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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

CPl Condicionamento pré-isquémico
ATP e, Adenosina trifosfato

DO2 oo, Oferta tecidual de oxigénio

DC .o Débito cardiaco

Cal2 ..o Conteudo arterial de oxigénio
Sa02 ..o, Saturacao arterial de oxigénio
PaO2 ..o, Presséao parcial arterial de oxigénio
(101 R Miligrama

KO oo Quilograma

Fig. oo Figura
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ML e, Mililitro

RIVA i, Ramo interventricular anterior
O2 i, Oxigénio (gas)
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P o Presséao

Vo Volume

T o Temperatura

L Litro
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PH .o, Potencial hidrogeniénico
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1. INTRODUCAO

A doenca isquémica do miocardio € a principal causa de morte na populacao
mundial®, sendo responsavel por 8,9 milhdes de mortes em 2019. Isquemia
miocardica é geralmente consequéncia da doenca aterosclerdtica obstrutiva
coronariana frequentemente resultando no infarto do miocéardio cujo tamanho € o

principal determinante progndstico®.

A principal estratégia para minimizar o tamanho do infarto € a reperfusdo
coronaria precoce seja quimica, por meio de tromboliticos, ou mecénica, por meio da
angioplastia. Entretanto observou-se que a reperfusdo também causa lesao celular,

chamada lesdo de reperfusdo®,

Dessa maneira, busca-se estratégias a fim de reduzir a lesdo ocasionada pela

isquemia e também pela reperfuséo.

Existem muitas formas de protecdo miocardica ja descritas tanto na pratica
clinico-cirdrgica quanto em modelos experimentais. Destacam-se a hipotermia®, a
cardioplegia, descrita inicialmente por Melrose em 1955®), o uso de agentes
anestésicos especificos®, farmacos( e o condicionamento isquémico, seja ele
anterior ao periodo principal de isquemia, chamado de condicionamento pré-

isquémico®?) ou posterior, chamado de condicionamento pés-isquémico.©-10

O condicionamento pré-isquémico (CPI), objeto desta dissertacdo, € um
fenbmeno no qual uma intervencao inicial, hipéxica ou isquémica, confere protecéo

frente a insultos isquémicos e lesdes de isquemia-reperfuséo subsequentes.

Apesar de inicialmente imaginar-se que periodos intermitentes de isquemia
causariam maior deplecdo de reservas de adenosina trifosfato (ATP), Murry em
1986® observou que repetidos episddios de isquemia reduziam a extensdo do infarto
em modelo experimental de isquemia miocardica em cées; assim sucessivamente

muitos autores tém estudado tal fen6menob),

O condicionamento pré-isquémico (CPI) pode ser dividido em hipoxico e
isquémico a depender de qual é o deflagrador da ativacdo dos mecanismos
celulares*?. Hipdxia se define por uma reducdo da concentracdo de oxigénio no
sangue e/ou tecidual, enquanto isquemia € a insuficiéncia absoluta ou relativa de

aporte sanguineo ao tecido.



A protecdo celular conferida pelo condicionamento pré-isquémico ocorre em
dois momentos principais sendo um mais imediato, primeira janela de protecéo e outro
tardio, segunda janela de protecéo. O efeito imediato se inicia logo apos o CPI, dura
até 1 a 2 horas e é mais significativo, enquanto o efeito tardio reaparece apés 24 horas
e dura até 72h aproximadamente com menor intensidade®3-16), conforme ilustrado na
Fig. 1.

Intensidade
da protegdo
celular

12 janela de protecdo

22 janela de protecdo

d
1-2h 12h 24h 48h 72h tempo

FIGURA 1. Janelas de protecdo miocardica no condicionamento pré-isquémico.

Os mecanismos biolégicos e moleculares envolvidos no condicionamento pré-
isquémico mais especificamente na primeira janela de protecdo, objeto desta
dissertacao, ndo estao totalmente elucidados, porém algumas vias tém sido descritas:
atividade da proteina cinase C, tirosina cinase, inibicdo de canais mitocondriais ATP-
ase, fluxo de calcio intracitoplasmatico, ativacdo do fator induzido por hipoxia
(hypoxia-inducible factor — HIF), fungcdo mitocondrial, apoptose, resisténcia ao stress

oxidativo, resisténcia a radicais livres, entre outros(7-23),

Importante salientar que o CPI n&o é exclusivo do coracao e pode ser induzido

em outros 6rgdos como figado®¥, cérebro@>26), medula espinhal@728) e rins(9),

Devido aos efeitos paracrinos dos mediadores do CPI também foi demonstrado
e tem sido estudado o CPI a distancia, ou remoto, tanto experimentalmente©® quanto

na pratica clinica. Botker®) em 2010 observou reducdo da area de infarto em



pacientes submetidos a insuflacdo de manguito no brago a 200 mmHg por 4 ciclos de
5 minutos antes da entrada destes na emergéncia do hospital por sindrome

coronariana aguda.

A utilizacdo da isquemia local como forma de CPI tem sido mais estudada
porém na pratica clinica pode ser dificil de ser utilizada principalmente pois nédo é

previsivel a ocorréncia de isquemia miocardica®2-34),

A hipdxia, seja sistémica ou loco-regional®835-39), também foi demonstrada
como deflagradora dos mecanismos citoprotetores do CPI e consequentemente seus
beneficios. Autores mais frequentemente estudaram em modelos experimentais a
hipdxia prolongada (semanas), entretanto também ha referéncias a hipdxia por curto
periodo de tempo. Shizukuda®® em 1992 induziu em cées hipdxia local através da
infusdo de sangue hip6xico na artéria coronaria por 5 minutos ou isquemia (oclusao
da coronéria) durante 5 minutos como pré-condicionantes e observou reducédo da area
de infarto tanto no grupo hipdxia quanto no grupo isquemia porém este ultimo
apresentava maior reducdo da contratilidade ventricular. Lasley©®” também observou
em modelo experimental de coragfes de ratos isolados gque tanto a isquemia quanto
a hipoxia induzida através de ciclo de 5 minutos seguido de 10 minutos de normoéxia
conferiam melhora da recuperacdo da contratilidade destes coracdes apds insulto

isquémico.

Cai® em 2003 estudou coracgGes isolados de ratos e identificou beneficio da
hipéxa enquanto pré-condicionante isquémica através 5 ciclos de 6 minutos com
fracdo inspirada de oxigénio a 6% intercalados com 6 minutos a 21%. Tal beneficio foi
avaliado pela recuperacdo da funcdo ventricular e analise tecidual macroscoépica
guando isquemia-reperfusado era induzida apenas 24 horas ap0s a hipoxia intermitente
pois quando induzida 30 minutos apés a hipdxia intermitente tal beneficio ndo foi

observado.

Isquemia ou hipoéxia tecidual ocorre gquando had um desequilibrio entre o
consumo de oxigénio e a oferta. A oferta de oxigénio aos tecidos depende
basicamente do fluxo sanguineo tecidual e do contetdo arterial de oxigénio conforme

descrito na formula abaixo:

DO2 = DC x CaOz2, onde



DO: é oferta tecidual de oxigénio, DC débito cardiaco, e
CaO2 conteudo arterial de oxigénio, representado pela seguinte formula:
CaO2 = (Hb x Sa02 x 1,34) + (0,0031 x PaO3), sendo:

Sa0: saturacao arterial de oxigénio, 1,34 corresponde a 1,34 mL de oxigénio
carreado por 1 g de hemoglobina, 0,0031 coeficiente de solubilidade de O2 no sangue
e PaOq pressao parcial arterial de oxigénio.

