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Fendamentagio: O pré-condicionamento squémico (PC1) € uma resposta
adaptativa, na qual a exposicio a breves perfodos de isquemia aumenta a capacidade do
miocardio em resistir 4 isquemia prolongada. Originalmente, o PCI foi descrito como uma
adaptacic imediata do miocdrdio a curtos episédios de isquemia, mas atualmente sabemos
que se trafa de um fendmeno bifisico. O fendmeno de PCT agudo ¢ mediado por
mecanisinos de sinalizagfo intracelulares, Diversos horménios, neuwrotransmissores e
substincias de liberacdio local sdo considerados gatilho desse fendmeno, dentre eles se
destaca a adenosina (ADO), Por outre lado, o PCI tardio envolve a 'E:ranﬁcripgzéo gémra.
Evidéncias indicam que a NOS possui papel importante na geragdo ¢ manutengio do PCY
agudo e tardio do mivedrdio. No presente trabalho utilizamos o DMA, um derivado de 4-
anilinoguinazolinas ¢ inibidor da atividade tirosina quinases da famdlia de receptores EGE,
como um indutor farmacoldgico de proteclio miocdrdica contra os danos da mguenia /
reperfusio.

GBJETIVO: Os objetivos do presente trabalho sfior 1 - avaliar o efeito do
composte  derivado quinazelinico DMA  (Cloridrate  de 6,7-dimetdxi-4-N-{3"-N N-
dimetilfenil} aminoquinazoling) come indutor de protecio tardia na prevenclo de danos da
squemia / reperfusfio em coracfes isolados de ratos: 2 - avaliar a participagio de dado
nitrico sinietase (NOS) na protegdo tardia induzida pelo DMA em coragdes isolados de
ratos,

RESULTADOS: Os ratos foram tratados com doses finicas de DMA {1,2 mg/Kg,
via endovenosz) ou veiculo (DMSO) por perfodos que variaram de 24 a 72 horas de
antecedéncia ac protocolo de isquemia / reperfusio (VR} em coracBes isolados. Esse
protocolo fol composto de um registro de 10 minutos para perfodo controle, 30 minutos de

isquentia e 35 minutos de reperfusdo.
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Animails tratados com vefculo apresentaram aumento da pressdio diastilics
no ventriculo esquerdo (VE), enquanto que a pressio sistdlica no VE manteve-se nos
mesmos niveis do perfodo controle. Sendo assim, a pressdo desenvolvida no VE fol
reduzida nestes animais, Nos animais tratados com DMA houve aumento da pressio
diastélica no VE duramte a reperfusio, porém, com menor intensidade que aquele
observado em coragbes de animais tratados com veiculo. Como a pressfio sigidlica no VE
atingiu niveis semelhantes aos do periodo controle, a pressdo desenvolvida pelos corapiies
de animais tratades com DMA foi maior que aquela dos coragBes de animais tratados com
veiculo, indicando protegio parcial aos efeitos da VR,

Para avaliar se a protecdio conferida pelo DMA ¢ dependente da agio de NO,
o5 animais tomaram L-NAME (30mg/Kg/dia) por 3 dias antes do tratamento com DMA ou
veivulo, sendo o L-NAME continmamente ingerido através da dgua até seus coracdes serem
submetidos ao protocolo de /R em perfodos de 24 1 72 horas apos o tatamento com DMA
ou vefeulo, Nos coragbes dos animais tratados com L-NAME + vefealo e nos coractes dos
aniumais tratados com L-NAME + DMA g recuperagdo dos batimentos fol acompanhada
de aumento da pressfo diastélica no VE quando comparado ao periodo controle. A pressio
sistolica no VE atingiu niveis semalhantes aqueles do periods controle. Sendo assim, a
pressdo desenvolvida no VE apresentou-se reduzida nes 35 minutos que me seguiram,
indicando a perda da protecdio parcial aos efeitos da /R, outrora conferida pelo DMA.

Para avaliar ¢ efeito do DMA na expressio da NOS, oz z2nimais foram
tratados com DMA ou velculo 24 e 48 horas antes dos experimentos de westhern blor. Os
resultados indicam que 24 horas apds o tratamento com DMA pcorren aumento de cerca de

189% na quantidade de INOS expressa no miocsrdio e que nos coraghes de ratos tratados

Xy



com DMA, com 48 horas de antecedéneia, ccorreu aumento de cerca de 48% na quantidade
de INOS expressa no miocérdio.

CONCLUSOES: O composto DMA induzhe 1 - a protecio tardia em corages
isolados de ratos; 2 - a mator expressio de dxido nitrico sintetase nos coragdes de ratos e 3 ~

esta proteelo pode ser dependente de dxido nitrico.
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Background: —The phenomenon of ischemic preconditioning (IP) is & period of
sublethal ischemia that can profoundly protect the cell from infarction during a subsequent
ischemic. The cardioprotection has become known “early” and “delayed” ischemic
preconditioning, The early cardioprotection provokes the release of several amtacoids that
irigger protection by occupying cell surface receptors. The delayed cardioprotection confers
a new protein synthesis, posttranslational protein modification, and a change in the
compartmentalization of existing proteins. Adenosine acts to trigger ischemic
preconditioning’s protection. In addition, nitric oxide {INC3} has been linked to the igger
and end-effector phases of delayed preconditioning. In the present work, we tested DMA,
derived from 4-anilinoguinazolines, described fiestly a5 2 tyrosine kinase inhibitor,
belonging to EGF receptor family, to 18t its mechanism of sotion in the 1P,

Objectives: The aims of the present study are: 1 ~ to evaloate the affect of DMA {4~
N3, N-dimethylphenyDamino-6,7-dimethoxvquinazoline hydrochloride} in the late
delayed IP; 2 — to study the delayed protection of NO sinthetase {NOS) induced by DMA,

Results: Wistar rats were once treated with DMA (1,2 mg/Kg, mtravenous) or
vehicle {DMBO) in the periods of 24 or 72 hours before 1P protocols. The IPs were
composed by 30 minutes of ischemia and 38 minutes of reperfusion. In the animals treated
with veliicle it was observed increasing in the dyastolic pressure, and the systolic pressure
was maintained in the same level of control. In the animals treated with DMA. It was
observed increasing in the diastolic pressure (reperfusion period), but less intense than that
observed in the vehicle-treated animals, As the systolic pressure observed in the DMA-
treated animals had the same intensity observed in the control period, the developed
pressure in the reperfusion period had the same intensity, mdicating parcial effect in the 1P,

To evaluate whether the DMA protection is dependent on NOS, the animals were treated
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with L-NAME (30mg/Kgiday, before DMA or vehicle freatment} for 3 days. It was
observed in both groups, in the animals treated with L-NAME + vehicle and L-NAME -+
DA, that the heart beating recovery was followed by increasing in the dyastolic pressure,
when compared with the control period. The systolic pressure had the same level observed
i the control period, indicating decrease in the partial protection. Finally, to evaluate the
effects of DMA in the NOS expression, the animals were treated with DMA or vehicle 24
and 48 howrs before westhern blot assays. In the animals treated 24 hours before DMA
administration, it was observed increase (189%) in the PNOS expression. In addition, a
48%-increasing was observed in the animals 48 hours before DMA administration.
Concluding remarks: The effects of DMA observed were: 1 — delayed
protection in isolated hearts from rats; 2 - increased expression of INOS and finally 3 — this

protection might be dependent on nitric oxide

Xix



INTRODUCAO



O suprimento insuficiente de sangue para o miovardio (squemia) produz morie
celular por necrose (infarto) ou apoptose, ou degeneracio associada & aisfimgdo contratil e
instabilidade elétrica dos cardiomideitos (COX & SUNDT, 1997, FUSTER, 1996). A
isquemia do miocardio, causada por aterosclerose das artérias coronarias, ¢ a principal
causa de morbi-mortalidade no mundo ocidental e, de acordo com 8 Organizagiio Mundial
de Satide, serd a malor causa de morte 1o munde até o ano 2020 (MURRAY & LOPES,

1997, MYERBURG, 2001,

Em longo-prazo, uma forma efetiva de reduzir a incidéneia de aterosclerose ¢ suas
compiicagbes deve ter base no desenvolvimento de programas de prevengio primaria. No
entanto, o aleance das medidas de prevenciio ndo atinge os nimeros epidémicos de
portadores de aterosclerose e dos pacientes que sofrern de complicagdes causadas por esia
doenca. Portanto, hid grande demands para o desenvolvimento e implementagiio de formas
de tratamento secunddric da aterosclerese, bem como das suas consegiiénetas como o

infarte do micedrdio, por sxemplo (YELLON & DOWNEY, 2003).

Interferénclas  diretas no  processo inflamatério, na funcdo endotelial na
trombogénese e no actimule de lipides na parede das artérias acometidas sdo as estratégiag
com  possibilidade de sucesso no tatamento da aterosclerose  instalads (HEART
PROTECTION STUDY COLLABORATIVE GROUP, 2002; SEVER et al., 2003). O
tratamento da drea que sofre isquemia e infarto tem como mets principal a preservacio da
viabilidade dos cardiomidcitos squémicos. A recuperagio do fluxo através de
procedimentos invasivos e ndo nvasivos sio as aliernativas disponiveis para o fratamento
de sindromes isquémicas agudas (YELLON & DOWNEY, 20033 Segunde dados

epidemioldgicos  disponiveis, procedumentos de reperfusio do miocardio isquémico



produziram redugio de até 50% ns mortalidade por infarto agudo do miccardio, sendo os
benefivios estendidos para a morbidade refletida no desenvolvimento de disfungio cardiaca
¢ gualidade de vida apds o infarto do miocdrdio (BOLLI et al,, 2004}, Contado, o sucesso
da reperfusio do tecido isguémico depende da presteza com que ¢ estabelecida apds a
instalagiio da isquemia, sendo que, periodos prolongados de isquemia produzem danos
Ireparbvels ao miocdrdio. Além disso, a propria reperfusio produz lesiio adicional causarda
por grande elevagho de espécies reativas de oxigénio [e.g, anion superdxido (0,7,
perozido de hidrogénio (HaOp), & radical hidroxila {-OH)] devido ao mumento stbito de
oxigénio no miocdrdio isquémico, o que também limita a eficdcia dos procedimentos de

reperfusiio (CHAMBERS et al, 1987: CHARLAT et al., 1987; BROW et sk, 1998).

Uma estratégia alternativa € a intervengio terapéutica com o objetive de proteger as
células miccardicas contra os efeitos da isquemia. Dados de estudos experimentais que
remontam aos anos 1970 indicam ser possivel modificar os danos celulares do miccdrdio
através de interferéncias com agentes farmacologicos de diversas natrezas (IMAROKO et
al., 1971). Posteriormente, verificou-se que as células mioccdrdicas, como todos oz ontros
tipos celulares do organismo possuem mecanismos enddgenos capazes de, uma vex
ativados, protegé-las dos efeitos da isquemia, bem como de outres  estimulos
potencialmente lesivos. No entanto, tentativas de atenuar o5 danos provocados pela
isquemia / reperfusiio com agentes farmacolégicos 18m fathado do ponte de vism de
aplicagio clinica, apesar do sucesso quande avaliadas experimentalmente (BOLLY et al,
2004}, Parte deste insucesso tem sido atribuida a impossibilidade de intervenglio ao tempo

da instalagdo da isquemia conseqiiente 3 oclusdo das artérias corondrias.



Na década de 1980, Munry e Colaboradores identificaram um mecanismo natural de
protecio do miocdrdio & isquemia, denominado de pré-condicionamento isguémico. Fste
mecanismo ¢ uma resposta adaptativa, na qual a expasicio a breves pericdos de isquemia
awmenta 2 capacidade do mivcdrdio em resistir 3 isquemia prolongada (MURRY et al.,
1986), sendo este um fendmeno do tipo wdo ou nada, ou seja, se o estimulo for suficiente
para dispard-lo, ele se manifestard em sua totlidade, nio sendo mais dependente da

imtensidade do estimulo (L] et al., 1990).

