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Resumo
Fundamento: A ressuscitacao de parada cardiaca pode apresentar disfuncao miocardica determinada pelo tempo da
isquemia, e a inibicao da enzima conversora de angiotensina (ECA) pode reduzir a disfuncao cardiaca durante a reperfusao.

Objetivo: Investigar os efeitos da angiotensina-I e diferentes periodos de isquemia na recuperagao funcional em coragoes
de ratos isolados.

Métodos: Os coragdes isolados de ratos Wistar (n = 45; 250-300 g) foram submetidos a diferentes periodos de isquemia
global (20, 25 ou 30 min) e reperfundidos (30 min) com o tampao Krebs-Henseleit, ou com a adicao de 400 nmol/L de
angiotensina-I, ou com 400 nmol/L de angiotensina-1 + 100 umol/L de captopril durante o periodo de reperfusao.

Resultados: A derivada positiva maxima de pressao (+dP/dt ) e o produto frequéncia-pressao foram reduzidos nos
coragdes expostos a isquemia de 25 min (~ 73%) e a isquemia de 30 min (~ 80%) vs. isquemia de 20 min. A pressao
diastélica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) e a pressao de perfusao (PP) foram aumentadas nos coragdes expostos
a isquemia de 25 min (5,5 e 1,08 vezes, respectivamente) e a isquemia de 30 min (6 e 1,10 vezes, respectivamente)
vs. isquemia de 20 min. A angiotensina-l ocasionou uma diminuicao no +dP/dt___ e no produto frequéncia-pressao
(~ 85-94%) em todos os periodos de isquemia e um aumento na PDFVE e na PP (6,9 e 1,25 vezes, respectivamente)
apenas na isquemia de 20 min. O captopril foi capaz de reverter parcial ou completamente os efeitos da angiotensina-I na
recuperacao funcional nas isquemias de 20 e 25 min

Conclusao: Os dados sugerem que a angiotensina-ll participa direta ou indiretamente no dano pés-isquémico e que a capacidade
de um inibidor da ECA atenuar esse dano depende do tempo de isquemia. (Arq Bras Cardiol. 2011; [online].ahead print, PP.0-0)

Palavras-chave: Angiotensina l/efeito de drogas, isquemia/complicacdes, ratos, funcao ventricular/efeito de drogas.

Abstract
Background: Cardiac arrest resuscitation can present myocardial dysfunction determined by ischemic time, and inhibition of the angiotensin-
converting enzyme (ACE) can reduce cardiac dysfunction during reperfusion.

Objective: To investigate the effects of angiotensin-I and different periods of ischemia on functional recovery in isolated rat hearts.

Methods: Isolated hearts from Wistar rats (n=45; 250-300 g) were submitted to different periods of global ischemia (20, 25 or 30 min) and
reperfused (30 min) with Krebs-Henseleit buffer alone or with the addition of 400 nmol/L angiotensin-I, or 400 nmol/L angiotensin-l + 100
umol/L captopril along the reperfusion period.

Results: The maximal positive derivative of pressure (+dP/dt_ ) and rate-pressure product were reduced in hearts exposed to 25 min ischemia
(~73%) and 30 min ischemia (~80%) vs. 20 min ischemia. Left ventricular 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 was able to partially or completely reverse the effects of angiotensin-I

on functional recovery in 20 min and 25 min ischemia.

Conclusion: These data suggest that angiotensin-II directly or indirectly participates in the post-ischemic damage, and the ability of an ACE
inhibitor to attenuate this damage depends on ischemic time. (Arq Bras Cardiol XXXX;XX(X):000-000)
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Introducao

A ressuscitacao de parada cardiaca possui importantes
implicagdes clinicas, principalmente relacionadas a disfungao
miocérdica, causada pela duragdo da isquemia'? ou pelo
coracao atordoado quando a isquemia nao resultar em morte
celular**. Todavia, quando a duragdo da isquemia miocardica
aumenta, a disfungao contratil pode ser o resultado de
combinagdes de processos reversiveis e irreversiveis (incluindo
a apoptose ou a necrose)'®. Paradoxalmente, a reperfusao da
area isquémica pode resultar em maior lesao tecidual, o que é
mediado principalmente pelas espécies reativas de oxigénio,
que sdo toxicas e podem levar a dano oxidativo das proteinas,
dos lipidios e do DNA®”.