Considerando o acima exposto, podemos induzir hipéxia ou isquemia a algum
orgdo atuando na reducdo do débito cardiaco (global), interrupcao do fluxo arterial

(local) ou no conteudo arterial de oxigénio.

A reducédo do débito cardiaco pode ser deletéria pois submete a reducao da
perfusdo de todos os Orgdos indistintamente apesar dos mecanismos de

“centralizagao” circulatoria.

A reducdo do conteudo arterial de oxigénio pode ser obtida reduzindo-se os
niveis de hemoglobina ou saturacédo de oxigénio, uma vez que como observamos na
formula acima, a reducao isoladamente da PaO2 (multiplicada pela constante 0,0031)

tera muito pouco efeito sobre a CaOo..

Sabe-se também que a hipdxia leve especialmente se realizada de maneira
intermitente é bem tolerada pelos 6érgdos mesmo 0s mais sensiveis a hipdxia como

sistema nervoso central®9 e rins@9,

No presente estudo prop8e-se a hipoxia leve intermitente através de ventilacao
mecanica a 15% de fracdo inspirada de oxigénio (FiO2) pré-isquemia miocardica,
induzida cirurgicamente pelo garroteamento da artéria coronaria ramo interventricular
anterior (RIVA) em coelhos, como fator protetor de lesdo miocéardica, baseando-se em

protocolos experimentais ja descritos*1-44),



2. OBJETIVO

Avaliar se a hipoxia leve intermitente através da ventilacdo mecéanica a 15% de
FiO2 pré-isquemia miocardica atua como fator protetor de lesdo miocardica em modelo

experimental em coelhos.



3 MATERIAIS E METODOS

3.1- Geral

Foram selecionados coelhos machos New Zealand adultos com peso entre 3,6
e 4,0 quilogramas adquiridos junto ao fornecedor de animais para experimentacao da
Faculdade de Ciéncias Médicas da Santa Casa de S&o Paulo. Mantidos sob livre
acesso a agua e refeicdo padrédo, com jejum de 12 horas antes do procedimento,
conforme normas e aprovacdo da Unidade de Técnica Cirargica e Cirurgia
Experimental (UTECE) da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de S&o Paulo e
do Comité de Etica em Pesquisa da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de S&o
Paulo (protocolo n® 172/2008), ademais, 0s principios éticos da Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério guiados por 6rgdos nacionais“® e

internacionais®9,

Anestesia foi induzida com ketamina (100 mg/Kg via intramuscular) e xilazina
(30 mg/Kg via intramuscular), era realizada nova infusédo com 50% da dose mediante

movimentos ou atividades que sugerissem “superficializagdo” da anestesia®’49),

Procedida a canulacao traqueal através de traqueostomia cirurgica (Fig.2) com
canula adequada, numero 2,5 ou 3,0 sem cuff e conectado ao sistema de ventilacdo
mecanica (aparelho Servo 900 C Siemens) com fragcéo inspirada de oxigénio (FiO2)

de 30%, volume corrente de 5 mL/kg e frequéncia respiratoria de 45 por minuto (Fig.3).

Cateterizagdo da
artéria carotida
comum direita

Traqueostomia

T W -~

FIGURA 2. Animal anestesiado e submetido aos procedimentos iniciais de
cateterizacao arterial e canulacao traqueal por traqueostomia cirdrgica.
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FIGURA 3. Ventilador mecéanico em funcionamento conectado aos cilindros de

alimentacéo de gases e monitorizacao de pressao arterial invasiva.

Obtidos acessos vasculares por puncéo de veia auricular lateral, para infusao
intravenosa, e cateterizacao arterial por disseccao da artéria carétida comum direita

ou esquerda para monitoracéo de pressao arterial média (Fig.2).

Obtido acesso toracido por toracotomia antero-lateral no quarto espaco
intercostal a esquerda e pericardiotomia com ampla diérese para adequado acesso a

emergéncia da artéria coronaria ramo interventricular anterior (Fig.4).

Finalizado esse periodo de inicio e estabilizacdo os animais eram submetidos
a mais 30 minutos de ventilagdo mecanica (conforme protocolo de grupo controle ou
experimental). A 5 minutos do fim deste periodo era administrado heparina 1 mg/Kg
intravenosa. Apos 5 minutos da injecdo da heparina garroteava-se a artéria coronaria
RIVA com fio de polipropileno 6-0 por 30 minutos seguida da liberacdo do garrote por
periodo previsto de 180 minutos. O critério utilizado para avaliar a eficacia do



garroteamento era o surgimento de coloracdo arroxeada no miocérdio a jusante do

ponto garroteado, conforme mostrado na Fig. 4.

FIGURA 4. Imagem do garrote apertado na emergéncia do RIVA através de

toracotomia antero-lateral esquerda.

Coletadas gasometrias arteriais completas nos periodos inicio, pré-oclusédo
coronariana, pré-liberacédo coronariana e durante reperfusdo, conforme demonstrado
na Fig. 5. Andlises realizadas no laboratério do Hospital Central da Irmandade da

Santa Casa de Misericordia de Sao Paulo.

O método de eutandsia, ao término do procedimento, consistiu no
aprofundamento da anestesia com nova administracdo da dose plena dos anestésicos

e 5 minutos ap0s injecdo intravenosa de cloreto de potassio hiperténico a 19,1%.



3.2- Grupos
Grupo Experimental. Tamanho amostral previsto de 5 animais. Ventilacao

mecanica no periodo pré-isquemia miocardica foi realizada com fracao inspirada de
oxigénio (FiO2) a 15% por 5 minutos alternando com FiO2 a 30 % também por 5

minutos por 3 ciclos totalizando 30 minutos (Fig. 5).

Grupo Controle. Tamanho amostral previsto de 5 animais. Ventilagdo mecanica

realizada apenas com FiO2 a 30% durante todo o periodo do procedimento.

Excetuando-se os ciclos de hipdxia no grupo experimental, em todo o restante

do procedimento em ambos os grupos foi utilizada FiO2 de 30%.

O ventilador mecanico era alimentado por dois cilindros, sendo um com 30%
de oxigénio (mistura de 30% O2 e 70% N2) conectado a entrada de oxigénio do
ventilador e outro a 15% (15% Oz e 85% N2) conectado a entrada de ar comprimido
do ventilador. Desta forma para ventilarmos os animais com FiO2 a 30% ajustdvamos
0 botdo de FiO2 do ventilador para 100% de modo que somente o cilindro a 30%
alimentava o ventilador e consequentemente uma FiO2 30% era ofertada ao animal.
Da mesma maneira quando ajustavamos a FiO2 do ventilador para 21% o Unico gas
que alimentava o funcionamento do ventilador era o gas proveniente da entrada de ar

comprimido ou seja 15% de Oo..

Entretanto apés diversos procedimentos, devido ao maior uso do cilindro a 30%
de O2 0 mesmo se esgotou e ndo havia disponibilidade de obtermos outro. O cilindro
com mistura a 30% de O: foi substituido por um a 100% de Oz para a realizacdo do

experimento nos elementos C6 e E5.

Nesta situacédo para ofertarmos 15% de Oz ao animal mantinhamos a posi¢éo
da véalvula do ventilador a 21%.