Apesar de ter sido originalmente deserito como wma adaptaciio imediata do
miocdrdio a curtos episédios de isquemia (MURRY et al., 1986), o pré-condicionamento
isquémico foi subseqiientemente descrito como sendo um fendmeno bifisico. Uma fase
precoce de proteio se desenvolve em minutos apds os episddios de isquemis fransitdrios e
tem duragio de cerca de 2 2 3 horas. A esta fase de protecio inicial, segue-se um periodo de
vulnerabilidade das células 3 isquemia semelhanie aquela do miocdrdic ndo pré-
condicionado com duraglio de 12 a 24 horas, sendo, entfio, seguida de uma fase tardia de
profecdo que se estende por 3 a 4 dias apds o estimulo condicionante (KUZUYA e al,

1993 MARBER et al,, 1993).

O fenbmeno de pré-condicionamento isquémico ¢ mediado por mecanismos de
sinalizagfo celular (BOLLI, 2000; DAWN & BOLLL 2002; ¥YELLON & DOWNE Y, 2003
MURPHY, 2004). O pré-condicionamento agudo se inicia por interagBes enire agonistas e
receptores especificos (em geral GPCRs — Goprotein coupled recepiors) com subseqliente
ativagio de mecanismos de sinalizacio intracelulares (TONG et al., 2004). Por outrs lado,

@ pre-condicionamento tardie envolve a ativacio de um complexo processo de sinalizacio



que culmina com a sintese e ativagio de miitiplas enzimas e efetores protéos (MARBER

& YELLON, 1996; BOLLL, 2000),

Conforme apresentado na Figura 1, os eventos de sinalizagdio envolvidos no pré-
condicionamento isquémico (PCD), podem ser divididos em 3 componentas, a saber: 13 os
gatithos, constituidos por mediadores Jiberados durante @ fase do estimulo condicionante,
sende responsdvel por iniclar a resposta adaptativa junto a receptores na membrana das
células; 2) as viss de sinalizacho intermedidrias mobilizadas pelos gatilhos, sendo
constituidas por quinases, moléculas adaptadoras e fatores de transericdo ¢ 3) os efetores do
pré-condicionamento, que incluem mecanismos e proteinas envolvidas na mobilizagio de

mecanismos celulares de proteciio {(BOLLI, 20001
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FIGURA 1- R@pr@benmgao m&;uemazzca das possiveis vias de sinalizacBes envolvidas no
pré-condicionamento isquémico (PCI) precoce ¢ tardio. Via de sinalizaciio do PCI precoce:
pré-condicionamento disparado pela liberagiio de ADO, opidides, NO, ROS, norepinefrina,
adrenalina, bradicinina ¢ agomistas do fator de crescimento celular (FGF), os quais se
associam a GPCRs ¢ iniclam wma cascata de sinalizagfio que envolve 2 ativacio de PI3K,
PRE, eNOS, PRC, 12L0O, MAPK, PEA, ERK, 5 nucleotidase geragiio de ROS gue
interagindo com canais e poros da membrana mitocdndrial, levam 3 protecio do tecido
CORIra MuUra por isquenda e, tambdém, 2 ativ a@a{} de fator de transericfio génica (NFKRY. A
via de sinalizacio enveolvida no PCT tardio: inicia-se com wma maior expressdo génica de
proteinas envolvidas no PCE tardio como a INOS com uma maior produciio de NO,
reiniciando a2 mesma via de salizacio do PC cldssicn.
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05 GATILHOS DA PROTECAO MIOCARDICA

Diversos horménios, newrctransmissores e substincias de lberagSio local como
adenosinag {ADO) (LIU et al, 1991), bradicinina (GOTO et al, 1995), opidides endégenos
(FRYER et al, 1999), éxido nitrico (NOY (LU et al, 1995; WESELCOUCH e al., 1995;
WOOLFSON et al,, 1995 NAKANG et al., 2000; POST et al., 2000}, espécies reativas de
oxigénio (ROS) (BAINES et al., 1997, TRITO et al., 1997} ¢ novepinefring (BANERIEE ot
al, 19937 podem efetuar o gatitho do pré-condicionamento (Figura 1), Por outro lado, a
ativagiio farmacoldgica dos receptores destes agonistas pode desencadear efeiio protetor do

miooérdio na auséneia de isquemia (BOLLL 2000; GUO e al., 2006),

Alguns destes fatores {(gatilhos) estio envolvidos na ativag@o de multiplas vias de
sinalizaco celular, explicando a razio pels qual agentes de diversas naturezas sdo CADETES
de desencadear a resposta de protecio (YELLON & DOWNEY, 2003). Em conjunts, 0s
resultados disponiveis indicam que vérios receptores associados & proteina G (GPCRs)
podem trabathar em paralelo respondendo ao estimulo do pré-condicionamento, como os de
adenosing, norepinefring, bradicining e opidides, entre outros (LET ef al., 1991 GOTO ot
al., 1993; BELL et al., 2000: FRYER et al,, 2001; KRIEG et al, 2002). A inibicfo do sinal
gerado por receplores associados & protena G, pelo tratamento com toxina pertussis (FTX)
aboliu a protecioc por pré-condicionamento isquémice em coethos (THOMTON et al.,

1993] e em ratos (LIU & DOWNEY, 1993},

Assim, as diversas profeinas de sinalizacio ativadas por estimulo de receptores
associados & proteina G podem estar relacionadas com o fendmene de proteciic do

miocardio, tals como a fosfatidil-inositol 3-OH quinase (PI3K) (NAGA PRASAD o al.,



2001) & a quinase de regulagio de sinal extracelular (ERK) (PIERCE et al, 2001). Por
outro lado, a importincia relativa de cada um dos mediadores no desencadeamento da
protecio miocardica em condicfes naturais € ainda pouce conhecida, sendo possivel que a
abundaneia local e prestezs ma FESpOsta & estimulos isquémicos determine o predominio de
wm mesanismo sobre outro, Dentre 05 diversos gatithos, a adenosina tem recebido atencdo
especial, ndo 56 por sua distribuiciio generalizada, shundnciz e participagio na regulacio
tocal de fenfmenos celulares, mas também pels possibilidade de sua utilizagio on mesmo
de seus agonistas como agentes farmacologicos (GUQ et al., 2000; GOMTSYAN & LEE,

20043,

A enzima que catalisa a produgiio de adenosing, a $-nucleotidase que converte
AMP em adenosina, ¢ encontrada dentro ¢ fora das células, porem, experimentos com
coragbes isolados de “guinea pigs” mostraram que 92% da produgio de adenosing ¢
intracelular asstm como o catabolismo, que via adenosina quinase converte adenosing em
5 -AMP e via adenosing desminase conpverte adenosing em inosina, também t8m suas
atividades em maior quantidade no citosol {(ARCH and NEWSHOLME, 197%; FISHER and
NEWSHOME: 1984; KROLL et al, 1993} comoe mostra a Figure 2, sendo e o estogue
ciiozdlico de adenosing 6 o S-AMP {(SCHUTZ et al, 1981; NEWBY et al.,, 1985;
DARVISH et al, 1993) ¢ o S-adenosil-homosisteina {(DE LA HABA and CANTONI,
1995, SCHUTZ et al, 1981}, toda via, a contribuicio dessa ultma, pela aclio da 8-
adenosil-homosisteina hidrolase, ¢ pequena em relagiio ao total de adenosina produzida

(WAGNER et al., 1994),
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Figura 2-Vias ¢ enzimas envolvidas no metabolismo de adenosina.

Experimentos com imumolocalizacio mostraram que a 5-nuclectidase localiza-se
principalmente no citosol, lisossomos ¢ membrana plasmitica (DARVISH et al, 1993
SALA-NEWRBY et al, 19993, Agavés da quantificacdo da atividade enzimstica de
cardiomitcitos de coragdes de ratos © o efeito da inibicdo de adenosing deaminase na
conversio de adenosina a inosina no coragio, verificou-se gue sob condicBes normais de
oxigenaglio o catabolismo de 57-AMP se da em maior proporcdo via AMP-deaminaze do
que iz 5-nucleotidase (ZOREF-SHANI et al, 1988) porem, com um aumento da

degradacio de ATP, a desfosforilagho de AMP a adenosing, via 5'-nucleotidase, panha
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maior imporidncia (ACHTERBERG et al,, 1985; ZOREF-SHAN] ef al, 1988 DEUSEEN
et al, 1989). Um estoque extracelular de adenosina é fornecido pela degradagio de 5TAMP
por ecto-3"-nucleotidase ativada (FRICK & LOWENSTEIN, 1978: DARVISH et .,

1996),

A atividade de adenosina quinase ¢ restrita ao citosol (SCHUTZ et al., 1981) an
contrario da adenosine-deaminase que ¢ encontrada em atividade associada 4 membrana
plasmdtica, no lquido intersticial ¢ plasma, além do citosol (SCHRADER et al, 1987,
1994; MARTIN et al, 1995; KOPFF e al, 1997y, KROLL e colsboradores usando
mibidores  especificos  da  adenosina  quinase (todotubercidina e 5'-amino-5-
desoxiadenosing) ¢ da adenosina-deaminase {eritro-9-hidroxi-mononil-adening) puderam
quantificar a taxa de produgfo de adenosina além de constatarem que estas sfo 4s Gnicas

vias de catabolisme de adenosina (KROLL et al., 1993},

A produgdo de adenosing durante isquemia total apresentou-se bastante awmentada
em coragles de ratos devido 4 um aumento no catabolismo de ATP ¢ consegiiende inthigio
de adenosina quinase por fosfato inorgAmice (MEGHIT et al, 1988; GORMAN et ak.,
1997, além disso, a adenosina deaminase tem &, consideravelmente maior do gque o da
adenosina quinase e, por tanto, esta via encontra-se ativada somertte com elevados nivels de
adenosing (SCHUTZ et al, 1981). HEADRICK e colaboradores levantaram a hipdtese de a
produglio extracelular de adenosina estar aumentads em condigdes de hipoxia (HEADRICK

et al, 19923,

Us recepiores de adenosing apresentam-se em 4 sub-tipos Ay, Ay, Ap e Aj sondo

gue todos sdo expressos no miocdrdio (AUCHAMPACH & BOLLIL 1999), Em 1991, foi



demonstrado que receptores Al de adenosing estio envolvidos na mobilizacio de
mecanismos que levam ao pré-condicionamento isquémico agudo em voragbes de ratos
(LIL et al, 1991} O envolvimento de receptores de adenosing no pré-condicionamento
tardio foi demonstrade pela primeira vez em 1994 por BAXTER, YELLON e
colaboradores (BAXTER et al., 1994). Eles mostraram ainda naturéza temporal do efeito
tardic de agonista de receptor Al de adenosina, o 2.-ciomwﬁ;««cﬁﬁi@pm}Ei%&xjmmina (CCPAY
{BAXTER & YELLON, 1997) e que este efeito era similar ao i}bsérvaﬁie quando o pré-
condicionamento era induzido por isquennia (BAXTER etal., 1997, DANA etal, 20000, O
Bep-fenil-sulfo-tecifiling, um antagonista de receptores Al ¢ A3 de adeposing, anulfou a
protegio aguda e tardia do miocardio atribnida ao pré-condicionamento isquémico (LIU et
al., 1991; BAXTER et al. 1994; BAXTER & YELLON, 1997; DANA et al,, 1998,

AUCHAMPACH et al., 1999; TAKANG et al., 1999},

Camundongos transgénicos, que superexpressam receptor Al de adenosing no
coragdo, apresentam uma substancial protecio do miocardio contra 2 injaria por Isquermia /
reperfusio (MATHERNE et al, 1997 GAUTHIER et al, 1998, YANG et al, 2002
Posteriorments, usando  wm agomista  do  receptor A3 de agim{%ﬁina, o N3
iodobenziladenosina-5°-N-metilearboxamida (IB-MECA), também se verificou que os
receptores A3 estie envolvidos no disparo do pré~mndiciammenm:isquémim & que o
efeito protetor do YB-MECA foi totalmente abolido com o uso de um -.amagmista seletivo
de receptor A3 de adenosina, o 3“@ﬁ.ig.‘*5*ﬁ&mii*2~mﬁti.§“ﬁ~peﬁﬁf«4{f€ni§&€iﬂi§w3,4{ bof

dihidropiridina-3,5-dicarboxilato (MRS 1 91 (DOUGHERTY et al, ﬁ%g}

GUO e colaboradores apresestaram estudos com camundongoes Anock-owt do

receptor A3 de adenosina, que exibiram dreas de infarto menores do que aquelas

30



apresentaidas pelos camundongos wild-type (GUO et al,, 2001), Estes resultados indicaram
que 0s receplores A3 de adenosina também desempenham wm importante papel na
isquemia aguda do mioccardio destas espécies (TAKANO et al,, 2001). Contudo, estas
observagbes niv estio em conflito com a idéia de que vs recepfores A3 de adenosina
possam disparar o pré-condicionamento, desde que o papel dos receptores A3 ma
modulagio da injdria durante a2 isquemia aguda do miocérdio sefa distinto daquele que
direciona o pré-condicionamento antes da isquemia {TAKANO et al., 2801}, No entanto, os
resultados obtides por GUO e eolaboradores (GUO et al, 2001) precisam ser confirmados
com o uso de antagonista seletive para os receptores A3 de adenosing, uma vez que o
silenciamento da expressio desses receptores pode produzir mudangas compensatorias em
outros genes ¢ / ou etapas de sinalizacBo resultantes da protegiio da injuria mgudmica

(TARKANO etal, 2001; HARRISON et al., 2002).

