of reperfusion (30
min.), suggesting that the degree of tissue damage was mild to moderate. Prolonging the ischemic
period from 20 to 25 or 30 min, a marked decrease in functional recovery was observed, as
indicated by the lower dP/dt,,. and rate-pressure product and by the higher LVEDP and PP along
the reperfusion period. These modifications showed that myocardial contracture occurs when more
than 20 min of ischemia were applied, suggesting a high degree of tissue damage. These findings
are in agreement with previous functional and metabolic data [17, 20].

Palmer et al. [17] and Wang et al. [20] reported that mild post-ischemic dysfunction occurs
when short periods of global ischemia (15-20 min) were employed, but a severe myocardial
dysfunction with persistent elevation of creatine kinase release was observed after 25 min or more
of ischemia, suggesting irreversible myocardial injury. These and our results suggest that the
transition from mild/moderate tissue damage to severe tissue damage occurs after 20 min of global
ischemia. However, changes in the perfusion buffer (e.g. substrate concentration and/or

composition [21], flow [22], and temperature [23]) could modify this ischemic threshold.
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Many reports confirm that ACE activity is present in the cardiac tissue and that the RAS
can modulate cardiovascular homeostasis both via its systemic and local systems [6-8, 24].
However, in isolated rat heart model the substrate (angiotensin-I) should be added in the perfusate
to study local RAS [6-8]. In the present study, angiotensin-I resulted in a marked decrease in LV
functional recovery after the establishment of ischemia-induced dysfunction, as indicated by the
lower dP/dt,.x and rate-pressure product in all tested ischemic periods. This is also supported by
the higher LVEDP and PP in groups submitted to 20 min of ischemia. Earlier reports also showed
that angiotensin-I and angiotensin-II reduced the cardiac contractility and/or constricted coronary
arteries [13, 16], but other authors did not observe any deleterious effect induced by these
compounds [25].

The effects of angiotensin-I on LV functional recovery were totally or partially reversed by
captopril in groups submitted to 20 and 25 (but not to 30) min of ischemia, suggesting that they
depend on local conversion to angiotensin-II. Multiple factors are likely to play in the protective
effect of ACE inhibitors in I-R injury: they decrease leukocyte infiltration [26], possess anti-
inflammatory effects [27], free radical scavenging properties [28], and effects mediated by
enhanced bradykinin and prostaglandin levels [29]. Possibly the inability to completely abolish
angiotensin-I-mediated responses was due to intrinsic angiotensin-I activity, since angiotensin-II
formation in the intact rat heart is primarily ACE-dependent [6, 8]. Nevertheless, many alternative
pathways angiotensin-II-forming (chymase, kallikrein and cathepsin G) could be activated in
several pathological conditions such as ischemia, hypercholesterolemia, hypertension and
inflammation [30]. Because ACE inhibition would increase the circulating levels of angiotensin-(1-
7) [31], it is likely to mediate some of these cardiovascular effects, although the cardiac actions of
this peptide are discrepant [32, 33].

These results showed that after 20 min. of ischemia the LV functional recovery is
significantly depressed and marginally affected by angiotensin-I or captopril, suggesting a lower
responsiveness of the cardiac tissue due to ischemic contracture. Thus, we rule out a possibility that
a lower responsiveness of the cardiac tissue to the drugs could be due to the myocardial ACE

exhaustion.
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In the isolated heart model a release of enzymes due to both ischemia and reperfusion-
induced injury has been recognized [17-19, 34, 35]. However, although important, the results
shown are discordant and illustrate the lack of standardization between different assays and/or in
sensitivity of the methods used. Furthermore, data are frequently expressed in various different
units (unit/mg protein, unit/g dry wt, etc), making it difficult to compare their results. Because of
this, we preferred to use multiple functional indices to assess the extent of tissue injury in the
ischemic heart, considering that this approach would be more reproducible.

In conclusion, 20 min of global ischemia is likely to be the best period for study of mild to
moderate myocardial contractile dysfunction, at a level that can be alleviated or exacerbated by the
drugs tested here (angiotensin-I and captopril). Longer periods of ischemic led to much more
intense myocardial damage, with development of the ischemic contracture, which cannot be
reversed by drugs tested during the reperfusion period. Thus, pharmacological approaches tested in

these periods may not have any effect due to methodological reasons.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Maximal derivative of LV pressure (dP/dt.,) recovery from 20, 25 and 30 min of global
ischemia. KH (control), Angio (angiotensin-I) and AC (angiotensin-I + captopril). Data are
displayed as means = SEM (n = 5 each). * P < 0.05: Angio vs. respective KH; * P < 0.001: AC vs.
respective Angio. " P < 0.001: KH 25 min and KH 30 min ischemia vs. KH 20 min ischemia. All

analyses were performed using a two-way ANOVA for RM followed by Tukey’s post hoc test.

Fig. 2. Rate-pressure product recovery from 20, 25 and 30 min of global ischemia. KH (control),
Angio (angiotensin-I) and AC (angiotensin-I + captopril). Data are displayed as group means +
SEM (n = 5 each). * P < 0.04: Angio vs. respective KH; * P < 0.02: AC vs. respective Angio; ' P <
0.001: KH 25 min and KH 30 min ischemia vs. KH 20 min ischemia. All analyses were performed

using a two-way ANOVA for RM followed by Tukey’s post hoc test.

Fig. 3. Left ventricle end-diastolic pressure (LVEDP) recovery from 20, 25 and 30 min of global
ischemia. KH (control), Angio (angiotensin-I) and AC (angiotensin-I + captopril). Data are
displayed as group means = SEM (1 = 5 each). * P < 0.001: Angio vs. respective KH; * P < 0.001:
AC vs. respective Angio; ' P < 0.001: KH 25 min and KH 30 min ischemia vs. KH 20 min
ischemia. All analyses were performed using a two-way ANOVA for RM followed by Tukey’s

post hoc test.

Fig. 4. Perfusion pressure (PP) recovery from 20, 25 and 30 min of global ischemia. KH (control),
Angio (angiotensin-I) and AC (angiotensin-I + captopril). Data are displayed as group means +
SEM (n = 5 each). * P = 0.02: Angio vs. respective KH; * P < 0.001: KH 25 min and KH 30 min
ischemia vs. KH 20 min ischemia. All analyses were performed using a two-way ANOVA for RM

followed by Tukey’s post hoc test.
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