A FiO2 de 30% foi obtida ajustando-se a valvula do ventilador a 34,9%,

conforme calculado abaixo.

Considerando a lei de Dalton para mistura de gases e que a temperatura dos

gases eram as mesmas.
(P1.V1)/T1 + (P2.V2)/[T2 = (P3.V3)/T3

P corresponde a presséo parcial do gas
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V corresponde ao volume ocupado pelo gés
T corresponde a temperatura do gas

Onde 1 é o géas proveniente do cilindro com 15% de oxigénio, 2 corresponde

ao cilindro com O2 a 100% e 3 é a mistura final a 30% de oxigénio, temos:
0,15.V1+1V2=0,3.V3

Sendo o sistema de cilindros e ventilagdo mecanica fechado, sem perdas e de

acordo com a lei de Amagat, temos que:
V3=Vi+ V2
Entao:
0,15V1 +V2=0,3V1 + 0,3V2
V1=0,7V2/0,15
V1= 4,66V2
Considerando um volume final de mistura dos gases de 1 litro
V1+V2 =1L
466V2 +V2=1L
V2= 0,176L - corresponde a 17,6% da mistura
Logo, V1= 0,824L - corresponde a 82,4% da mistura

A escala da FiO2 do ventilador mecanico vai de 21% a 100%, ou seja, 79
escalas.

Quando utilizamos as 79 escalas temos 100% de O:2
Queremos 17,6% do gas 2, entao

79 esta para 100% O3

X escalas esta para 17,6% O:2

X =139
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Por fim para obtermos uma FiO2 de 30% com esta mistura de gases devemos
usar 13,9 escalas do ventilador mecéanico, como a escala parte de 21, o ajuste do

ventilador deve ficar em 21+ 13,9 = 34,9.

Grupo
; O, | FO; | FiO; | RO, | RO, | FiO T
copermenta | [5:]5[5:[ ] [ 1 JNMOEGSGRVANNN  vevertosio N I

e e ————

Controle
. §B § _§ | —
Inicio 0 30 60 240 Tempoem
e minutos

estabilizacdo

FIGURA 5. Representacdo esquematica dos grupos e os procedimentos

inerentes a cada grupo distribuidos temporalmente.

3.3- Corantes e preparo dos coragoes

Imediatamente antes da eutandsia reocluia-se a coronaria no mesmo ponto que
o anterior e infundia-se na auricula esquerda 0,5 mL do corante azul de Evans a 0,5%
(Sigma-Aldrich Brasil, Evans Blue dye content >75%, l1ot#00801KHV) diluido em agua
destilada. Desta maneira todo o coracdo era corado em azul exceto a area em
isquemia e risco de isquemia (areas de irrigacdo do RIVA), conforme demonstrado na
Fig. 6.
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% Coragdo n3o
corado
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FIGURA 6. Coracdo antes dos cortes evidenciando a diferencas entre as areas

coradas e nao coradas pelo azul de Evans.

Estes coracfes eram entdo extraidos e lavados em uma cupula com soro
fisiol6gico para retirar o excesso de azul de Evans das cavidades cardiacas e por fim
congelados por 12 horas em freezer a -20° C protegido em sacola plastica especifica

para freezer.

No dia seguinte apds descongelamento em temperatura ambiente os cora¢des
eram cortados ainda em estado semicongelado em fatias com espessura de 2 mm do
apice até a base. Tais fatias ja em temperatura ambiente eram submetidas a banho
de imersédo em trifeniltetrazol cloridrico (TTC) a 37°C por 20 minutos sendo as fatias

viradas a cada 2 minutos.

O TTC era preparado dissolvendo-o0 em uma solucdo tampao de fosfato
(Sigma, phosphate buffered saline, 1 saché era diluido em 1 litro de agua deionizada
resultado em solucao salina tampé&o de fosfato 0,01M, NCI 0,138M, KCI 0,0027M com
pH 7,4 a 25° C.



13

Obtidas imagens por fotografia digital destes cortes apds secagem. As imagens
seriam avaliadas em software de imagem (ImageJ, gratuito em

iImagej.nih.gov/ij/download ou MIPAR image analysis software em mipar.us) por

profissional especialista em imagem digital.

Na sequéncia estes cortes eram submetidos a um banho de formaldeido a 4%

por 30 minutos®),

O corante azul de Evans, conforme ja explanado, cora em azul todo coragéo
que ndo esta sob risco ou em isquemia uma vez que ele ndo percorre a coronaria
ocluida e seu respectivo territorio de perfusdo. Em contrapartida o corante TTC apesar
de ser incolor quando em contato com a enzima desidrogenase é reduzido formando
um precipitado vermelho®?. Esta reacdo depende da presenca da coenzima
dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido (NADH), a qual é perdida
decorrente do aumento da permeabilidade de membrana em vigéncia de isquemia
prolongada e lesdo irreversivel. A perda da coenzima NADH e da enzima

desidrogenase ocorre durante a isquemia e € potencializada durante a reperfusdo®b.

Desta maneira planejou-se obter imagens tal como demonstrado em
literatura®® onde se identificariam areas de perfusdo normal (em azul), area de
isquemia persistente e consequentemente ndo coloracdo e areas em tom
avermelhado representando area em risco de isquemia (sem a perda significativa da

enzima desidrogenase), conforme ilustrado na Fig. 7 a seguir.
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Ventriculo
direito

Ventriculo
esquerdo

. Area com perfusdo preservada

. Area em risco de isquemia L o o
Territoriode irrigacdo da artéria

ey . . interventricular anterior
Area sob isquemia

FIGURA 7. Representacao do resultado esperado apés coloragbes em corte

transversal do coragdo ao seu maior eixo.

3.4- Quantificacdo da area de infarto e area em risco

Planejou-se realizar o calculo da area de infarto, a area total de isquemia e a

area de miocardio salvo através das seguintes formulas:

Area de infarto = (area ndo corada / area total do ventriculo esquerdo) x peso

da fatia.

Area total de isquemia = [(4rea n&o corada + area corada em vermelho) / area

total do ventriculo esquerdo ] x peso da fatia.

Area de miocardio salvo = [(4rea ndo corada + area corada em vermelho) / rea

nao corada].x peso da fatia.

Tais areas seriam obtidas através dos softwares citados previamente.

3.5- Analise histologica

Os cortes foram fixados em blocos de parafina, realizadas laminas em
hematoxilina-eosina e analisadas por patologista experiente em modo simples cego,

conforme alteracdes descritas no Quad. 1(41:52),
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QUADRO 1. Descricao das alteragdes previstas na analise histoldgica e suas
gradacoes.

Lamina:

0 = ausente, 1+ =leve, 2+

Alteraca '
teracao = moderado, 3+ = intenso

necrose de coagulacao
waviness (fibras onduladas)
bandas contrateis
edema e hemorragia intercelular
infiltrado de polimorfonucleares
degeneracao hidropica ou
microvacuolizacéo

3.6- Critério de excluséo

Animais que durante procedimento tiveram complicacbes que comprometeram
de qualguer maneira o equilibrio hemodindmico, por exemplo, arritmias,
especialmente fibrilagcdo ventricular e choque persistente, ou alterac6es gasométricas

inconsistentes com a metodologia aplicada.

3.7- Andlise Estatistica

O calculo do tamanho amostral estd demonstrado no Anexo 3.