Em paralelo, cutres resultados mostraram que coracfes isolados de camundongos
knock-eut do receptor A3 de adenosing apresentaram wma melthor regugﬁar&@ﬁﬂ e viabilidade
tecidual durante a reperfusfio e que a ativagfo de recepiores A3 de adenosing contribul na
imjliria por reperfusio apds a isquemia em coragdes de roedores, isso. devido a uma aclio
pro-inflamatoria desses receptores (CERNIWAY et al, 2001, que estio envolvidos na
degranutagdo de mastéeitos (FOZARD et al,, 1996, REEVES et al,, EZ§9’J’) e dessa forma,
s&o mtermediario dos efeitos deletérios na injtria por isquemia / reperfusiio (CERNIWAY

et al., 2001).

Resultados obtidos em experimentos com camundongos transgénices que
superexpressam o receptoves Al de adenosing, sugerem que as agles cadioprotetivas da

adenosina nde sio limitadas apenas pela quantidade de adenosina produzida, mas também
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pelo nimere de receptores funcionais expressos no miocdrdio (MATHERNE et al., 1997).
Entretanto, alguns estudos #m mostrado que a superexpressdo dos receptores acoplados &
profema (5 ou a seus componentes de sinalizagio podem conduzir & hipertrofia ventricular
o cardiomiopatia dilatada (HUNTER & CHIFEN, 1999). BLACK ¢ colaboradores
demonstraram que o aumento dos receptores funcionais A3 de adenosinag em mideitos de
camundongos transgénicos resultou em efeitos benéficos correlacionados 4 resisténeis 4
Injliria por isquemia / reperfusiio, porém, apresentaram varios efeitos adversos, tais como
aumento de massa do coragdo, bradicardia, hipotensio e disfinglio sistblica, mas
mantrveram o efeito de reducio do tamanho do infarto (BLACK et al,, 2002}, Estes efeitos
adversos podem ser resultados do aumento da abundineia dos receptores A3 de adenosina,
da magnitude dos efeftos de baieas concentragbes de adenosina gue estio normalmente
presentes no miocardio e / ou da alteragiio no equilibrio estequiometrico sutre receptores e

proteinas G,

Adenosina e agonistas dos receptores de adenosing Bm  sido avaliados
extensivamente por suas habilidades de atermar a injiria por isquemia / reperfusio e
especiiicamente limitar o tamanho do infarto (KIS et al., 2003). Estudos recentes thm sido
elaborados com o obietivo de investigar o papel dos receptores AZ, de adenosing na
protegio do miovdrdie usande agonistas ¢ antagomistas tais como o {18-[1a, 2b, 3h,
4&{5&’3"_}}]M4M{?~HZ~{3wciﬁrewZMtimii}m_i»me?:ipmpéi} amino}-3H-imidazo [4,5-b] piridin-3il]
ciclopentano carboxiamide (AMP 579), um agonista de receptor Al / A2 (SMITS et al.,
1998; KIS et al, 2003); o 2-p-(2-carboxietil)-fenetilarning-5 -etilearboxiamino-adenosina
(CGE21680), um agonista seletivo de receptor A2, (SMITS et al, 1998; KIS et al, 2003;

BOUCHER et al,, 2004); o 4-{2-{7-amine-2-(2-furil}f1,2,4] triazolo [2.3-al[1,3,5] triazim-
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S-tamino] etil} fenol (ZM241385), um antagonista especifico de receptor A24 (KIS et al.,
2003) € o 9-cloro-2-(2-furihf1,2.4] triazolo [1,5-¢] quinazolin-5-amina (CGS 159433, um
anfagonista de receptores Al / A2 (SMITS et al, 1998). Os efeitos de cardioprotegdo,
atribuidos 4 ativagiio de receptores A2, de adenosing 8m sido relatados em diversos
modelos animais, tais como porcos (BMITS et al, 1998; VAHASILTA o al., 20013,
costhos (NORTON et al, 1992: ZHAC et al,, 1993; XU et al., 2000, 2001) ¢ cachorros

(ZHAO et al., 2001; JORDAN et al., 1997; BUDDE et al., 2000).

Entretanto, as etapas de sinalizacio molecular cque estdo envolvidas na protecio do
miocardio disparadas por esses receptores ainda nfo estio completamente elucidadas (KIS
et al, 2003; BOUCHER et al, 2004). BOUCHER ¢ colaboradores atribuem oz sfeiios de
protecio aguda do miocdrdio & modulagiio das atividades das enzimas PI3K e caspase-3. A
PI3K ¢ uma enzima que modifica quinases que esto envolvidas no crescimento celular e
na sintese de proteinas envolvidas com a sobrevivéncia celular, J4 a caspase-3 ¢ ativada
durante a fase inicial da apoptoss, eontribuindo, desta forma, para a morte celular. Logo, a
inibicho da caspase-3 duramte a reperfusdo, contribui para a redugdo da drea do infarto

(BOUCHER et al., 2004).

Enquanto que numerosos estudos sustentam 2 hipotese de que a proteclio in vive &
mediada via receptor AZA de adenosina, existom poucas evidencias para a cardioprotecio
aguda mediada pelo receptor AZB de adenosina, parcialmente devido 2 falta de agonistas e
/ ou antagonistas seletivos ¢ potentes desse receptor (HEADRICK et al., 2003). Dada &
baixa afinidade do receptor A2B, ¢ provével que esse somente sejm ativado pelas elevagdies

fisiologicas de adenosina. A eviddncia de que o receptor AZB de adenosing estd expresso

b
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em tecido cardiovascular permanece indireta, bern como 2 sinatizagdo envolvida nas
respostas dos receptores AZB de adenosing nesses tecidos. Entretanto, bé evidencias que os
recepiores AZB podem regular o remodelamento pos-isquémico, via inibicie do
crescimento de fibroblastos cardiacos, proporcionando um uivel de protegie crémica

(DUBEY et al., 1997).

Através da ativagiio e inibicio farmacolégica de receptores §,-opidides, usando um
agonista seletivo de receptores dp-opidides, o TAN-67 ¢ um anfagonista seletive de
receptores &;-opidides, o T-benzilidenenaltrexone (BNTX), demonstrou-se a participagio
desses receptores no pré-condicionamento isquémico (SCHULTZ ot al., 1998y, Situacio
semelhante foi evidenciada por BANERJEE e colaboradores com relacfio aos receptores de

norepinefrina através de o-receptores em coragdes de ratos {(BANERJEE et al,, 1993}

Sio dignas de nota, as evidéncias de que existern gatithos independentes de
FOCTPIONeS COmO amentos transitdrios na concentragdo de chleio em perfusatos de coraplics
isolados de rato (MIYAWAKI er al, 1996), hipotermia (YAMASHITA et al, 1998),

exercicio fisico (YAMASHITA et al, 1999) e exposiglo a etanol (KRENZ et ak, 20013,

Oxido nftrico (NOJ € um modulador essencial dos sistemas bioldgicos, inchiindo o
sistema cardiovascular. Ele é crftico na ransducio do sinal da isquemia do miocirdio
(MAULIK et al., 1995; DAWN & BOLLL 2002). A sintese do NO, a partir do substrato L-
arginma, ¢ catalisada por s isoformas da oxido nitrico sintase {INOS), 2 newronal (nNOS
ou NOBIY, 2 induzivel (NOS ou NOS2) e a endotelial {eNOS ou NOS3}, sendo gue as 1rés

sdo encontradas no miocdrdio, 3 eNOS & 3 pNOS sdo constitutivas & suss atividades zfio

dependentes da concentragio de vdlcio e de co-fatores como o iefra-hidrobiopterim {BH,),
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magnésio ¢ NADPH (ANDREW & MAYER, 1999). Por cutro lado, 2 atividade da iNOS &
independente da concentragio de célcio e depende de estimulos para sua transcricio génica

(ABU SOUD et al., 2000).

As evidéncias disponfveis indicam gue o NO possul um papel importante na
geracdo e manuten¢io do pré-condiclonamento agudo e tardio do miccdrdio. A inibigdo da
enzima NOS pelo antagonista ndo seletivo L-pitro-arginina (L-NA), aboliu a protecdo
tardia conferida pelo pré-condicionamento, indicando que o NO gerado durante o pré-
condiclonamento isquémico 4 necessério para disparar este fendmeno de protegio (BOLLI
et al,, 1997, TAKANO et al, 1998). Por outro lado, o pré-tratamento com inibidores da
isoforma induzivel da NOS (INOS), eminoguanidina ou o S-metil lsotioureia, ndo
bloqueou o efeito protetor agudo sobre o drgdo, sugerindo que o ineremento de NO durante
o pré~condicionamento provém das outras isoformas de NOS (XUAN et al., 2000; BOLLI
et al., 1997y GUO ¢ colaboradores, através do blogueio génico da INOS, mostraram que
esta ¢ um mediador essencial da fase tardia do pré-condicionamento isquémico (GUO et al.,
1999). o que também ficou evidente com o uso de agentes farmacolégicos (3 et al., 1999;

GUO et al, 2000; ZHAO et al, 2000; SALLOUM et al,, 2003).

Em mideitos isolados, o NO & produzido como um resultado do estimulo do
receptor d-opidide (receptor do tipp GPCR) ¢ medein a cardioprotegio induzida por
opioides {ZHANG ef al,, 2002). Quiros sutores demonstrararn que altas doses de morfina
wduzem uma significante cardioprotecfio tardia em camundongos e que & INOS faz a
mediagio desse efeito (JIANG et al, 2004). Além disso, 2 iNOS tem recebido atenglo
consideravel como um disparador ¢ mediador da cardioproteciio tardia induzida pelo

estunulo patofisiolégico ou por agentes farmacolégicos. A inducdo da INOS tem sido



apontada como nescesséria para o desenvolvimento da profecio tardia em modelos de

wfarto do miocdrdio de coelhos (TAKANO et al., 1548}

Em estudos com animais knockout do gene da INOS, observou-se que o efeito de
protego tardia foi abolido (GUO et al., 1999). Além disso, ficou clara a relaciio direta entre
agonista de receptor Al de adenosina ¢ a expressio da INOS na proteco tardia, bem como
a falta dessa protegfio quando se deletou o gene responsavel pels expressfio da INOS

(ZHAD et al., 2000).

Em 2001, BELL e YELLON demonstraram, em estudo com coragdes de
camundongos krockowt para o gene da eNOS, que quatro ciclos de breves perindos de
isquenia foram iguabmente eficazes para limitar o tamanho do infaro nos coragies
knockeut e nos wild type, no entanto para um pré-condicionamento menos robusto {dois ou
s ciclos) ndo resulton em protegic dos coraghes knockowt da eNOS ac contririo dos
voragbes wild fype que ficaram protegidos com esse pré-condicionamento (BELL &
YELLON, 2001). Os dados sugerem gue o NO produzido por atividade da eNOS podern
contribuir para disparar / mediar o pré-condicionamento agudo (NAKANO et al., 2000: LU

et gl., 1995},

De acordo com os resultados disponiveis, propde-se wn modelo regulatorio
bifasico, no qual a eNOS seria responsdvel pelo aporte de NO associado 4 fase aguda e a
NCS o seria durante a fase tardia da protegiio. Desse modo, & maior expressio de INOS,
com maior produgiio de NO, seria a responsdvel pela manutencio du fase tardiz da protecio

(BOLLI etal, 1997; 1998; TAKANO et al., 1998 TEOH et al., 2602,



Os mecanismos pelos quais o NO induz a protecio mrocdrdica sfio ainda pouco
conhecidos. Uma das possibilidades ¢ que a proteclo desencadeada pelo NO € mediada
pela formagdo de espécies reativas de oxigénio. Evidéncias experimentais indicam que o
NO reage rapidamente com O formando o anjon perdxinirito (ONOO) o qual é
protonado e decomposto, gerando assim, Anion hidedxido {OH) on owtros agentes
oxidantes ignalmente potentes (BECKMAN, et al,, 1990; SUN et al, 1993; CROW &
BECKMAN, 1995, KODANI et al., 20003, sugerindo que esta via pela qual o NO dispars a
resposta protetora, através da formagdo de espécies reativas de oxiglnic (ROS), tem
participacdo na ativagio de proteina-C quinase (PXCY (TAKANO et al., 1998, BANERIFR
et al,, 1999, PING et al,, 1999a), de proteinas tirosing quinases (PKTs) (XUAN et al., 2000
¢ na abertara do canal mitocondrial de potassic ATP dependente {canal mitok e
(RIRSCH et al, 1990; EDWARDS & WESTON, 1994). SUN ¢ colaboradores, usando
antioxidantes em porcos provocaram o desaparecimento da proteciio ¢ foram os primeiros 3
propor que a geracdo de espécies reativas de oxignio (ROS) durante o pré-

condicionamento isquémico é essencial para disparar a proteciio (SUM et al., 1996).