No miocardio isquémico, a inibigao local da enzima
conversora de angiotensina (ECA) pode melhorar a fungdo
cardiaca e reduzir os marcadores bioquimicos de necrose
celular®?, sugerindo a participagao da angiotensina-Il em dano
tecidual. O captopril é o inibidor da ECA estudado mais a fundo
e pode efetivamente reduzir a extensao da disfungao contratil
ap6s o infarto do miocardio'*.

A descoberta do sistema renina-angiotensina local levou
a busca de novas abordagens experimentais para avaliar a
atividade desse sistema. A angiotensina-I tem sido utilizada
para estimar a atividade da ECA no tecido e na circulagao,
uma vez que € necessdria a conversao em angiotensina-I|
para determinar uma resposta'*'*. No modelo de coracao
de ratos isolado, a liberacdo de angiotensina-1l somente
pode ser mantida adicionando renina e angiotensina'?, ou
angiotensina-I'>"* ao tampao de perfusao.

Apesar da popularidade do uso de preparagbes de coragao
de ratos isoladas, em estudos de lesao de isquemia-reperfusao,
muitos protocolos diferentes tém sido empregados com
variagoes na duragdo da isquemia'*'® e do grau do distdrbio
metabdlico'’'8, o que torna dificil comparar a gravidade dos
protocolos. Além disso, a maioria desses estudos ndo utiliza a
angiotensina-l no perfusato, impedindo qualquer conclusao
sobre os efeitos da inibigao da ECA. Uma vez que o sistema
renina-angiotensina estd intimamente relacionado com o
agravamento da lesao de reperfusao', a adicao de angiotensina
no perfusato é necessaria para que se obtenha um bom
modelo para a investigacao de abordagens farmacolégicas
que possam realmente melhorar a funcdo cardiaca ap6s a
isquemia-reperfusao. Dessa forma, este estudo investigou os
efeitos da angiotensina-1 em diferentes periodos de isquemia
na recuperacao funcional em coragao de ratos isolado.

Métodos

Animais e preparacao do coracao isolado

Os ratos Wistar machos (n = 45; 250-300 g) foram
obtidos com o Biotério Central da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, RS, Brasil. Eles foram mantidos em um
ciclo claro/escuro de 12 h/12 h (as luzes eram acesas das 7
h as 19 h) e em uma temperatura constante (22 °C), em sala
de coldnia com ar condicionado, e tiveram livre acesso a
ragao comercial e a agua. O cuidado com os animais seguiu
as orientagoes do governo, em conformidade com o Colégio

Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA), e o estudo foi
aprovado (sob o protocolo n? 2004313) pelo Comité de Etica
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, os coragbes foram excisados de forma rapida e
perfundidos via aorta (técnica de Langendorff), utilizando-se
um aparelho de coragao isolado - tamanho 3 (Hugo Sachs
Elektronik, Alemanha)'. Os coragoes foram perfundidos
com um tampao Krebs-Henseleit modificado (composicao
em mmol/L: NaCl 120, KCI 5,4, MgCl, 1,8, NaHCO, 27,
Na,SO, 1,8, NaH,PO, 2, glicose 5,5 e CaCl, 1,4), borbulhado
com 95% de O, - 5% de CO, (pH de 7,4), aquecidos a
37 °C e mantidos em um constante fluxo de 10 mL/min
com uma bomba peristaltica (Miniplus-2, Gilson Medical
Electronics, Franca). O tampao de perfusao foi previamente
filtrado através de uma membrana de 0,45 mm (Omnipore,
Millipore) para remover as particulas contaminantes. Um
balao de latex, conectado a um transdutor de pressao
(TPS-2 Incor, Sao Paulo, Brasil) por meio de uma canula, foi
inserido no ventriculo esquerdo (VE) para medir a fungao
contratil. O volume do baldo foi ajustado para manter
uma pressao diastdlica final de 8-10 mm Hg no inicio do
experimento. Os coragoes foram imersos em uma camara de
vidro e mantidos a 37 °C por uma bomba de agua com um
aquecedor (M3 Lauda, Hugo Sachs Elektronik, Alemanha).
A pressao sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE), a pressao
diastélica final do ventriculo esquerdo (PDFVE), a frequéncia
cardiaca (FC), a derivada positiva maxima da pressao do VE
(+dP/dt_ ) e a derivada negativa maxima da pressao do VE
(-dP/dt,_ ) foram medidas durante o experimento. A pressao
desenvolvida (PDVE = pressao sistdlica - diastélica) e o
produto frequéncia-pressao (frequéncia cardiaca x pressao
desenvolvida) foram calculados. A pressao de perfusao (PP)
foi medida continuamente por um transdutor de pressao
(TPS-2 Incor) conectado a um brago lateral da canula
aédrtica. Os sinais dos transdutores foram transmitidos para
um sistema de aquisicao de dados e de andlise (Isoheart,
Hugo Sachs Elektronik, Alemanha), no quais os dados foram
continuamente registrados para posterior analise.

Protocolo de reperfusao

Depois de um periodo de estabilizagao de 25 min, os
coragdes foram submetidos a diferentes periodos de isquemia
global (20, 25 ou 30 min), por meio da interrupgao do fluxo de
perfusdo. Em seguida, foram reperfundidos por 30 min apenas
com Krebs-Henseleit (KH) ou com a adi¢ao de 400 nmol/L de
angiotensina-1 ou 400 nmol/L de angiotensina-I + 100 umol/L
de captopril (AC), pelo restabelecimento do fluxo de perfusao.
Para garantir o funcionamento fisiol6gico, os coragbes que
nao exibiram FC de, pelo menos, 210 batimentos/min, ou
PSVE e PP de, pelo menos, 60 mm Hg ao final do periodo
de estabilizagao foram excluidos.

Analise estatistica

Todos os pardmetros medidos foram expressos em relagao
aos valores basais (comparagoes entre os dados obtidos antes
e depois da isquemia). Os dados foram apresentados como
média = EPM. Os grupos foram comparados a partir da

Arq Bras Cardiol. 2011; [online].ahead print, PP.0-0



Oliveira e cols.
Angiotensina-1 e efeitos isquémicos na recuperagao

analise de varidncia (ANOVA) de dois fatores para medidas
repetidas, seguidos pelo teste pots hoc de Tukey (Sigma
Stat, versao 3.1 para Windows). O valor de p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Todos os coragoes isolados perfundidos apresentaram uma
funcgao cardiovascular basal semelhante (PSVE, PDFVE, PDVE,
PFPFC, PP +dP/dt__,e-dP/dt__)antesdaisquemia (Tabela 1).
Os dados hemodinamicos registrados ap6s os tempos de
isquemia estao exibidos na Figura 1.

As mudancas na recuperagao do +/-dP/dt__ estdo
demonstradas na Figura 1A: a recuperacdo do +/-dP/dt
foi significativamente reduzida nos grupos KH submetidos a
25 e 30 min de isquemia (74 e 80%, respectivamente), em
comparagao ao grupo KH submetido a 20 min de isquemia.
A angiotensina-l causou uma redugdo de 87 a 94% na +/-

dpP/dt_ em todos os periodos de isquemia, em comparagao
aos valores basais. Esses efeitos da angiotensina-1 foram
completamente revertidos pelo captopril no protocolo de
20 min de isquemia. No entanto, apés 25 min de isquemia,
o captopril foi capaz apenas de reverter o efeito da
angiotensina-I na recuperacao da -dP/dt__ . Ap6s 30 min de
isquemia, o captopril ndo reverteu os efeitos da angiotensina-I.