Analise descritiva dos dados foi realizada pelas medidas de tendéncia central
(média e mediana) e dispersdo (desvio-padrdo, valores minimo e maximo). As
variaveis quantitativas foram submetidas a analise da aderéncia da curva de

normalidade pelo teste de Komolgorov-Smirnov (Anexo 2).

Na comparacado intragrupo, quando dado paramétrico, foi utilizado o teste
ANOVA para medidas repetidas e, caso diferenca estatistica significativa, aplicou-se
o teste post hoc de Bonferroni. Para dados ndo paramétrico, foi aplicado o teste de
Friedman e post hoc de Dunn. Na analise entre grupos, controle e experimental,
segundo os tempos (inicio, pré-ocluséo, liberacdo IVA e reperfuséo) foi realizada a
analise ANOVA one-way. Quando diferenca significativa, foi aplicado o teste para

comparacdes multiplas de Bonferroni.
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Assumiu-se um nivel descritivo de 5% (p<0.050) para significancia estatistica.

Os dados foram digitados em Excel e analisados no programa SPSS verséo 23

para Windows.

A analise das laminas foi apenas descritiva.
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4. RESULTADOS
Os resultados estao divididos em:

4.1- caracterizagdo da amostra
4.2- resultados bioquimicos
4.3- imagens da macroscopia

4.4- imagens da microscopia

4.1 — Caracterizagcédo da amostra

Foram inicialmente estudados 6 animais no grupo controle e 5 no grupo
experimental, porém dois destes, um em cada grupo (C5 e E1), morreram apoés a

inducéo anestésica, resultando em 5 animais no grupo controle e 4 no experimental.

As caracteristicas de peso e a duracdo de cada processo durante o

procedimento estd demonstrado na Tab. 1.

TABELA 1. Caracteristicas dos grupos e duracédo dos processos.

Duragdo dos processos durante o procedimento em minutos

hipdxia intermitente oclusdo da - tempo total de
peso preparo : reperfusdo .
ou normoxia art. IVA procedimento
Cc1 4Kg 30 30 30 165 255
c2 4Kg 15 30 30 140 215
Grupo c3 4Kg 61 30 30 173 294
controle C4 3,9Kg 40 30 30 117 217
Cé6 4Kg 21 30 30 152 233
C5 4,1Kg *
E2 4Kg 27 30 32 180 269
E3 4Kg 43 30 20 80 173
Grupo
experimental E4 4Kg 30 30 30 160 250
xperi
i E5 3,6Kg 10 30 30 133 203
El 3,9Kg *

* @bito no inicio do procedimento

Na Tab.2 comparou-se a duragao de cada processo entre 0s grupos e nao foi

identificada diferenca estatistica.
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TABELA 2. Comparacgao da duracdo dos processos entre grupos.

Controle Experimental
média dp mediana minimo maximo média dp mediana minimo maximo p
preparo 33 18 30 15 61 28 14 29 10 43
intervengdo| 5y 0 30 30 30 30 0 30 30 30
Processos [ou nao 0.673
isquemia 30 0 30 30 30 28 5 30 20 32
reperfusao 149 22 152 117 173 138 43 147 80 180

tempo em minutos

Infusdo de soro fisiolégico 0,9% intravenoso foi realizado conforme

necessidade seja por instabilidade hemodinamica ou sinais de hipovolemia. Além

disso em dois elementos foi realizada correcdo de bicarbonato de sédio 8,4%

intravenoso se consumo de bicarbonato grave aliado a labilidade pressorica ou

arritmias. Os volumes infundidos estdo demonstrados na Tab. 3.

TABELA 3. Substancias infundidas intravenosas durante os procedimentos.

Soro fisiolégico 0,9% Bicarbonato de sddio

8,4%
volume infundido dose administrada
Elemento em mL/Kg/h em mEq/Kg
C1 6,11 0
C2 3,63 0
C3 3,36 0
c4 7,42 0
Cc6 3,8 p=0,053 0
E2 3,34 0
E3 3,16 0,5
E4 3,24 1,5
E5 2,95 0
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4.2- Resultados bioquimicos

Os valores do pH (potencial hidrogenibnico ou cologaritmo decimal da
concentracéao efetiva dos ions hidrogénio), pressao parcial de gas carbénico (PaCOx),
pressao parcial de gas oxigénio (PaOz2), bicarbonato (Bic), excesso de base (BE),
saturacao de oxigénio (Sa02) das diversas gasometrias durante os procedimentos nos

dois grupos e o valor de p da comparacao entre grupos estéao na Tab. 4.

TABELA 4. Valores de gasometria arterial.

Grupo controle Grupo experimental

Pardametros Momentos média dp mediana minimo mdaximo | média dp mediana minimo maximo p
inicio 7,4 0,1 7,4 7,3 7,4 7,4 0,1 7,3 7,3 7,6
preoclusdo 7,4 0,1 7,3 7,3 7,5 7,5 0,1 7,4 7,4 7,7

PH liberacdo 0,795

7,4 0,1 7,3 7,3 7,5 7,4 0,2 7,4 7,1 7,6

RIVA
reperfusdo 7,3 0,2 7,3 7,0 7,4 7,2 0,2 7,3 6,9 7,3
inicio 41 4,9 39,0 36,0 49,0 39,3 11,0 43,5 23,0 47
preoclusdo| 40,6 10,2 43,0 26,0 53,0 31,0 7,6 33,5 20,0 37

Paco2 ;r’\zagao 43,6 11,1 42,0 31,0 59,0 29,0 8,6 29,5 19,0 38 0.175
reperfusdo| 44,6 10,4 40,0 36,0 59,0 38,8 5,9 38,5 32,0 46
inicio 22,6 0,9 22,7 21,6 23,9 23,2 1,3 23,0 22,1 24,9
preoclusdo| 22,1 1,5 22,1 20,3 23,8 22,3 1,5 22,5 20,3 23,8

BIC liberagao 0,149
RIVA 24,6 2,8 24,5 21,6 27,7 16,8 4,6 18,3 10,1 20,4
reperfusao 20,5 4,5 21,8 13,3 24,2 16,3 7,9 16,7 7,1 24,8
inicio -2,8 1,9 -2,2 -5,0 -0,2 -1,5 2,3 -1,7 -3,8 1,3
preoclusdo -3,0 1,6 -3,4 -4,7 -0,8 -0,7 2,7 -0,8 -3,8 2,5

BE liberagdo | ¢ 21 02 -43 0,8 7.4 7,7 49  -185  -1,4 045
RIVA
reperfusdo| -6,1 7,2 -5,7 -18,0 -0,2 -11,1 10,3 -9,5 -24,3 -1,2
inicio 83,2 17,6 91,0 52,0 94,0 72,0 27,0 67,0 45,0 109,0
preoclusdo 85 5,1 88,0 79,0 90,0 70,5 78,5 35,0 24,0 188,0

Pa02 liberagdo 0,733
RIVA 64,2 10 58,0 56,0 77,0 101,8 39,2 95,0 65,0 152,0
reperfusdo 71,6 24,8 78,0 30,0 90,0 86,3 28,4 78,5 61,0 127,0
inicio 93,6 7,6 97,0 80,0 98,0 89,5 9,7 91,5 76,0 99,0
preoclusdo| 95,8 1,5 96,0 94,0 98,0 70,3 23,3 69,0 43,0 100,0

Saturagdo |[liberagdo 0,493
RIVA 90,4 4,2 90,0 86,0 96,0 93,8 8,3 96,5 82,0 100,0
reperfusdo 81 31,3 94,0 25,0 97,0 88,5 14,4 94,5 67,0 98,0

Valores de PaCO:2 e PaO2 expressos em mmHg, bicarbonato em mmol/L e

saturagdo em porcentagem.
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TABELA 5. Valores de hematdcrito, lactato e potassio.