OS MEDIADORES INTRACELULARES DA PROTECAO MIOCARDICA

0 fenbmeno de protegiio do miccdrdio se inicia através da ativaclo de receptores
ligados & proweina G, que leva a uma via de sinalizacdo envolvendo a modulacio da
atividade de mediadores intracelulares como 2 fosfatidil-inositol 3-OH quinase (PI3K)
(NAGA PRASAD et al,, 2000), protefna quinase mitogénica ativada (MAPK), proteina C
quinase (PRCY e canals mitocdndrizs de potassio ATP dependentes (canal mitoK a1e)

(SASAKT et al., 2000},



O estimulo do receptor por agonistas ativa a via de sinalizagdio da PI3-quinase que
pode, ainda, fer sua ativagio independente de receptores, por acdo de ROS (OIN &
CHOCK, 2003). Pesquisadores, usando o worimanin, um intbidor de PI3K. constataram
que A profecdo ers atenuada, mas ndo aholida por completo, evidencisndo o
comprometimento da PI3K com 2 via de sinalizagiio do pré~condicionamento (BAINES et
al., 1999; TONG et al, 2000; MOCANC et al., 2002).

O principal alvo da PI3-quinase € a proteina quinase B (PKB), que estd envolvida na
via de sobrevivéneia celular ou anti-apoptética. No entanto, a fosforilagio da PEB, por i
30, ndo ¢ suficiente para promover a protecio do miocirdio (TONG et al, 2003}, Nessa
seqiibneia, a NOS ¢ fosfsorilada pela PKB ¢ PKA {proteina A guinase), em residuos de
sering {(BOO & JO, 2003), alterando 2 biodisponibilidade de éxido nitrico (SCHEID &
WOODGETT, 2001). Mecanismos envolvendo 2 via da PIRK ¢ o sumento nos niveis
citoplasmatice de cdleio com conseqliente ativagdo da calmoduling que se liga s NOS
fostorilada, promovem ¢ alinhamento dos dominios oxigenase ¢ redutase da NOS para 2

sintese de NO {CHEN et al, 1999; DIMMELER et al., 1998, FLEMING et al, 2001

FULTON et al, 1999; SIMONCINI et al, 2000; HAYNES et al., 2000; HARRIS et al,
2001; IGARASHI & MICHEL, 2001; MORALES et al., 2001 MICHAEL et al, 2002;
LIN et al, 2003). O nicotinamida-adenina dinucleotideo-fosfato na forma reduzida
(NADPH) e a L-arginina sfio os substratos da NOS, o primeirs E.égwé@ & porgio C-terminal
{(dominio redutase) e o Gitimo na porcdo N-terminal {dominio oxidase) da enzima e a reagiio
ocorre, utilizando-se moléculas de oxigénio, formando NO ¢ Le-citruling {(GRIFFITH &

STUEHR, 1993). Como j& vimos, o NO desempenha wn importante papel no

desenvolvimento e manutengiio da protecio, através da produgiio de ROS ¢ modulaciio da
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abertura do canal mitoK 4rp (SASAKI et al, 2000}, atuando como gatitho da protegdo tardia
(BOLLI et al,, 1997; TAKANO et al., 1998; HILL et al., 20003, |

Na segliéncia dessa via de sinalizagio, femos a enzima considerada passo chave, 2
proteina quinase C (PKC). O NO ¢ responsavel pela translocagio. e ativagiio da PKC
através de uma direta medificagio oxidativa por aglo de especies reativas de oxigénio,
geradas pelo NO, ou por ativagdo de fosfolipases que levam & produgio dos cofatores
lipidicos da PRC (PING et al, 1999a). O papel da PKC 8 fﬁnsﬁmeﬁmi nessa vig de
sinalizacio porque ela ativa a 5™-nucleotidase, que converte a&enegigm ri-fosfato (ATP),
adenosina di-fosfato (ADP) e adenosing mono-fosfato {AMP) em adenosina e dessa forma
£ considerada a meméria do pré-condicionamento (KITAKASE et al,, 1994}, como mostra
a figura 1 (pagina 25).

A PKC também estd diretamente envolvida com a ativagio d.q fator de transcrigio
ghntca NF-B (BAINES et al, 2001}, atua sobre efetores finals da protecio através da
formacle de complexo com componentes do poro de transicio éﬁt% permeabilidade da
mitocdndria (BAINES et al., 2003); participa da ativagio da QUInIASEs aif: sinal de regulacio
extracelalar (ERK) (PING et al,, 19993) ¢, ainda, forma um complexo com p2-lipoxigenase
(12-1.0) para a modulagio da abertura do mitoKape (PIOMELLI & GREEN{}AES, 1990,
CHEN et al,, 1999).

Outra familia de proteinas envolvida nessa via ¢ a das tirosinas quinases (PKT), sdo
enzimas que catalisam a transferfneia de fosfatos de ATP para residuos tirosina especificns,
on sejs, se auto-fosforilam e 7 ou fosforilam um substrato (OSHEROV et al,, 1994; WARD,
1994}, Dois tipos de proteinas tirosina quinases, as Src e as Lek PTRs tam participacdes no

pré-condicionamento comprovadas pela inibicSo com lavendustin A (LAY gue aboliu
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completamente o pré-condicionamento (IMAGAWA et al, 1997 PING ot al, 1999,
DAWN etal,, 1999}, Estudos posteriores demonstraram que Lek PTK & um substrato direto

de PKCe demonstrando sua ativaglio por PEC (BOLLI et al,, § 997, SONG et al., 2000).

A superfamilia das proteinas quinases mitogénicas ativadas (’MAPK)Q gue incliem
trés maiores subfamilias: as pdd/pd? MAPKs {ou guinases de_: sinal de regulacio
extracelular [ERKs]), a p38 MAPKs, ¢ a p46/p54 MAPKs (on c~ju§n N-terminal guinase
[JNEKs]): sfo outros potencizis alves dependentes ds PKC ativacia; envolvidas no pré-

condicionamento, (PING etal, 1 950,

A proteina quinase A {(PKA) representa outra baporiante yia de sobrevivéncia
celular, o que ficou demonstrado com o uso de imibidores dé PRA, © N-[2-{4-
bromocinamilamina) 6] isoquinoling (HBY) ¢ o adenosina 3§ monofosforoticato
ciclico Rp-istmerc (Rp-cAMPS, que reduziram a protecio conferida sos eoraglies de
cachorros submetidos ao pré-condicionsmento isquémico {SANADA et al, 2004, Sua
ativagio, através de fradrenoceptores {receptores do tipo GPCR), é independente da via da
PISK (LOCHNER et al., 1999 SANADA et al., 2001} e seu pape] na gﬁr@teg:ﬁ@ miocdrdica,
além de participar da ativagiio da NOS (ROO & 30, 2003), 2 0 de hzibE_géiﬁ momentines da
ativagio da Rho-A e Rob-quinase (MANGANELLG ot al, 2003, :im;’_}ﬁﬁim{iﬁ a formacio
de: fibras de tensdo, adesiio focal, migracdo celular e citocineses, sendo quea desativaciio da
polimerizagio de fibras de tensfo 6 a maior contribuiciio deﬁse Mmecanismoe na

cardioprotecio (SHIMOKAWA, 2002),

A ERK ¢ uma importante enzima envolvida com a sobrevivéneis celular podendo

ser ativada via receptores denominados “fator de crescimento celular” {EGF), que tambéim
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sdo do tipo associados & proteina GPCRs (TONG et al, 2003}, ou pela PKC (PING et al,,
19994} Ela desempenha um importante papel na modulacio da é’berm:a do canal de
potssio ATP - dependente da mitoctndria {SATO et al, 1998} e na fosforilacio e
inativagiio de BAD, impedindo, assim, que esta seqliestre bel2 {uma proteing anti-

apopitica) (BAINES et al, 2002),

Essas vias de sinalizagiio levam & transcrigio gémica ¢ produgiio de proteinas
relacionadas com a fase tardia do pré-condicionamento. O primeire elemento regulatdrio
trapscricional identificado  como um  componente da resposta fardia do  pré-
condicionamento foi o fator nuclear kB (NF-KB), considerado um mordulador da expressio
de genes ligados 2 produciio de iNOS, crelo-oxigenase-? (COX-2) ¢ aldose redutase,
Resultados revelaram que o pré-condicionamento isquémico induz uima rapida ativagio de
MF-kB, a ativaglio do NF-kB aparece por uma via comum, através da '.:iguaﬁ miittplos sinais
(NO, ROS, PKC ¢ PTKs) produzidos pelo estresse isguémico atuam ng inducio de
expressdo ghmca no coraglio] e que este evento peds ser mimetizado pela fusio de
doadores de NO. A inibicBo de NF-kB com dietil-ditio-carhamato aboliu completamente o
protecho tardia, indicando que NF-EB tem um papel eritico na pmt%:g;&ﬂ tardia por pré-

condicionamento 1squémico do migcdrdio (XUAN et al, 1999

08 EFETORES FINAIS DA PROTECAD MIOCARDICA

Sabe-se pouco sobre os efetores finais da protecio miocardica induzida seia por preé-
condiciopamentn isquémico, seja por agentes farmacolégicos. Existen algumas hipdteses,

dentre as quals a mais antiga foi proposta por MURRAY e colaboradores, que sugerem a
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existénein um  melhor balango energétice no miocdrdic submetido a0 estimulo
condicionante em consegiiéneia da mibicio da adenosina tr.%~fas;f§m quinase {ATPase)
mitocondrial (IMURRAY et al, | 990}, No entanto, evidéncias mais receptes indicam gus o
efeito favordvel observado no balanco energético no miocdrdio pré«-a@néis:i@nﬁde pode ndo
tr a magnitude necessdria para suplantar o déficit inicial causado pela isquemia
condicienante {KOLOCASSIDES et al, 1996). Os canais de potdssio da membrana
mitocondrial (mitoKarp) sfio tmmbém candidatos a efetores da rgsposts de protecio
mincdrdica sefa por pré-condicionamento isquémico, seja por agentes farmacoldgicos. O
diazoxido, um agente farmacoldgico capaz de abrir canais mitoK v, induz proteciio
miocardica ¢ o S-hidroxidecanoato, um inibidor da abertura de canais mitoK 4, extingue 4
protecio induzida por diazéxido como também dquela induzida por pré-condicionamento
isquémico (OHNO et al., 1998 BINES et al,, 1999; BERNARDO et al, 1999, TAKANO

et al., 2000},

Considera-se que os canais mitoK 41» devem abrir durante o periode de isquemia em
coraches pré-condicionados, no entanto & maneira pela qual 2 aberturs dos canais m#ok e
profege ¢ miocdrdio da isquemia ainda nfo estd esclarecida. A #bﬂrmra dos canais
mitoK a1y causa desacoplamento da cadeia respiratoria ¢ edema mitocondrial, eventos gue
poderiam estar assooiados 4 proteglo miocdrdica (GARLID, 2000 PLEURY et al., 2002;
MONCADA ¢ ERUSALIMSKY, 2002; UEDA et al. 2002). E possivel que a abertura dos
canais mitol e preving a abertura dos poros mitocondriais de ransicio (HAUSENLOY ot
al, 2002). Por outro lado, a abertura do canal mitoK e cansa inibigdo da captacio de
caicio pela  mitocdndria, j4  que causa despolarizagdo da  membrana  interns

(HOLMUHAMEDOVY ¢t al, 199%). Este efeito poderia impedir 2 Hberacio de fatores



mitocondrials pro-apoptéticos j4 que um aumento na captagio de fon caleio {’Caz"") leva &
abertura do poro pro-apoptdtico Bax (BASANES et al, 2001; EPAND et al., 20028, by e do
poro de transigdo de permeabitidade (MPT) (BAFFY et al,, 1993; SZALAI et al,, 1999 PlJ

e CHANG, 2001; VANDEN ABEELE et al, 2002).