Uma vez que as recuperagbes da PDVE e do produto
frequéncia-pressao foram quase idénticas, apenas a
recuperagao do produto frequéncia-pressao é apresentada
(Figura 1B). O produto frequéncia-pressao foi significativamente
reduzido nos grupos KH submetidos a 25 e 30 min de
isquemia (73 e 78%, respectivamente), em comparagao ao
grupo KH submetido a 20 min de isquemia. A angiotensina-I
causou uma redugao de 85 a 93% na recuperagao do produto
frequéncia-pressao em todos os periodos de isquemia, em
comparacao aos valores basais. Esse efeito da angiotensina-I foi
revertido pelo captopril nos grupos submetidos a 20 min e 25

Valores basais da fungéo cardiaca em diferentes grupos de tratamento e tempos de isquemia

GRUPOS
Isquemia KH Angio AC

20 min 79473 82156 81867
PSVE 25 min 815464 778456 78371
(mmHg)

30 min 781469 80,6 +62 804 +63

20 min 86+0,2 85+0,3 87402
PDFVE 25 min 83103 82404 8403
(mmHg)

30 min 85+0,2 79402 8303

20 min 70873 736459 73468
PDVE 25 min 732466 69,6 +63 69.0+74
(mmHg)

30 min 69,6 £67 727464 72165

20 min 16.179,6 + 2.025,5 17.066,5 + 1.989,7 17478,9 £ 1.9408
PFP 25 min 16.866,4 + 1.854,7 16.568,4 + 1.996,7 16.790,0 £ 2.364.9
(mmHg.bpm)

30 min 16,7551 £ 1.7787 175048 + 22198 17473,9 £ 2.0203

20 min 1687.4 2174 1633,0 £ 1286 1.756,4 + 145,0
+dPldt_ 25 min 1.755.4 + 238,1 1533,0 £ 1822 1.684.4 £ 152,0
(mmHgls)

30 min 1662,8 + 1982 17722 £197.9 1.727.8 £ 1016

20 min 1.061,1 £ 142,0 1.036,3 £ 1083 116724874
-dpidt, 25 min 11434 £ 1243 984,0 + 119.4 10632 +91.1
(mmHgls)

30 min 10591 139.1 14166 £ 116,0 11262+ 895

20 min 875453 852+ 4.1 83051
PP (mmH) 25 min 86,2444 827443 84039

30 min 83036 843438 86,0 + 4,2

20 min 2280451 2312485 2336448
FC (bpm) 25 min 230,0 £46 2374472 2393485

30 min 26,0 £38 412£93 237666

KH - Krebs-Henselei; Angio - angiotensina-I; AC - angiotensina-I + captopril: PSVE - presséo sistdlica do ventriculo esquerdo; PDFVE - presséo diastolica final do ventriculo esquerdo;
PDVE - presséo desenvolvida do ventriculo esquerdo; PFP - produto frequéncia-presséo; +dP/dt . — derivada positiva méxima da presséo do VE; -aP/dt | - derivada negativa
maxima da presséo do VE; PP - presséo de perfuséo; FC - frequéncia cardiaca; Os dados sdo expressos como média + EPM (n = 5 cada).
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min de isquemia (85% e 29%, respectivamente, com base nos
valores basais), mas nao no protocolo de 30 min de isquemia.

AFigural.C representa a PDFVE, que foi significativamente
reduzida durante a reperfusao nos grupos KH submetidos a
25 e 30 min de isquemia (5.5 e 6 vezes, respectivamente), em
comparagao ao grupo KH submetido a 20 min de isquemia.
A angiotensina-I causou um aumento de, aproximadamente,
6,9 vezes na recuperagao da PDFVE em comparagao ao grupo
KH submetido a 20 min de isquemia. Esse efeito foi revertido
pelo captopril. No entanto, nos grupos submetidos a 25 e 30
min de isquemia, a angiotensina-1 e o captopril nao tiveram
qualquer efeito significativo na PDFVE.