Grupo controle Grupo experimental
Parametros Momentos média dp mediana minimo maximo | média dp mediana minimo maximo p
inicio 32,8 2,4 33,0 30,0 36,0 34,8 1,9 35,5 32,0 36,0
preoclusdo 3.4 2,8 30,0 29,0 36,0 32,8 3,6 33,5 28,0 36,0
Hematdcrito |liberagdo 0,893
RIVA 33,0 3,1 33,0 30,0 38,0 30,0 4,8 30,0 25,0 35,0
reperfusdo 30,6 3,0 30,0 27,0 35,0 31,3 49 32,0 25,0 36,0
inicio 1,8 0,8 1,6 0,9 2,8 1,6 1,5 1,1 0,6 3,8
preoclusdo 1,5 0,8 1,2 0,5 2,4 1,9 1,7 1,1 0,8 4,4
Lactato liberagdo 0,291
1,1 0,3 1,2 0,7 1,4 3,3 2,8 3,4 0,7 5,8
RIVA
reperfusao 2,4 2,6 1,0 0,7 6,9 4,7 4,9 3,1 0,8 11,9
inicio 3,1 0,4 2,9 2,7 3,7 3,1 0,4 3,1 2,7 3,4
preoclusdo 3,1 0,4 3,2 2,7 3,6 3,5 0,6 3,5 2,9 4,3
Potéssio |liberacdo 3,6 0,9 3,4 2,9 5,1 3,2 1,2 2,6 2,6 a9 | %712
RIVA
reperfusdo 3,2 0,5 3,1 2,7 3,9 3,9 1,3 3,6 2,8 5,6

Valores de hematdcrito descrito em porcentagem, lactato em mmol/L e potassio

em mmol/L.

Na Tab.5 estdo descritos outros parametros bioquimicos (hematdcrito, lactato

e potassio) nos grupos durante os momentos do experimento bem como o resultado

de p derivado de comparacéo entre grupos.

Os valores de célcio ionizavel e de sodio estdo descritos separadamente nas

Tabs. 6 e 7 respectivamente uma vez que foi encontrada diferenca estatistica na

andlise destes parametros.

TABELA 6. Valores de calcio ionizavel

Grupo controle

Grupo experimental

Parametros  Momentos média dp média dp p
inicio 4,7 0,7 4,5 0,6

o preoclusdo 5,0 0,8 47 0,9

Calcio i ~

., liberacao 0,026

ionizavel 51 0,4 3,6 0,4 0,001*
RIVA
reperfusdo 5,0 0,8 3,1 1,0 0,026**

* diferenca na liberagdo IVA; ** diferenca na reperfusao

Valores de calcio ionizavel expressos em mg/dL.

Houve reducé&o do calcio ionizavel nos tempos liberacédo do RIVA e reperfusao

no grupo experimental quando comparados ao grupo controle.
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TABELA 7. Valores de sédio

Grupo controle [Grupo experimental

Parametro Momentos  média dp meédia dp p
inicio 143,8 2,2 145,8 1,3
preocluséo | 143,6 2,6 145,8 4
Saédio liberag&o 0,036
RIVA 142,6 3,8 148,8 7,1
reperfusdo | 145,8 3,0 157,5 8,7 0,025**

** diferenca na reperfusao
Valores de sodio expressos em mmol/L

Observou-se elevacdo dos valores de sodio expressos por média e desvio

padrdo no grupo experimental em relacao ao controle no momento reperfuséo.

As tabelas 8 e 9 bem como as figuras 8 e 9 a seguir tratam de resultados apés

a exclusao do elemento E5, considerado como outlier.

TABELA 8. Valores de PaO2 e SaO2 excluindo-se o elemento E5.

Grupos
Controle Experimental

Parametros Momentos  média dp média dp p

inicio 83,2 17,6 59,7 13,3

preoclusdo 85,0 51 31,3 6,4 <0,001*
Pao2 :ﬁ;:agao 642 10,0 85,0 s0 0

reperfusdo 71,6 24,8 72,7 10,1

inicio 93,6 7,6 86,3 9,0

preoclusdo 95,8 1,5 60,3 15,0 <0,001*
Saturagao liberac3o <0,001

RIVA 90,4 4,2 91,7 8,7

reperfusdo 81,0 31,3 85,3 15,9

p =0,001**

* diferenca entre grupos no momento preoclusdo
** diferenca no grupo experimental entre momentos pré oclusdo e liberacdo da IVA

Valores de PaO2 expressos em mmHg e de saturagdo em porcentagem.
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Valores médios de PaO2

90,0
80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

inicial pré oclusdo RIVA liberacdo RIVA reperfusao

e Controle ==@==Experimental

FIGURA 8. Valores médios de PaO:2 expressos em mmHg nos diferentes

momentos do experimento nos grupos controle e experimental, excluido E5.

Valores médios de Sa02

120,00

100,00

80,00
60,00
40,00
20,00

0,00
inicial pré oclusdo RIVA liberacdo RIVA reperfusdo

—@—(Controle =——@=Experimental
FIGURA 9. Valores médios de SaO2 expressos em porcentagem nos diferentes

momentos do experimento nos grupos controle e experimental, excluido E5.

Quando realizamos o célculo do conteudo arterial de oxigénio seguindo a

férmula descrita na introdug&o obtivemos os valores conforme Tab. 9



TABELA 9. Valores de CaO2

Grupos
Tempos Controle Experimental
média dp média dp p
inicio 14,0 1,9 14,0 1,7
Ca02 Preocluséo 13,7 1,3 8,8 2,6 0,260
liberacdao RIVA 13,7 1,5 12,2 3,3
reperfusao 11,4 4,7 11,7 3,7
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Os parametros de PaO2 e SaO: foram diretamente obtidos das gasometrias

arteriais, enquanto que hemoglobina foi obtida pela multiplicagcdo da constante 0,34

pelo valor de hematdcrito conforme descrito em 1975 por Bower et al® citado em

manual de dispositivo de analise de gasometria®3).

N&o houve diferenca estatistica significativa da CaO: entre 0s grupos, apesar

do menor valor médio no momento pré-oclusdo no grupo experimental.

* Bower JD, Ackerman PG, Toto G. Evaluation of formed elements of blood in clinical

laboratory methods. St. Louis: The C.V. Mosby Company, 1974.
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4.3 — Resultados da macroscopia

As fotos obtidas das fatias do miocardio apos todas as coloracdes previstas nao

resultaram em imagens passiveis de analise, abaixo seguem alguns exemplos:

FIGURA 10. Foto de corte transversal do coracéo do elemento C1.
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FIGURA 11. Foto de corte transversal do coracdo do elemento C2.
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FIGURA 12. Foto de corte transversal do coracédo do elemento C3.

FIGURA 13. Foto de corte transversal do coracéo do elemento C6.
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FIGURA 14. Foto de corte transversal do coracédo do elemento E2.