Recentemente surgiram evidéncias de que o pré-condicionamento previne a abertura
do poro de transigio de permeabilidade (MPT). Demonstrou-se gue a protegio conferida
por agenistas dos receptores de adenosina, poderia ser bloqueads por actractilosida GUe
abre o poro de transicdo de permeabilidade (HAUSENLOY et al,, 2002y O MPT estd
associado ao canal anidnico voltagem dependente (VDAC) ¢ a sbertura desse poro, durante
a isquemia, leva a um equilibrio idnico entre a mtriz da mitocbndria e o citosol, o que
acarretz uma perda de potencial de membrana, desacoplamento da cadeia respiratéria,
inchamento osmdtico e ruptura da mitocéndria (ZAMZAMI & KROEMER, 2001), A PKC
¢ a ERK impedem 2 abertura desse canal em coraglies pré-sondicionados {BAINES et al.,

2002, 2003).

O canal anibnico voltagem dependente (VDAC)Y & composto por proteinas
abundantes na membrana externa da mitocondria, ele age ﬁml associagio com o
transportador de nucleotideos de adenina, transportando ADP, ATP e outros nucleotideos
de adenina para dentro e para fora da mitocdndria. Proteinas anti-apoptéticas do tipo bel-2
podem inibir a abertura do VDAC (IMAHASHI et al., 2003), e animais fransgénicos que
superexpressam bel-Z no coraglic apresentaram reducio de morte de cardiomidoitos depois
de isquemia e reperfusio, (CHEN et al., 2001; CHATTERJIEE ot al, 2002%. Este canal
(VDAC) estando fechado impede o ATP de deixar 2 mitocéndria, e a conservagio dos

nivels de ATP previne o processo apoptdtice (IMAHASHI et al, 2003). Jé a associagho
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desse canal com proteinas pré-apoptéticas do tipo BAX promove 2 liberagfio de citocromo
C, desse modo as bel-2 se oplem & liberaciio de citocromo € se ligando ¢ seqiiestrando
proteinas pro-apoptoticas (CHENG et al., 2001) oy se Heando a VDAC e blogueando, desse
modo, a formaclio ou aberturas de vias de liberacfio de citocromo C. (SHIMIZU et al.,

1999, 2000).

Efetores finais ligados & manutenciio da estrutura ¢ magquinaria energética da
mitocSndria, tais como o mitoK a7, 0 MPT & 0 VDAC, s8o comuns a ambas as fases da
protegiio miocardica (precoce ¢ tardia) imduzida por pré-condicicnamento isquémico on por
agente farmacologico, ja sistemas enzimdticos sujeitos 2 uma malor expressio afravis da
ativaglio de fatores de transcricBio glnica, sfic mals preponderantes na fase tardia da
protecio, apesar de também exercers um papel Importante na fase precove, destacando-se,
aqui, 0s sistemas anti-oxidantes superoxido desmutase (80D ¢ ciclooxigenase-2 {COX-2)

(YELLON & DOWNEY, 2003).

Us sistemas antioxidantes sfio grupos de enzimas gue também ADTESCHIAram
aumento de sua transcriclo génica ¢ de atividade induzidas pelo pré-condicionamento
isquémico. No coragdo elas formam trés sistemas de enzimas: as superpxide desmutase
(S0} catalase o glutationa peroxidase (YELLON & DOWNEY, 2003). AS 80D siio
metaloenzimas responsévets pela diminuigio de Oy, HOSHIDA e colaboradores foram os
primeiros que demonstraram um awmento na atividade de manganés super-6xido desmutase
(Mu-50D) em miocdrdio pré-condicionado. Este aumento na atividade foi perdido apés 3
hotas ¢ reapareceu 24 horas apos o pré-condicionamento isquémico. Fstudos mostraram
que oligonucleotidess antisense contra MnSOD abolia a protecio, evidenciande o

importante papel dessas enzimas na protecio tardia (HOSHIDA et al., | 903 YAMASHITA
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et al., 1994, 2000). DANA e colaboradores mostraram que a atividade de MnSOD estava
aumentada 24 horas apds tratamento com agonista de receptor Al de adenosing {CCPA}
que foi atenuado com pré-fratamento com inibidores de PKC e profeina tirosina quinase

(PET) (DAMA et al,, 2000),

Quanto ao sistema antioxidante COX-2, demonstrou-se que vinte quatro horas apds
o pré-condicionamento isquémico, em coellios, houve um aumento na expressio de COX-2,
A prévia administragio de inibidores de COX-2, o 4-[5-(4-metilfenil)-3-(triffuorometil)-
IH-pirazol-1-il] benzenosulfonamida (celecoxib) e o N-(Z-ciclohexiloxi-4-nitrofenil)
metanosulfonamida (NS398), aboliv o pré-condicionamento tardio {GUO et al, 2000
SHINMURA et al,, 2000). Cutros pesquisadores trabalhando com carmundongos inoclous
para COX 1 e 2, comprovaram esses resultados {CARMITA et al, 2001). Recentes
evidéncias apontam para uma relaciio entre INOS ¢ 2 modulagio da atividade de COX-2 no

coragio de coelhos (SHINMURA et al, 2602).

Caso o pré-condicionado nde possa alterar as forgas osméticas rans-reembrana em
cardicpudeitos, ocorre uma modificagdio no citoesqueleto para melhorar a resisténcia an
inchamento. A teoria de que o clitoesqueleto de cardiomideitos pre-condicionados fica mais
resistente & pressiio osmética duranie a isquemia, basela-se na hipdtese de que a
tostorilagdo da p38 MAPK causa a fosforilagiio de proteinas small heot shoek hsp27, que

causa a montagem de novos filamentios de acting no citoesqueleto (GUAY et al, 1997,
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DERIVADGS DE ANILINOQUIAZOLINAS

Derivados de 4-anilivoguinazolinas sio amplamente descritos na lteratura como
intbidores potenies e seletivos da atividade tirosina quinases da familia de receptores FGF
(FRY et al, 1994, LEVITZKI et al,, 1 999}, Além disso, o conhecimento do processo de
mibigo dessas enzimas parece ser o caminhe para a terapia de muitas doengas, tais como
cincer, “psoriasis”, diabetes, doencas cardiovasculares, ete. {FRY et al, 1994). A partir
dessa evidéncia, surgiram estudos mais detathados sobre a fungfo bioldgica de wma série de
derivados dessa classe estrutural (REWCASTLE o al, 1996; BRIDGES e al, 1996;

SMAILL, 2000),

Os estudos com derivados de quinazolinas nfo #m se limitado apenas a
investigagho da atividade da tirosina quinase da familia do receptor EGF (BMAILL ef al.,
2000). O prazosin ¢ uma quinazolina com propriedades antagonistas de receptores o-
adrenérgicos, Hste composto tem efeito vasodilatador, sendo utilizado na terapéutica anti-
hipertensiva, assim como alguns de seus derivados estriturais como o ciclazosim, que
possui uma afinidade maior para os recepiores ol -adrenérgicos & tem aplicagiio ne
tratamento da hiperplasia prostatica benigna (MINARING et. 2l 1 998}, Outro bom exemplo
¢ 0 4-(3-bromoaniline}-6, 7-dimethoxyquinazoline (PD133035) para uso no fratamento de
doenvas da pele, wis como “psoriasis” e céncer de pele (McMAHON et al, 1998).
Enquanto que oufros exemplos de quinazolinas biclogicamente ativas sfo agueles
apresentados como inibidores potentes e especificos para a fosfodiesterase do tipo §
(PDES) (UKITA et al, 2000). Hsta enzima ¢ altamente sspecifica na hidrélise do
nucieotides ciclico guanosinag 37,5 -monofosfato ciclico {cGMP), que condrola fungdes

vasculares (CORBIN et al, 1999). Logo, wm inibidor que eleva o nivel de ¢GMP no
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interior das células ¢ considerado um firmaco potencial para ¢ fatamento de doengas
cardiovasculares, tais como hipertensfio, angina ¢ insuficiéneia cardiaca (LUKITA et al,,

2001},

A adenosing, através da ativagho de receptlores especificos de membrana (ie. A, e
Az}, ativa mecanismos celolares envolvidos na protegdo do miccdrdio contra a agressan
isquémica, tanto aguda quanto tardia (Yellon, 2003}, Compostos derivados de quinazolinas
com propriedade imbidora de adenosina quinase provocam awmento na conventracio
celular de adenosina (Dados n#o publicados do Laboratério de F isiopatologia
Cardiovascular) e o dimetéxi-arino-quinazoling (DMA), um composto quinazolinico com
atividade inibidora de adenosina quinase comprovada foi capaz de induzir a protecdo aguda

do miocardio (Marim, 2003).
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OBJETIVOS



1= Avaliar o efeito de composto derivado de anilinoguinazolinas DMA {Cloridrato de
6,7-dimetoxi-4-N-{3”-N,N-dimetilfenil) aminoquinazelinal  com  propriedades
mnihidoras de Yrosina quinase, como indutor de proftecdo tardia contra danos da
isquemia sobre coragtes isolados de ratos.

2- Avaliar a participagéo de oxido nitrico sintase (NOS) na protecio tardia induzida

pelo composto DMA em coragdes isolados de ratos.
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RIAIS E METODOS



Composto quinazolinico

O derivado quinazolinico foi sintetizado pela Dira. Silvana Rocco do Laboratdrio de
Fisiopatologia Cardiovaseular da Faculdade de Cigncias Médicas da Universidade Estadual
de Campings. Utilizamos o composte DMA ~ Clorideato de &, T-dimetoxi-4-N-(3"-N N~

dimetilfentl) aminoguinazolinag (Figura 2).

{ N
H:? {:z {:} /A\&/J\T”;” {';f}is
i
=
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Figura 03-Estrutura quimica do composto quinazolinico, DMA (Cloridrato de 6,7-
dirnetoxi-4-N-(3"-N N-dimetilfenil) aminoguinazolina}, utilizado.

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, machos, pesando de 200 £50g, fornecidos pelo

Centro Multidisciplinar de Investigagiio Biolégica (CEMIB) da Unicamy.
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Sistema de perfusfio de coraciio isolade (técnica de Langendorf

O sistema de perfisio de coragfo isolado € constituido com um sistems cata-bolhas de
vidio e envolvido por jagueta de dgua conectads 2 wm termo-circulador de dgua para

aquecimento do tampio de perfusio a 37°C, como indicado no esquema da Figura 03,

ﬁ?g»l :
I
¥

CILINDRO DE Q)

{THRMORETRD

COMPUTADOR

AMPLIFICADOR

Figara §4- Esquema do sistema de perfusiio de coraglo isolado e registro da pressio

ventricular exguerda wilizade.



A extremidade superior do cata-bolhas ¢ conectada 2 um reservatdrio constitufdo de
um frasco de Mariotti contendo a soluglio tampdo de perfusiio. Neste reservatério, o tampdo
¢ oxigenado com Oy a 100% com fluxo controlado de forma a manter a pressdo noe frasco
proxima a 70 mmHg. A extremidade inferior do cata-bolhas é conectada a wma cinula de
vidro que por sua vez, ¢ conectada 3 artéria aorta em sua porgio ascendente para periusiio
retrograda das artérias corondrias. No ventriculo ssquerde € introduzido um pequenc balio
de latex preenchido com salina ¢ conectado a uma seringa para controle de seu volume e
tambérm a um transdutor de pressiio para registro continuo da pressiio intraventricular.