A PP, ilustrada na Figural.D, foi significativamente
aumentada durante a reperfusdo nos grupos KH submetidos a
25 e 30 min de isquemia (1.08 e 1.10 vezes, respectivamente),
em comparagao ao grupo KH submetido a 20 min de isquemia.
A angiotensina-I causou um aumento de, aproximadamente,
1,25 vezes na recuperagdo da PP, em comparagao ao
grupo KH submetido a 20 min de isquemia. Esse efeito foi
parcialmente revertido pelo captopril. No entanto, nos grupos
submetidos a 25 e 30 min de isquemia, a angiotensina-I e
o captopril ndo tiveram qualquer efeito significativo na PP,

Nao houve diferengas significativas na PSVE ou na FC
(dados nao exibidos) entre os grupos, em diferentes protocolos
de isquemia. Nao houve interagao entre os fatores analisados
(tratamentos e tempo de reperfusao).

Discussao

Este estudo mostrou que, no modelo de coragao de
ratos isolado, 20 minutos de isquemia global resultam em
disfuncao contratil leve ou moderada, enquanto perfodos
de isquemia mais longos podem levar a disfungdo contratil
grave. Além disso, os efeitos da angiotensina-l e do
captopril sobre a recuperagao funcional foram mais bem
demonstrados quando os coragdes foram submetidos a
20 min de isquemia. Este é o primeiro estudo que avalia
a recuperagao funcional e a capacidade de resposta da
ECA em coragbes de ratos submetidos a trés periodos de
isquemia diferentes.

No modelo de coragdo isolado, tanto a isquemia
quanto a reperfusao induzem a liberagao de enzimas
cardiacas'®'®2°. No entanto, apesar de importantes, os
resultados apresentados sao discordantes e ilustram a falta de
padronizagao entre os diferentes ensaios e a sensibilidade dos
métodos utilizados. Além disso, os dados sao frequentemente
expressos em vdrias unidades (unidade/mg de proteina,
unidade/g de peso seco etc.), o que torna dificil comparar
os resultados. Devido a esse fato, preferimos usar varios
indices funcionais para avaliar a extensao da lesao tecidual
na cardiopatia isquémica, uma vez que consideramos que
essa abordagem seria mais reprodutivel.

O periodo das alteragbes cardiovasculares induzidas
pela isquemia global (20, 25 e 30 min) no modelo de
coragao de ratos isolado mostrou que, quando os coracoes
foram expostos a 20 min de isquemia, a recuperagao
funcional reduziu na fase inicial de reperfusdao, mas nao
no fim da reperfusao (30 min), sugerindo que o grau de
dano tecidual foi leve ou moderado. No entanto, quando

o periodo de isquemia aumentou para 25 ou 30 min,
uma redugao acentuada na recuperagao funcional foi
observada, conforme indicado pelo menor +/-dP/dt
e produto frequéncia-pressao e pela maior PDFVE e PP
durante o periodo de reperfusao. Assim, quando o tempo
de isquemia exceder 20 min, a consequéncia é a contratura
do miocardio, sugerindo um alto grau de dano tecidual. Essa
provavelmente é a causa da menor capacidade de resposta
demonstrada pelo tecido cardiaco quando o periodo de
isquemia foi aumentado de 25 para 30 min.

Esses achados estao de acordo com os dados funcionais e
metabdlicos anteriores de Wang e cols.?' e Palmer e cols.®,
que relataram uma disfuncao pés-isquémica leve quando
curtos periodos de isquemia global (15-20 min) foram
empregados, embora tenham observado uma disfuncao
miocdrdica grave com elevagao persistente da creatina
quinase apds 25 min de isquemia, sugerindo uma lesdo
miocardica irreversivel. Esses resultados, juntamente com
os do presente estudo, sugerem que a transigao de dano
tecidual leve ou moderado para grave ocorre apds 20 min
de isquemia global. No entanto alteragbes no tampao
de perfusdo (por exemplo, concentragdo de substrato e
composigao??, fluxo®® e temperatura®) podem modificar
esse limiar isquémico.