FIGURA 15. Foto de corte transversal do coragéo de E3.
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FIGURA 16. Foto de corte transversal do coracéo de E4.
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FIGURA 17. Foto de corte transversal do coragéo de E5.
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4.4 — Resultados de microscopia (resultados histolégicos)

A analise das laminas conforme o protocolo acima proposto resultou no

seguinte resultado conforme Tab. 10.

TABELA 10. Alteracdes histolégicas identificadas a hematoxilina-eosina.

Alteracdes histolégicas a hematoxilina-eosina

' - microvacuolizacdo
necrose de fibras bandas infiltrado NC'
~ o edema . y e degeneracéo
coagulacdo onduladas contrateis inflamatorio

Elemento hidrépica

C1 +
C2
C3
C6
E2 + +
E3
E4 +
ES5 ++

+ 4+ 4+ + [+ +
+

C4 - ndo realizadas laminas

A seguir fotos das laminas em HE demonstrando exemplos dos principais

achados descritos na Tab. 9.
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FIGURA 18. Foto do elemento C6, aumento 40x, mostrando infiltrado celular
inflamatorio.

FIGURA 19. Foto do elemento E2 mostrando bandas de contracéo ( 7).



FIGURA 21. Foto do elemento E4, mostrando edema intersticial.
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FIGURA 22. Foto do elemento E5 mostrando aspecto da microvacuolizagéo e

degeneracao hidropica.
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5. DISCUSSAO

E certo que o condicionamento miocardico pré-isquémico existe e esta bem
documentado desde sua descrigéo inicial por Murry em 1986®). Entretanto seus limites

e, consequentemente, aplicacdes ainda néo estao totalmente estabelecidas.

Inicialmente quando desenhamos a metodologia desta dissertacdo pensamos
em uma situacao na qual a realizacéo de hipoxia ndo impactaria em eventos adversos
no orgdo e sistema que menos tolera hipdxia, o tecido cerebral e sistema nervoso
central. Isto ocorreria em pacientes que evoluiram para morte cerebral e seriam
possiveis doadores de 6rgdos. Considerando ainda os efeitos paracrinos do CPI, se
o resultado esperado fosse observado seria, eventualmente, possivel obter beneficios
na preservacao de o6rgaos a serem transplantados, principalmente o coragdo. Outras
situagbes nas quais o CPI induzido por hipoxia, caso fosse demonstrado efeitos
favoraveis, poderiam ser estudadas sua aplicabilidade seriam angioplastias
complexas, cirurgias cardiacas ou quaisquer outras situacées nas quais algum grau

de isquemia miocardica possa presumidamente ocorrer.

A escolha por curtos periodos de tempo de hipdxia leve se deu considerando:

seguranca, tolerabilidade, reprodutibilidade e referéncias da literatura(18:41-44.54.55)

Em 2017 Mandel, IA, et al demonstrou reducédo de 23% da area de infarto
através de ventilacdo hipoxica com 2 ciclos de 10 minutos a uma FiO2 de 10%.
Resultado obtido em modelo experimental em coelhos e na primeira janela de
protecdo®4).

Cai em 2003 obteve efeito protetor em ratos mediante 5 ciclos de 6 minutos a
FiO2 de 6% intercalado com 6 minutos a 21% seguido de isquemia e reperfusédo 24

horas apds o pré-condicionamento(8),

Maslov em 2014 descreveu efeito protetor por meio de hipoxia induzida em
camara de gas nos quais ratos eram submetidos a FiO2 de 7,3% por 10 minutos
intercalando com FiO2 a 21% por 6 vezes, seguido de isquemia e reperfusao
miocardica. Obsevou-se reducdo da area de infarto de 29% enquanto que apés 24

horas a reducéo foi de apenas 18%®).

Em nosso estudo, a fragcdo inspirada de oxigénio de 15% intermitente propiciou

hipéxia como demonstrado pelos resultados de PaO2 e SaO2 na Tab. 8. Entretanto
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quando consideramos o contetdo arterial de oxigénio (CaO2) esta diferenca nao
ocorreu, conforme Tab. 9. O valor médio da CaO2 no momento pré-oclusdo do grupo
experimental € menor que no grupo controle (em numero absoluto) de modo que

talvez com um maior tamanho amostral essa diferenca se tornasse significativa.

Optou-se pela exclusdo do elemento E5 para as andlises de PaO2, SaO: e
CaOz2 pois os valores da gasometria mostravam uma hiperoxia sem causa aparente,
uma vez que a metodologia foi mantida tal como para os demais elementos,

caracterizando-o como ouitlier.

Em suma, em relacdo a inducdo de hipdxia, o modelo experimental obteve o

pretendido.

O tamanho amostral de nosso trabalho nédo foi alcangcado como previsto devido
as perdas, obitos, ocorridos. O tamanho amostral calculado a priori considerando
diferentes tamanhos de efeitos, erro tipo | ou alfa de 0,05 poderia variar de 5 a até
mais de 150 elementos em cada grupo, conforme anexos 3 e 4. Entretanto tratando-
se de trabalho experimental em animais e referéncias da literatura, consideramos

satisfatorio tamanho amostral de 5 elementos em cada grupo.

Em andlise post hoc, apos as analises de dados, foi realizado o calculo do poder
da amostra e verificou-se um poder de 33% (1-B) para analise da comparagao entre

grupos e um tamaho de efeito de 0.65, conforme demonstrado no anexo 5.

Ressalta-se que os elementos dos grupos controle e experimental foram

comparaveis quanto ao peso e aos tempos dos processos durante o experimento.

Os parametros da gasometria arterial (pH, PaCO2, Bic, BE, Htc, Lactato e
potassio) ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.

Observou-se reducéo do célcio ionizavel no grupo experimental nos momentos
liberacdo do RIVA e reperfusdo, bem como elevacdo do sodio também no grupo

experimental no momento reperfuséo.

Para entendermos tal ocorréncia é importante revisitar a fisiopatologia da leséo

de isquemia-reperfuséo.
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Lesédo de isquemia-reperfuséo (IR) foi definida por Jennings em 19607 como a
les&o ao tecido cardiaco causado pelo retorno do fluxo de sangue ao tecido enquanto

esse fluxo é restaurado apds abrupta interrupcéo, citado por Gunata, 202067,

Diversos processos fisiopatologicos ocorrem na leséo IR, entre eles: acumulo
ibnico, lesdo de membrana mitocondrial, formacgéo de espécies reativas de oxigénio,
distarbio do metabolismo do éxido nitrico, disfuncéo endotelial, agregacéo plaquetaria,

ativagcdo do sistema imune, apoptose e autofagia®®),

Devido a reducdo de adenosina trifosfato, fonte de energia derivada da
fosforilacdo oxidativa, durante a isquemia, bombas i6bnicas na membrana celular nédo
funcionam adequadamente e por consequéncia ocorre acumulo de agua, sédio e
célcio no intracelular®”. Bomba de 2Na*/Ca*? funciona reversamente gerando

acumulo de calcio intracitoplasmatico e excretando 2Na* para o extra celular®®),

O acumulo de célcio intracitoplasmatico ativa enzimas fosfolipases e

potencializa a formacao de radicais livres.