Os ratos foram anestesiados com injecio intraperitoneal de Pentobarbital Sédico (80
mg/kg) e receberam injecdo intraperitoneal de heparina sédica (1000 U Os animals foram
colocados em mesa cirfrgica aquecida a 38°C, intubados por via orotraguesl com tubo
plastico de Geleo™ ¢ submetidos A venhilagio controlads com ventilador Harvard ¢ ar
enriquecido com oxigémio a 100%. A temperatira corpdrea ¢ a ventilagiio permaneceram
controladas durante o perfodo de retirada do coragiio da cavidade tordcicn.

A cavidade tordcica fol aberta através de secglio sagital do esterno: a aorta
ascendente foi identificada, seceionada e conectada ao sistems de perfusio, onde foi fixada
com fie de algodio 3.0, sendo iniclads imediatamente a perfusio com solucio tampio de
HEPES: Tampio HEPES (dcide N-Z-hidroxietilpiperazina-N"-Z-etanosulfdnico) 20 mM,
NaCl 137 mM, Mg80, 1,2 mM, KCI 5 mM, CaClh 1,5 mM e glicose 6 mM, com pH 7.4,
actescentando msulina (100 UD, xilocatna (1000 Uy e heparina (1000 UL, enriquecido

com 100% de oxiglnio & uma pressio hidrostatica de 70 munHg e temperatura a 37°C.



Sistema de registro e mounitoragio da pressdo imraventricular

A monitoragio da pressio mtraventricular esquerda o realizada com balso de
latex, inserido no ventriculo esquerdo (VE) através do dtrio esquerdo (AE). Este cateter foi
conectado a um wansdutor de pressio (COBE, ARVADA, USA) para registro continuo de
pressdo wfraventricular. Para tanto, utilizou-se sistema de registro Datag (USA) com
programa de aguisigfo e apdlise Windag PRO.

O sinal da onda de pulso da pressio foi amplificado em amplificador GP4A
Steamtech, USA, convertido em sinal digital (freqiidncis de amosmg&m de 360 Hz) em
uma placa analogico-digital & gravado em computador para analise posterior. A onda de
pressio ventricular fol analisads quanto ao pico maximo (Pressio Sistéiic&_} padir (Pressio

Diastolica), derivado da pressio pela derivada do tempo (#dP/dT) ¢ freqiiéneia cardiaca.
Protocolos

Protocele 1: Avaliaciio deo efeito tardio do DMA no miocdrdio submetido
a isguemia ¢ reperfusio,

Us coragles foram isolados, conectados ao sistema de perfusio com a pressio
digstolica ajustada por volta de 5 mmHg e submetidos ao protocole de isquemia /
reperfusdo. Apds um periodo de 15 minutos de estabilizaciio registramos 10 minutos de
perivdo controle, seguido de wm periodo de 30 minmtos de isquemia provovada por
interrupefio do fluxe corondrio, Depois de terminado este periodo, o coragdo fol
reperfundido e a pressio ventricular esquerda, regisirada por mais 35 minutos. Para avaliar

as efeitos do composto DMA sa protegiio tardia contra os danos da isquemia / reperiusic



no miocardio, realizamos experimentos tardios em 24, 48 e 72 horas depois da infusiio de
DMA na dose de 1,2 mg/kg de peso do rato, preparada a partir de vms “solugiio mie” §
wM de DMA em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidas em soluglo de tampdo fosfato (PRS)
pH 7,4; em quantidade suficiente para 1 mL, que foi infundida em 1 hora ateavés da veia
Jugular previamente canulada ou DMSO em guantidades relativas 4s dos grupos tratados
com DMA, diluido em solugfio de tampio de fosfato (PBS), pH. 74, para os grupos
controles. Os pardmetros analisados foram a pressdo diastoliva o sistolica do ventriculo
esquerdo, freqiidncia dos batimentos cardiacos e derivada da pressdo pela derivada do

tempo (ZAP/AT).

Protocolo 2: Inibicio de Oxide Nitrico Sintase por No-Nitro-L-Arginina
Metil Ester

Administrames cloridrato de Ne-Nitro-L-argining meti] sster {(L-NAME} na dose de 30
mgikg de peso do animal, sa dgua didria dos ratos, por irés diss, apos o% quais og ratos
foram canulados na veia jugular e infundidos com DMSO dileido em PRS p 7.4 parz os
controtes ou com DMA na dose de 1.2 mgike de peso do animal, em DMEO e diluido em
PBE pi 7.4, continugram tomando L-NAME por 24 oy 48 horas. Apds esse perfodo, os
coragbes foram retirados e submetidos ao protocolo de isquemia e reperfusfio. Os

pardmetros analisados foram: pressio ventricular esquerda, freqliéncia cardiacs o & dP/AT.



Protocolo 3: Avaliagio do efeito do DMA sobre a expressio de Oxido
Nitrico Sintase (NOS).

Para avaliar os efeitos do composto DMA na sxpressao de NOS, realizamos experimentos
com DMA na dose de 1,2 mg/kg, preparada a partir de uma “solugio mie” 5 mM de DMA
em DMSO ¢ diluidas em PRS pH 74 (& seus respectivos confroles), em quantidade
suficiente para 1 mL que foi infundida em 1 hora através da vels jugular previamente
camuilada. Os coragdes foram retirados, homogeneizados e seus extratos totais foram
obtidos em solugBo de extragio composia de Trisma base (hidroximetil amine metano) 100
aM, pH 7,5; EDTA (dcido etileno-diamine tefracéiico} 10 nM; pirofosfato de sadio 106
mM; fluoreto de sédio 100mM; ortovanadato de s6dic 10 mb; PMSF {fenil-metil-sulfonil-
fluoreto) 2 mM (diluido em leool etilico); Triton X100 1%; aprotinina 11 mg/ml.
Avalizmos a expressio de NOS por immunoblotting, em tempos de 74 e 48 horas depois do

fratamento,

Andlise de proteina por immunoblotting,

Us extratos totais foram tratados com tamplc de Laemmli (zml de bromofeno] 8,1%,
fosfato de sédio I M pH 7.0, ghcerol 50% e sddio-dodecil-sulfato %), acrescido de
ditiotreitol 100 mM e aguecidos em agua fervente por 5 minutos e centrifugadas por 1
minute. Apds este procedimento, ambos os extratos foram submetidos a eletroforese em gel
de sodio-dodecil-sulfato poliacrilamida a 10% e 12%, em aparelho de eletroforese da Rio-
Rad {Mini-Protean, Bio-Rad Laboratories), a 30 V ¢ passar o gel de smpacotamento e
depois aumentando gradativamente até 120 V. A eletrotransferéneia dus proteinas do gel

para 2 membrana de nitrocelulose foi realizada em 90 mina 120V {vonstante} et aparetho



da Bio-Rad. Em seguida, as membranas foram incubadas em solugo de 10 mM Tris, 150
mM de NaCl, e 0.02% de Tween 20, acrescida de 5% de leite B p(’}; desnatado, por 1 hora
a temperatura ambiente, de modo 2 reduzir ligapdes mespecificas dos anticorpos primarics
& membrena. Posteriormente, as membranas foram lavadas trés ;?ezfzs COmM A mesma
soluglo por 10 minutos cada, e incubadas com 10 pg de anficorpos primérios especificos
{anti-NOS2 da Santa Cruz), diluidos em solugdio Tris, contendo 3% de lefte em po
desnatado, por 12 horas a 4°0 sob agitagho. Apos lavagem por 30 minotos em soluciio
basal (tréds vezes por 10 minutos), 4s membranas foi adicionado bride, que ¢ uma ponte para
o anticorpo secunddrio com peroxidase {da KPL}, em solugio de ;Eeite 3% em basal &
temperatura ambiente por duas horas. As membranas foram lavadas novamente por trés
vezes de 10 minwios com solugio de leite desnatado a 3%, foi adicionado o anticorpo
secunddrio com peroxidase por uma hora e trinta minutos e novaments repetimos a
lavagem com lejte desnatado, Adicionamos as solugdies do kit de Quiﬁéiﬁﬁmimscémia, wma
contendo o perdxido de hidrogénio ¢ 2 outra o lummol, onde a reagdo com a peroxidase do
anticorpo formou wm produto oxidado com liberagBo de energia iumi&ém gue ot detectada
por auto-radiografias em filmes Kodak XAR, com intensificadores Cronex Lightening
Plus, a -80°C por 12-48 horas. A quantificacio das bandas foi r&ai.&za&a por densitometria
éptica, utilizande um scammer (HP3400) & o programa Scion Image ;.{Ssian Corporation,
Frederick, M4, EUA).

Anilise Estatistica

O InStat {GraphPad Software) foi utilizado para as andlises estatisticas. Diftrencas entre
valores médios foram testadas com ANOVA de duas vias, sendo o teste pés “hoc” o de

Bonferron e tesie 1 de Studant. Valores de < 0,05 foram considerados significantes.

57



58

RESULTADOS



Efeito do DMA sobre coracties isolados submetidos 2 isquemia e
reperfusio.

No presente estudo, avaliamos se o DMA, um composty quinazolinico com
atividade inibidora de adenosina quinase comprovada e indutor de motecdo aguda do
miocdrdio (Marim, 2003) ¢ também capaz de induzir protecio tardia s agressio isguémica
de miocdrdio. Assim, ratos foram tratados com doses Gnicas de DMA {12 mg/kg) ou
veiculo (DMS0), via endovenosa, e apds perfodos que variaram entre 24 e 72 horas seus
coragdes foram isolados ¢ submetidos a protocolo de isquemnia / reperfosio.

Na Figura 5 estio representados exemplos tipicos de mgiﬁﬁ‘éma de pressio do
vemriculo esquerde dos coragfies isolados de ratos tratados com DMA ou velcnlo
submetidos a0 protocolo de isquemia / reperfuso. Nos coragdes dg’; ratos fratados com
veiculo a isquemin provocou a parada € com a reperfusio houve recuperagiic dos
batimerdos, com awmento significativo da pressiio diastélica do ventriculo caguerdo relativo
aquela do periodo controle, enquanto que a pressio sistolica atiﬁgiﬁ nivels semelhantes
agueles do periedo controle. Sendo assim, a pressio desenvolvida e’i{}; ventrionlo esquerde
apresentou-se bastante reduzida nos 35 mimstos gue se seguiram {rfzp@z";fus&s}}, nos coragdies
de ratos tratados com vefoulo. Nos coracBes de ratos tratados com DIMA, a reperfusiio
também foi acompanhada de aumento da pressio diastélica do veniriculo esquerdo, no
entanto, com menor intensidade que aguele observado em coracbes dé ratos tratados com
veiculo. Comoe o pressfio sistSlica atingiu nivels semethantes aos do 3_' periodo controle, a
pressiio desenvolvida pelos corages de ratos tratados com DMA foi maior gue ageela dog
coragBes de ratos tratados com veienlo, indicando protegio parcial aos efeitos da isquemia /

reperfusio.
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Figura 5 - xf:mpias de regisros de press@o do ventriculo ssquerdo de expermnentos de
tsquentia / reperfusfio em coragbes isolados de ratos tratados com vefeulo ou
DMA (1.2 mg/kg) 24, 48 e 72 hs antes de serem s&bmetz&m a0 protocclo de
isquemiz / reperfusiio.
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Na Figurs 6 estio representados os valores médios de pressio diastélica do
ventrieulo esquerdo de coracBes isclados de ratos fratados com DMA ou veiculo 24; 48 ¢
72 hs antes de serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusiio. Ao final do perfodo
de 335 min de reperfusfo, os coraces de ratos tratados com DIMA 24, 48 ¢ 72 hs antes do
experimento de isquemis / reperfusio apresentaram uma diminuico na pressfo disstolica
do ventriculo esguerdo, respectivamente de 55% (23 vs 42 mmHe), 33% (16 vs 49
mimkblg) ¢ 61% (34 vs 56 mmtg), relative &3 presstes diastolicas registradas nos animais