Muitos relatos confirmam que a atividade da ECA
esta presente no tecido cardiaco e que o sistema renina-
angiotensina pode modular a homeostase cardiovascular
por meio de seus sistemas local e sistétmico'*'***. No
entanto, no modelo de coracao de ratos isolado, o substrato
(angiotensina-1) deve ser adicionado no perfusato para
estudar a ECA local'*". No presente estudo, a adigao de
angiotensina-1 ao perfusato resultou em uma diminuigao
acentuada na recuperagao funcional do VE, conforme
indicado pelo +/-dP/dt__ e produto frequéncia-pressao
mais baixos em todos os periodos de isquemia testados.
Essa constatagdo também é corroborada por maiores
PDFVE e PP encontradas em grupos submetidos a 20 min
de isquemia. Relatos anteriores também mostraram que a
angiotensina-l e a angiotensina-Il reduziram a contratilidade
cardiaca ou a constricao das artérias corondrias®'®, mas
outros autores nao observaram qualquer efeito deletério
induzido por esses compostos®. Os efeitos deletérios da
angiotensina na fungao cardfaca podem envolver uma
producdo de ERO aumentada, uma vez que os estudos
indicam que a angiotensina-1 pode estimular a oxidase de
NADPH?.

Os efeitos da angiotensina-l sobre a recuperagao
funcional do VE foram totalmente ou parcialmente
revertidos pelo captopril nos grupos submetidos a 20 e
25 min (mas ndo a 30 min) de isquemia, sugerindo que
dependem da conversao local para a angiotensina-Il. E
provavel que fatores miltiplos tenham um papel no efeito
protetor dos inibidores da ECA na lesao de isquemia-
reperfusdo: diminuem a infiltragdo de leucdcitos?, possui
efeitos anti-inflamatérios® e propriedades de captura dos
radicais livres®, e efeitos mediados pelo aumento dos niveis de
bradicinina e prostaglandina®'. Uma vez que a inibigao da ECA
pode aumentar os niveis circulantes da angiotensina-I (1-7)%,
esta pode mediar alguns desses efeitos cardiovasculares®>*. A
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Recuperagéo da fungéo cardiaca ap6s 20, 25 e 30 min de isquemia global. Painel A. Derivadas méximas da presséo do VE (+/- dP/dt ), a derivada negativa é exibida
na cor cinza). Painel B. Produto frequéncia-presséo (PFP). Painel C. Pressao diastolica final do ventriculo esquerdo (PDFVE). Painel D. Presséo de perfuséo (PP), KH (controle),
Angio (angiotensina-l) e AC (angiotensina-I + captopril). Os dados sdo apresentados como média + EPM (n = 5 cada). * P < 0,05: Angio vs. KH respectivo; * P < 0,02: AC vs.
respectiva Angio. T P < 0.001: KH 25 min e KH 30 min vs. KH 20 min de isquemia.
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incapacidade do captopril abolir completamente as respostas
mediadas pela angiotensina é possivelmente um resultado
da atividade intrinseca da angiotensina-I, uma vez que a
formacdo da angiotensina-Il em coragoes intactos de ratos
depende principalmente da ECA'>'. No entanto, muitos
caminhos alternativos para formar a angiotensina-Il (cimase,
calicreina e catepsina G) podem ser ativados em diversas
condiges patoldgicas, tais como isquemia, hipercolesterolemia,
hipertensao e inflamagao®.

Esses resultados mostraram que a recuperagao funcional
do VE foi significativamente reduzida e proporcionalmente
menos afetada pela angiotensina-l ou pelo captopril, quando
o coragao foi exposto a mais de 20 min de isquemia. Dessa
forma, a baixa capacidade de resposta do tecido cardiaco as
drogas deve-se a contratura isquémica, ao invés do possivel
esgotamento da ECA cardiaca.

Em conclusdo, 20 min de isquemia global sdo, provavelmente,
o melhor periodo para o estudo da disfungdo contrétil do

N

miocardio leve a moderada, em um nivel que possa ser
atenuada ou agravada pelas drogas testadas. Periodos mais
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