Em condi¢cdes normais o tecido cardiaco anula radicais livres através de
enzimas como a superoxido desmutase, catalase e glutatione peroxidase. Entretanto
em condicbes de isquemia-reperfusdo a formacdo destes radicais supera a
capacidade de anula-los. Entre outros efeitos estes radicais livres reduzem a atividade
da bomba de sddio potassio ATPase, calcio ATPase e a integridade celular com

consequente edema celular®7:58),

Durante a reperfusdo ha novamente formacéo de ATP que aliado ao aumento
do fluxo de célcio intracelular entre o reticulo sarcoplasmatico (local de reserva) e o
citoplasma podem deflagrar a contragédo de miofibrilas de forma excessiva e néo
coordenada, tal ocorréncia a histologia configura as bandas de contragao.

Tais alteragbes, também visualizadas na Fig. 23, justificam a reducéo do célcio
iGnico no grupo experimental nos momentos liberagéo RIVA e reperfusdo assim sendo

a hipoxia pré isquemia pode ter gerado efeito contrario ao desejado e potencializado

"Jennings R. Myocardial necrosis induced by temporary occlusion of a coronary
artery in the dog. Arch Pathol.1960; 70:68-70.
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a lesdo de isquemia-reperfusdo especialmente no que tange ao metabolismo do

calcio.

Observamos também elevacao do sodio durante a fase de reperfusdo no grupo
experimental. Tal ocorréncia poderia estar relacionada a infusdo de bicarbonato de
sédio em dois elementos do grupo experimental. Porém ao calcularmos os
miliequivalentes (mEQ) de sodio infundidos por elemento considerando soro fisioldgico
e bicarbonato de sodio ndo foi observada diferenca estatistica entre 0s grupos

conforme os seguintes valores expressos na Tab. 11.

TABELA 11. Quantidade em mEq de sddio infundido durante o procedimento

por elemento.

Sodio infundido

guantidade em

Elemento mEq média

C1 16,016

Cc2 8,008

C3 10,164 11,87

ca 16,093

C6 9,086 p=0,164
E2 9,24

E3 7,621

E4 14,316 918

ES 5,544

Assim sendo, sabe-se que durante a reperfusdo € esperado que a bomba
2Na*/Ca*? retome sua funcéo interiorizando Na* para o intracelular, dessa forma
entendemos que no grupo experimental no momento da reperfusdo esta bomba
esteve disfuncional além de outras bombas id6nicas de membrana que realizam
transporte de sédio (Na*/H*, Na*/K*) que podem ter colaborado para a hipernatremia

encontrada.
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FIGURA 23. Os principais mecanismos envolvidos na lesdo IR. Extraido de
Gunata 202067,

A documentacao da protecdo miocardica macroscopica e microscopica atraves
do pré-condicionamento passa pela inicial inducdo e identificacdo de isquemia
miocardica no grupo controle para entdo observarmos a protecdo no grupo

experimental.

Entretanto ndo obtivemos dados consistentes e objetivos de isquemia
miocardica com a oclusao do ramo interventricular anterior proximal por 30 minutos
seqguida de reperfuséo, apesar de referéncias nas quais este efeito foi observado®1:59).
Ressalta-se que essa ndo observancia restringe-se aos métodos macro e
microscopicos utilizados nesta dissertacdo visto que imuno-histoquimica e

microscopia eletrdnica nédo fizeram parte deste trabalho.

A ndo inducdo de isquemia miocardica macroscopica pelo modelo proposto
poderia se dar por diversos motivos, entre eles: necessidade de maior tempo de

ocluséo coronaria, de reperfusédo, técnica de preparo dos corantes, entre outros.

A efetiva oclusdo do ramo coronario interventricular anterior foi observada pelo

surgimento de area arroxeada no miocardio a jusante do ponto de garroteamento.

O tempo de oclusado coronaria de 30 minutos era esperado que fosse efetivo
considerando a literatura®84352) além do coelho ser um animal com poucas ou sem

circulagado colateral coronaria®°56),
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O tempo de reperfusdo médio obtido em nosso experimento, 149 minutos para
0 grupo controle e 138 minutos para o grupo experimental, ficou aquém do previsto
que era de 180 minutos. Este fato poderia prejudicar a instalacdo da lesdo de
isquemia—reperfusédo, entretanto como ndo conseguimos demonstrar a lesdo de
isquemia, acreditamos ser pouco provavel que um tempo maior de reperfuséo a faria
presente. Vale ressaltar que Cai®® em 2003 e outros autores®->% também utilizaram

tempo de reperfusdo mais curto, 2 horas, com demonstracdo adequada de leséo.

O tripheniltetrazol cloridrico demarca areas de isquemia miocardica apds um
periodo minimo de 30 minutos, e apresenta resultado 6timo em 180 minutos, no que
tange a delimitacdo fidedigna das areas de infarto e na intensidade maxima da
marcacao histopatoldgica, como demonstrado por Vivaldi em 19852 em estudo no
qual o reagente supracitado marcava regioes de infarto de maneira correlata com a
microscopia eletronica. Entretanto no atual experimento ndo obtivemos imagens
compativeis com a literatura para diferenciacdo das areas de risco, isquemia e

perfusdo normal.

A falta de imagens adequadas ap6s coloracdo de TTC e azul de Evans pode
estar relacionada ao fato de ndo haver uma normatizacdo metodoldgica. Alguns
autores realizam infusdo de soro fisiolégico nos 6stios coronarios%9 antes da
infusdo dos corantes, outros realizam perfusdo com permanganato de potassio“154)
e outros nao realizam qualquer infus&o®°-5261)_ Decidimos n&o realizar nenhuma
infusdo a fim de evitar periodo de isquemia global ao qual submeteriamos o coracao
caso fossemos primeiramente explanta-lo, identificar éstios coronarianos, irrigar com
solucéo salina para finalmente realizar infusédo de corante.

As poucas alteragBes histoloégicas também ndo permitem conclusbes mas
chama atencéo que as alteracfes foram, apesar de discretas, mais frequentes nos
animais do grupo experimental, o que sugere que a hipdxia no modelo proposto pode

ter potencializado a isquemia celular ao invés de proteger.

As alteracdes encontradas foram: bandas contrateis, edema, infiltrado

inflamatorio, microvacuolizacdo e degeneracgdo hidropica.

A ocorréncia de bandas contrateis ja foi explanada anteriormente. A fim de

entender os demais retomemos a fisiopatologia da leséo de IR.
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O acumulo de radicais livres causa acumulo de neutréfilos justificando o

infiltrado inflamat6rio®7:58),

Radicais livres, mais especificamente espécies reativas de oxigénio, também
podem ser gerados e associarem-se a lesdo tecidual em situacdes de hiperoxia,
conforme ja demonstrado em tecido pulmonar para fracdes inspiradas de oxigénio
acima de 60%®?, Hiperoxia também causa depressdo da funcdo cardiaca e

desoxigenacdo na cardiomiopatia isquémica em estudo de ressonancia magnética(®?,

Em nosso trabalho, a escolha da fracdo inspirada de oxigénio de 30% nao
ocasionou elevados valores de pO2 evitando a hiperoxia e, por consequéncia,

possivel fator de leséo tecidual.

Em contrapartida, estudos demonstram que radicais livres em quantidades
menores ao invés de causar estresse oxidativo podem funcionar como sinalizador a
estimular mecanismos de defesa em uma resposta adaptativa mitocondrial chamada
hormesis mitocondrial®®?. Isto foi demonstrado em estudo experimental no qual hipdxia
a 11% de FiO2 por 14 dias em ratos ndo causou lesdo mitocondrial, ao contrario
aumentou a protecao ante a estresse oxidativo com reducao da producéo de radicais

livres e evitando abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial(®9.