tratados com velculo no mesmo perfodo gue os animais tratados com DMA.
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Figura 6-Graficos representativos (tempos individuais) do efeito do DMA sobre a pressdo
diastélica ventricular esquerda em coragdes isolados de ratos tratados com
DMA (1,2 mg/kg) ou veiculo 24, 48 e 72 hs antes de serem submetidos ao
protocolo de isquemia / reperfusdo. Os dados sdo representados como
médias + E.P.M. para 6 a 14 ratos por grupo. *p<0,05 comparados a valores
controle.
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Para a comparagéo entre os grupos (i.e. tratamento com DMA ou veiculo 24, 48 ¢
72 hs antes de experimentos de isquemia / reperfusdo), os resultados das alteragdes da
pressdo diastolica ocorridas durante o protocolo de isquemia / reperfusdo foram reunidos
em um s6 grafico que € apresentado na Figura 7. Observa-se que apos 35 min de
reperfusdo, os coragdes de ratos tratados com DMA 24 e 48 hs antes do experimento de
isquemia / reperfusdo, ndo apresentaram diferencas significativas entre si na pressio
diastolica, enquanto os coragdes avaliados apés 72 hs do tratamento apresentaram pressao
diastélica de cerca de 112% (34 vs 16 mmHg) maiores que os coragdes avaliados apos 48
hs do tratamento. Ndo houve diferenca significativa entre as pressdes diastolicas dos
coragbes de ratos tratados 24 e 72 hs antes do experimento. Notavelmente, a pressdo
diastélica atingida ao final do periodo de reperfusio pelos coragOes de ratos tratados com
DMA 48 hs antes foi de apenas 16 mmHg, enquanto os coragdes de ratos tratados com
veiculo a pressdo diastélica atingiu 49 mmHg. Resultados ndo apresentados demonstraram
que ndo houve diferengas significativas, quanto a pressio diastdlica do ventriculo esquerdo,
entre os coragdes de ratos tratados com veiculo 24, 48 e 72hs antes de serem submetidos a0

protocolo de isquemia / reperfuséo.
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Figura 7- Gréfico representativo (todos os tempos) do efeito do DMA sobre a pressdo
diastélica ventricular esquerda em coragdes isolados de ratos tratados DMA (1,2
mg/kg) ou veiculo 24, 48 e 72 hs antes de serem submetidos ao protocolo de
isquemia / reperfusdo. Os dados sio representados como média + E.P.M., para 6
a 14 ratos por grupo. *p<0,05 comparado a valores do grupo tratado 48 hs antes.

Na Figura 8 estdo representados os valores médios da pressdo desenvolvida do
ventriculo esquerdo de coragdes isolados de ratos tratados com DMA ou veiculo e
submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo. Apos 35 min de reperfusdo coragoes de
ratos tratados com DMA 24, 48 e 72 hs antes do experimento de isquemia / reperfuséo,
apresentaram niveis de pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo cerca de 73% (90 vs
52 mmHg), 240% (92 vs 27 mmHg) e 129% (64 vs 28 mmHg) maiores que aqueles

apresentados, no mesmo periodo, pelos seus respectivos controles tratados com veiculo.
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Figura 8 -Graficos representativos do efeito do DMA sobre a pressdo desenvolvida do
ventriculo esquerdo em coragdes isolados de ratos tratados com DMA (1,2 mg/kg)
ou veiculo 24, 48 e 72 hs antes de serem submetidos ao protocolo de isquemia /
reperfusdo. Os dados sdo representados como média +E.P.M. para 6 a 14 ratos por
grupo. *p<0,05 comparado a valores controles.
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Para a comparagdo entre os grupos (i.e. tratamento com DMA ou veiculo 24, 48 ¢
72 hs antes de experimentos de isquemia / reperfusdo), os resultados das alteracbes da
pressdo desenvolvida ocorridas durante o protocolo de isquemia / reperfusio foram
reunidos em um s6 grafico que ¢ apresentado na Figura 9. Observa-se que ap6s 35 min de
reperfusdo, os coragdes de ratos tratados com DMA 24 e 48 hs antes do experimento de
isquemia / reperfusio, ndo apresentaram diferencas significativas entre si, enquanto os
coragdes avaliados ap6s 72 hs do tratamento apresentaram pressdo desenvolvida cerca de
41% (90 vs 64 mmHg) e 44% (92 vs 64 mmHg) menores que os coragdes avaliados apos
24 e 48 hs do tratamento, respectivamente. Notavelmente, nos cora¢des de ratos tratados 24
¢ 48 hs antes do experimento de isquemia / reperfuséo, a pressdo desenvolvida ap6s 35 min
de reperfusdo foi semelhante aquela verificada no periodo controle, enquanto que nos
coragdes de ratos tratados com veiculo os valores atingidos foram de apenas 25% (25 vs
100 mmHg) daqueles do seu respectivo periodo controle. Resultados nio apresentados
demonstraram que ndo houve diferencas significativas, quanto a pressio desenvolvida no
ventriculo esquerdo, entre os coragdes de ratos tratados com veiculo 24, 48 e 72hs antes de

serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusio.
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Figura 9- Grafico representativo do efeito do DMA sobre a pressdo desenvolvida no
ventriculo esquerdo em coragdes isolados de ratos tratados com DMA (1,2
mg/kg) ou veiculo 24, 48 e 72 hs antes de serem submetidos ao protocolo de
isquemia / reperfusdo. Os dados sdo representados como média + E.P.M. para
6 a 14 ratos por grupo. *p<0,05 comparado a valores do grupo tratado com
DMA 48 hs antes de serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfuséo.

Na Figura 10 estdo representados os valores médios de freqiiéncia cardiaca (FC) de
coragdes isolados de ratos tratados com DMA ou veiculo e submetidos ao protocolo de
isquemia / reperfusdo. No periodo de reperfusdo, coragdes isolados de ratos tratados com
DMA 24, 48 ¢ 72 hs antes do experimento de isquemia / reperfusdo ndo apresentaram
diferencas significativas quanto & freqiiéncia cardiaca em relagdo aos seus respectivos

controles tratados com veiculo.
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Figura 10 -Graficos representativos do efeito do DMA sobre a freqiiéncia cardiaca (FC) de
coragdes isolados de ratos tratados com DMA (1,2 mg/kg) ou veiculo 24, 48 ¢ 72
hs antes de serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo. Os dados s3o
representados como média *E.P.M. para 6 a 14 ratos por grupo. *p<0,05
comparado a valores controles.

68



Para a comparagdo entre os grupos (i.e. tratamento com DMA ou veiculo 24, 48 e
72 hs antes de experimentos de isquemia / reperfusdo), os resultados de freqiiéncia cardiaca
de coragdes isolados de ratos durante o protocolo de isquemia / reperfusdo foram reunidos
em um sé grafico que é apresentado na Figura 11. Observa-se que ap6s 35 min de
reperfusdo, os coragdes de ratos tratados com DMA 24, 48 hs e 72 hs antes do experimento
de isquemia / reperfusdo, ndo apresentaram diferengas significativas entre si. Resultados
ndo apresentados demonstraram que ndo houve diferengas significativas, quanto a
freqiiéncia cardfaca, entre os cora¢des de ratos tratados com veiculo 24, 48 e 72 hs antes de

serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo.
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Figura 11- Grafico representativo do efeito do DMA sobre a freqii€ncia cardiaca (FC) de
coragdes isolados de ratos tratados com DMA (1,2 mg/kg) ou veiculo 24, 48 e
72 hs antes de serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo. Os
dados sdo representados como média + E.P.M. para 6 a 14 ratos por grupo.
*p<0,05 comparado a valores do grupo tratado com DMA 48 hs antes de
serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo.
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Na Figura 12 estio representados os valores médios da derivada positiva da pressdo
em relagdo & derivada do tempo (+dp/dt) que é uma medida da taxa de contragio do
ventriculo esquerdo de coragdes isolados de ratos tratados com DMA ou veiculo e
submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo. Apds 35 min de reperfusdo coragoes de
ratos tratados com DMA 24, 48 e 72 hs antes do experimento de isquemia / reperfusio
apresentaram, respectivamente, niveis de +dp/dt no ventriculo esquerdo de 122% (1530 vs
690), 444% (1704 vs 313) e 155% (996 vs 391) maiores que aqueles apresentados, no

mesmo periodo, pelos seus respectivos controles tratados com veiculo.
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Figura 12 -Graficos representativos do efeito do DMA sobre a +dp/dt de coragdes isolados de
ratos tratados com DMA (1,2 mg/kg) ou veiculo 24, 48 ¢ 72 hs antes de serem
submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo. Os dados sdo representados
como média +E.P.M. para 6 a 14 ratos por grupo. *p<0,05 comparado a valores
controles.
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Para a compara¢do entre os grupos (i.e. tratamento com DMA ou veiculo 24,48 ¢
72 hs antes de experimentos de isquemia / reperfusdo), os resultados das altera¢des na
+dp/dt ocorridas durante o protocolo de isquemia / reperfusio foram reunidos em um sé
grafico que ¢ apresentado na Figura 13. Observa-se que apos 35 min de reperfusdo, os
coragbes de ratos tratados com DMA 24 e 48 hs antes do experimento de isquemia /
reperfusdo, ndo apresentaram diferencas significativas entre si, enquanto os coragdes
avaliados ap6s 72 hs do tratamento apresentaram +dp/dt cerca de 71% (996 vs 1704)
menores que os coragdes avaliados apds 48 hs do tratamento. Notavelmente, nos coragdes
de ratos tratados 24 e 48 hs antes do experimento de isquemia / reperfusdo, os valores de
+dp/dt apés 35 min de reperfusdo foram semelhantes aqueles verificados nos periodos-
controle, enquanto que nos coragdes de ratos tratados com veiculo os valores atingidos
foram de apenas 13% (313 vs 2378) daqueles dos seus respectivos periodos-controle.
Resultados ndo apresentados demonstraram que néo houve diferengas significativas, quanto
a +dp/dt no ventriculo esquerdo, entre os coragOes de ratos tratados com veiculo 24, 48 e

72hs antes de serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusio.
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Figura 13- Grafico representativo do efeito do DMA sobre a +dp/dt de corag¢des isolados
de ratos tratados com DMA (1,2 mg/kg) ou veiculo 24, 48 e 72 hs antes de
serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusio. Os dados sdo

representados como média + E.P.M. para 6 a 14 ratos por grupo. *p<0,05
comparado a valores do grupo tratado com DMA 48 hs antes de serem

submetidos ao protocolo de isquemia / reperfuséo.

Na Figura 14 estdo representados os valores absolutos médios da derivada negativa
da pressdo em relagio a derivada do tempo (|-dp/dt|), que é uma medida da taxa de
diminui¢do da pressdo no ventriculo esquerdo de cora¢des isolados de ratos tratados com
DMA ou veiculo e submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo. Apés 35 min de
reperfusdo, coragdes de ratos tratados com DMA 24, 48 e 72 hs antes do experimento de
isquemia / reperfusdo apresentaram, respectivamente, niveis de |-dp/dt| no ventriculo
esquerdo de 87% (1057 vs 566), 260% (1112 vs 309) e 123% (652 vs 292) maiores do que
aqueles apresentados, no mesmo periodo, pelos seus respectivos controles tratados com

veiculo.
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Figura 14 -Graficos representativos do efeito do DMA sobre o | -dp/dt| de coragdes isolados de
ratos tratados com DMA (1,2 mg/kg) ou veiculo 24, 48 e 72 hs antes de serem
submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo. Os dados sdo representados
como média +E.P.M. para 6 a 14 ratos por grupo. *p<0,05 comparado a valores
controles.
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Para a comparagio entre os grupos (i.e. tratamento com DMA ou veiculo 24, 48 ¢
72 hs antes de experimentos de isquemia / reperfusdo), os resultados das alteracOes na
-dp/dt ocorridas durante o protocolo de isquemia / reperfusio foram reunidos em um s6
grafico que € apresentado, em valores absolutos, na Figura 15. Observa-se que ap6s 35 min
de reperfusdo, os coragdes de ratos tratados com DMA 24 e 48 hs antes do experimento de
isquemia / reperfusdo, ndo apresentaram diferencas significativas entre si, enquanto os
coragdes avaliados apos 72 hs do tratamento apresentaram valores de |-dp/dt| cerca de
58% (652 vs 1112) menores que os coragdes avaliados apés 48 hs do tratamento.
Notavelmente, nos coragdes de ratos tratados 48 hs antes do experimento de isquemia /
reperfusdo, os valores de | -dp/dt| apés 35 min de reperfusdo foi de 75% (1112 vs 1475)
daqueles verificados em seus respectivos periodos-controle, enquanto que nos coragdes de
ratos tratados com veiculo os valores atingidos foram de apenas 22% (360 vs 1637)
daqueles dos seus respectivos periodos-controle. Resultados ndo apresentados
demonstraram que ndo houve diferengas significativas, quanto aos valores absolutos de
—dp/dt do ventriculo esquerdo, entre os coragdes de ratos tratados com veiculo 24, 48 ¢ 72

hs antes de serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusao.
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Figura 15- Gréfico representativo do efeito do DMA sobre o |-dp/dt| de coragdes
isolados de ratos tratados com DMA (1,2 mg/kg) ou veiculo 24, 48 ¢ 72 hs
antes de serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo. Os dados
sdo representados como média + E.P.M. para 6 a 14 ratos por grupo. *p<0,05
comparado a valores do grupo tratado com DMA 48 hs antes de serem
submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo.

Efeito do bloqueador da Oxido Nitrico Sintase (NOS) N“-Nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME) na protecio tardia induzida por DMA.

Varias evidéncias indicam a participagdo do Oxido nitrico na ativagdo dos
mecanismos de protegdo tardia do miocardio. Estudos mais recentes demonstraram que
além de ativador, o 6xido também pode participar dos mecanismos de protegdo tardia como
mediador da resposta. Assim, existem evidéncias de que o miocardio submetido a episodio

de isquemia sub-letal apresenta aumento da produgdo de Oxido nitrico, sendo este
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BOLLI et al., 1997). GUO e colaboradores, através do bloqueio génico da iNOS,
mostraram que esta ¢ um mediador essencial da fase tardia do pré-condicionamento
isquémico (GUO et al.,, 1999), o que também ficou evidente com o uso de agentes
farmacologicos (XI et al., 1999; GUO et al., 2000; ZHAO et al., 2000; SALLOUM et al.,
2003). Portanto, no presente estudo realizamos experimentos para avaliar se existe
envolvimento do sistema 6xido nitrico-NOS nos mecanismos de prote¢do tardia do
miocardio induzida por compostos quinazolinicos. Como primeira abordagem, avaliamos o
efeito do bloqueador inespecifico de NOS, L-NAME sobre parametros de pressio do
ventriculo esquerdo de coragdes isolados de ratos tratados previamente com DMA ou
veiculo.

Na Figura 16 estdo representados exemplos tipicos de registros de pressdo do
ventriculo esquerdo de coragdes de ratos tratados com veiculo ou que apés 3 dias tomando
L-NAME (30 mg/kg na agua de beber), foram tratados com DMA (1,2 mg/kg, via
endovenosa) ou veiculo (DMSO) e apés periodos de 24 e 48 hs seus coragdes foram
isolados e submetidos a0 protocolo de isquemia / reperfusdo. Apés a isquemia, tanto nos
coragoes de ratos tratados com L-NAME + veiculo quanto nos tratados com L-NAME +
DMA a recuperagdo dos batimentos foi acompanhada de aumento intenso da pressao
diastolica do ventriculo esquerdo relativa aquela do periodo controle, enquanto que a
pressao sistolica atingiu niveis semelhantes aqueles do periodo controle. Sendo assim, a
pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo apresentou-se bastante reduzida nos 35 min
que se seguiram (reperfusdo), indicando a perda da protegdo parcial, conferida pelo DMA,

aos efeitos da isquemia/ reperfusio.
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Figura 16-Exemplos de registros de pressdo do ventriculo esquerdo de experimentos de

isquemia / reperfusdo em coragdes isolados de ratos tratados com veiculo e L-

NAME + veiculo ou L-NAME + DMA, 24 ¢ 48 hs antes de serem submetidos
ao protocolo de isquemia / reperfusdo.
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Na Figura 17 sio representados os valores médios de pressdo diastdlica do
ventriculo esquerdo de experimentos de isquemia / reperfusdo em coragdes isolados de
ratos tratados com L-NAME + DMA, L-NAME + veiculo, DMA ou veiculo, 24 e 48 hs
antes de serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusio. No periodo pos-
isquémico, nos coragdes dos ratos tratados com L-NAME + veiculo e nos coracdes dos
ratos tratados com L-NAME + DMA os registro de pressdo diastlica do ventriculo
esquerdo apresentaram aumento significativo em relagio aos que receberam apenas DMA.
Nao houve diferencas significativas entre as pressdes diastolicas dos coragdes de ratos

tratados com L-NAME + veiculo e daqueles tratados com L-NAME + DMA.
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Figura 17-Gréaficos representativos do efeito do L-NAME sobre a pressdo diastolica do
ventriculo esquerdo em coragdes de ratos tratados com DMA (1,2 mg/kg) ou
veiculo, 24 e 48 hs antes de serem isolados e submetidos ao protocolo de
isquemia / reperfusdo, no que se refere a pressao diastélica ventricular esquerda.
Os dados sdo representados como média +E.P.M. para 6 a 14 ratos por grupo.
*p<0,05 comparados a valores do grupo tratado com DMA 24 ou 48 hs antes de
serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusio.
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Na Figura 18 sdo representados os valores médios de pressio desenvolvida no
ventriculo esquerdo de experimentos de isquemia / reperfusio em coragdes isolados de
ratos tratados com L-NAME + DMA, L-NAME + veiculo, DMA ou veiculo, 24 e 48 hs
antes de serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusdo. No periodo pos-
isquémico, nos ratos tratados com L-NAME + veiculo e nos tratados com L-NAME +
DMA houve decréscimos significativos de presséo desenvolvida do ventriculo esquerdo em
relagao aos que receberam apenas DMA; entre os ratos que foram tratados com L-NAME +
veiculo, L-NAME + DMA e os que receberam apenas o veiculo, ndo houve diferencas

significativas.
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Figura 18-Gréficos representativos do efeito do L-NAME sobre pressdo desenvolvida no
ventriculo esquerdo em coragdes de ratos tratados com DMA (1,2 mg/kg) ou
veiculo, 24 ¢ 48 hs antes de serem isolados e submetidos ao protocolo de
isquemia / reperfusdo, no que se refere a pressdo desenvolvida no ventriculo
esquerdo. Os dados sdo representados como média +E.P.M. para 6 a 14 ratos
por grupo. *p<0,05 comparados a valores do grupo tratado com DMA 24 ou 48
hs antes de serem submetidos ao protocolo de isquemia / reperfusio.
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Efeito do DMA sobre a expressido de NOS

Na Figura 19 estdo representados exemplos de “immunoblots” realizados com
anticorpos anti-iNOS e extratos de coragdes de ratos-controle e ratos tratados com DMA
(1,2 mg/kg), 24 e 48 hs antes do experimento. O grafico representa resultados da andlise da
leitura densitométrica dos “immunoblots” (n=6) e s3o apresentados como variagdo
percentual em relagdo a leitura das bandas de coragdes-controle. Os resultados indicam que
ocorreram aumentos na expressdo de iNOS no miocardio de ratos tratados com DMA de
cerca de 189% e 48% respectivamente aos grupos tratados com antecedéncia de 24 e 48 hs

em relagdo aos cora¢des de ratos-controle tratados com veiculo nos mesmos periodos.

300-

200-
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Figura 19-Exemplos de “immunoblot” e grafico representativo do efeito do DMA sobre a
expressdo de iINOS de extrato total de coragdes de ratos tratados com veiculo ou
DMA 24 e 48 hs antes de serem obtidos os extratos totais ventriculares para
andlise por “immunobloting”. Os dados s3o representados como média +E.P.M.
para os experimentos. *p<0,05 comparados a valores dos grupos tratados com
veiculo, com n=6 ratos por grupo.
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Discussdeo



No presente estudo avaliamos a agfio de um composios derivado de guinazolina
nos efeitos de isquemia / reperfusio em coragdes isolados de ratos. Os resultados
demonstraram que: 1) O tratamento com DMA, 24 a 72 hs antes de episodios de isguernia /
reperfusfio, induziu a proteciio de coracGes isolados de ratos, ¢ 2y A aglo do DIMA depende
da atividade da NOS, indicado pelo aumento na expressio de NOS induzido peto DMA,

bem coma pelo blogueio do efeito protetor do DMA pelo tratamento com L-NAME,

Efeito do DMA em coracBes isolados de ratos

BAXTER et al. (1994) demonstraram que a adenosina induz protecio 3 agressiic
isquémica, sendo que este efeito ¢ similar a0 observado no pré-condicionamento nduzido
por isquemia (BAXTER et al., 1997, DANA te al, 2000). Adenosina ¢ agonistas dos
recepiores de adenosina 8m sido avaliados extensivamente quanto a sua capacidade de
atenuar a lesfio por msquemia / reperfusio e, especificamente, limitar o tamanho do infarto
(KIS etal, 2003}

Existern varias evidéncias de que a isquemia do miocdrdio induz um aumento de
adenosina intracelular (DEUSSEN, et al, 1988; DECKING, et al., 1997y ¢ tambédm wm
aumento de adenosina extracelular (HEADRICK et al., 1992). Ha demonstravtes indicando
que este eleito ocorre pela inibiglio de adenosina quinase por fosfato inorginico proveniente
do catabolismo de nucleotideos de adenina (GORMAN et al, 1997), HEADRICK e
colsboradores demonstraram que a inibigio de adenosina quinase por iodotubercidina
produz protegio contra o3 danos da lsquemia / reperfusfio em coracBes isolades de ratos
(HEADRICK. et al,, 2003). Nesse contexto € importante ressaltar que 2 adenosina gutinase

contribul de maneira hmportante para a hiodisponibilidade de adenosing, j4 que juniamente
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com a adenosing deaminase constituem as duas principais vias de degradaciio da adenosing
nas células (SCHRADER & GERLACH, 1976; HEADRICK e al., 2003} De maneira
geral, nossos resultados demonstram gue o composio guimico DMA, administrado com
antecedéncia de 24 a 72 horas, tem efeito semelbante aos indutores de protecdo tardia do
miocardio em coragbes isolados de ratos. Este efeito pode ser comparado com o da
adenosina. Além disso, estes dados estio de acordo com estudos ainda ndo publicados pelo
nosso laboratério que demonstraram que o DMA € um inibidor de adenosing quinase e
provoca um aumento na biodisponibilidade de adenosina. Desta forma, por bloguear a
adenosina quinase, o DMA awmentaria a biodisponibilidade de adenosina no miocdrdio,
mroduzindo proteciio aguda (MARIN, 2003) ¢ tardia.

A proteglio aguda ¢ disparada pela liberacio de substincias gue, inferagindo com
seus respectivos receptores de membrana, vAo desencadear eventos de sinalizapfo
intracelulares que culminam na ativacio dog efetores finais da profecio e na transcricdes
génicas para novas sinteses de proteinas envolvidas na proteciio tardia (BOLLL 2000,
MARBER & YELLON, 1996). O éxido nitrico (NO) tem um importante papel anto como
gatitho quanto como mediador da segunda janela de proteciio, sendo considerado mediador
das acles da adenosing (BOLLI, 2000). Quandso os coraches sdo previamente tratados com
um inibidor inespecifico de NOS, o L-NAME, a protecio tardia & agressio por isquena /
reperfusio desaparece (BELL et al, 2002; NAKANQ et al, 2000), Da mesma forma,
nosses resultados indicam que 2 proteciio tardia proporcionada pelo DMA pode ser
dependente de NO, como indicado pelo aumento na expressiio de NOS e pela supressio dos
efeitos de proteciio do DMA quando os ratos foram iratados com o inibidor mespecifico de
NOS, o L-NAME. E interessante notar que, nos ratos tratados com o veiculo ao invés de

DMA, o L-NAME ndo produz qualguer alteracic no desempenho dursnte a reperfusio em
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relaglo aos corages de ratos controle que nfo receberam L-NAME nem DMA
evidenciande assim, que o tratamento com o L-NAME por si s6. ndio causa efeito sobre

coragbes isolados de ratos submetidos & isquemia / reperfusio.



a8

Conclusio



No presente trabalho conchui-se que o composto derivade quinazolinico wsado,
DMA, foi capaz de induzir proteciio tardia em coragBes isolados de ratos. Os coracies de
ratos tratados com DMA se apresentaram protegidos dos danos da isquemia e reperfusdo 24
a 72 hs apds o fratamento, sendo que a proteclio mais nfenss foi verificada nos ratos
tratados 48 hs antes de seus coraglies serem submetidos ao protocolo de isquemia /
reperfusio.

Qs resultados ainda indicam que a protecio miocdrdica induzida pelo composto
usado (JIMA) pode ser dependente de dxido nitrico & que o DMA induzis vma maior

expressdo de dxido nitrico sintase nos coragBes isolados de ratos.
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