Outro exemplo, hipéxia em modelo experimental de hipdxia grave (7% de FiO2)
crénica causou reducdo de radicais livres®9 além dos seguintes efeitos quando era
induzida uma semana apoés a ligadura da artéria coronéria ramo interventricular
anterior: aumento da relacdo peso coracao/peso corpéreo, menor formacdo de

fibrose, maior recuperacéo da fracdo de ejecdo entre outros(©®),

O endotélio quando submetido a hipdxia ou isquemia sofre também alteracdes
celulares com consequente reducdo na producdo de Oxido nitrico e aumento de
endotelina. Durante reperfusdo a disfuncdo endotelial € potencializada gerando

edema celular e aderéncia de neutréfilos®?,

Em se tratando de capilares a disfuncédo endotelial permite a passagem de
fluido para o intersticio, o que explica o edema visualizado a andlise histologica.
Quanto as vénulas acrescenta-se, por meio da expressao de moléculas de adesao, o

extravasamento de células inflamatoérias, proteinas e fluido.
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A mitocbndria também desempenha papel na lesdo IR. O acumulo de calcio e
radicais livres causam aumento da permeabilidade da membrana mitocondrial, devido
a abertura dos poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial permitindo a
liberacdo de moléculas da matriz mitocondrial para o citoplasma, despolarizacédo
mitocondrial e seu edema(”. A lesdo mitocondrial induz dano oxidativo a proteinas,
lipideos, material genético e estimulam atividades proteoliticas com digestdo do

citoesqueleto e proteinas do sarcolema®®),

Degeneracdo hidropica, ou tumefacdo celular, também foi encontrada
exclusivamente no grupo experimental. A degeneracéo hidropica ou vacuolar é lesdo
celular reversivel devido ao acumulo de agua e eletrélitos no citoplasma e nas
organelas celulares por disturbio eletrolitico tornando-as volumosas, tumefeitas. A
tumefacéo celular pode ser desencadeada por diversos fatores agressores sejam eles

fisicos, quimicos ou bioldgicos e inclusive por isquemia®7:68),

A disfuncdo da bomba Na*/K* ATPase pela reducdo da producdo de ATP,
consequéncia da isquemia celular, levam ao aumento da concentragdo de sodio e
reducdo de potassio no meio intracelular. HA aumento da pressdo osmatica no

intracelular favorecendo a entrada de agua(©7:68),

A degeneracdo hidropica € reversivel mas quando mecanismos

compensatoérios se esgotam pode precipitar morte celular®?).

Conforme descrito previamente, a protecdo miocardica conferida através do
pré-condicionamento pode ocorrer em fase mais precoce, primeira janela de protecéo

ou mais tardiamente, na segunda janela de protecao.

A metodologia, hipdxia intermitente pré-isquemia, proposta ja se mostrou
efetiva na protecdo miocardica para ambos 0os momentos em alguns modelos

experimentais.

Em nosso modelo experimental a hipdxia leve intermitente nao foi protetora

ante a isquemia miocardica na primeira janela de protecdo do pré-condicionamento.

Nosso modelo propunha situagdo mais proxima da “fisiolégica”, ndo havendo
explante de oOrgéo, isquemia induzida localmente (territorio do RIVA), além de um

controle mais rigoroso da hipoxia e FiO2, através de ventilacdo mecanica.
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6. CONCLUSAO

A hipéxia leve intermitente através de ventilacdo mecanica sob FiO2 a 15% néo
confere efeito protetor enquanto condicionador pré-isquémico miocardico na primeira

janela de protecéo.



41

7. ANEXOS

Anexo 1 — Dados das analises bioquimicas dos elementos do grupos controle e

experimental.

parametros e pH pCO2 Bic BE pO2 Sat 02 Htc Lactato K Caionizavel Na
valores de 7,35a 7,45 35a45 22a26 (-3a+3) 80a 100 95 a 100% 35a42 <20 3,9a5,3 4,7a5,2 130a 150
normalidade mmHg mmol/L mmHg % % mmol/L mmol/L mg/dL mmol/L
C1 pH pCO2 Bic BE pO2 Sat 02 Htc (%) Lactato K Cai Na
inicial 7,37 39 22,7 -2,2 91 97 31 1,3 3,5 5,02 147
pré oclusdo IVA 7,3 45 22,1 -4,2 79 94 29 2,4 3,3 4,93 148
liberagdo IVA 7,34 50 27 0,8 57 87 30 0,8 3,4 5,33 147
reperfusdo 7,39 40 24,2 -0,7 70 94 27 0,7 3,1 4,77 150
Cc2 pH pCO2 Bic BE p02 Sat 02 Htc Lactato K Cai Na
inicial 7,37 39 22,7 -2,2 91 97 33 0,9 3,7 5,62 144
pré oclusdo IVA 7,42 36 23,4 -0,8 80 96 32 1,2 3,6 6,21 143
liberagdo IVA 7,44 36 24,5 0,5 56 90 33 0,7 3,4 5,09 146
reperfusdo 7,43 36, 23,9 -0,2 90 97 35 1 3,7 6,05 147
Cc3 pH pCO2 Bic BE p0O2 Sat 02 Htc Lactato K Cai Na
inicial 7,43 36, 23,9 -0,2 94 98 34 1,6 2,8 3,85 143
pré oclusdo IVA 7,5 26 20,3 -2,1 90 98 30 1,1 2,8 4,93 143
liberagdo IVA 7,46 31 22 -1,3 77 96 31 1,2 2,9 5,33 141
reperfusdo 7,34 36| 194 -5,8 90 96 32 2,7 2,8 5,61 142
Cc4 pH pCO2 Bic BE p02 Sat 02 Htc Lactato K Cai Na
inicial 7,32 42 21,6 -4,3 88 96 36 2,4 2,7 4,77 141
pré oclusdo IVA 7,31 43 21 -4,7 88 96 36 2,4 2,7 4,77 141
liberagdo IVA 7,32 42 21,6 -4,3 73 93 38 1,3 51 5,45 138
reperfusdo 6,96 59 13,3 -18 30 25 30 6,9 3,9 4,29 146
C6 pH pCO2 Bic BE p02 Sat 02 Htc Lactato K Cai Na
inicial 7,26 49 22 -5 52 80 30 2,8 2,9 4,21 144
pré oclusdo IVA 7,26 53 23,8 -3,4 88 95 30 0,5 3,2 4,05 143
liberagdo IVA 7,28 59 27,7 0,2 58 86 33 1,4 3,3 4,41 141
reperfusdo 7,23 52 21,8 -5,7 78 93 29 0,8 2,7 4,25 144
E2 pH pCO2 Bic BE p02 Sat 02 Htc Lactato K Cai Na
inicial 7,36 44 24,9 -0,7 63 91 36 0,6 2,8 4,41 147
pré oclusdo IVA 7,44 35 23,8 0 35 70 36 0,8 3,2 5,93 146
liberagdo IVA 7,52 25 20,4 -1,4 113 99 35 0,7 2,6 3,93 150
reperfusdo 7,34 46 24,8 -1,2 79 95 34 0,8 4,2 4,49 149
E3 pH pCO2 Bic BE p02 Sat 02 Htc Lactato K Cai Na
inicial 7,31 47 23,7 -2,7 71 92 36 0,8 3,4 5,21 146
pré oclusdo IVA 7,4 37 22,9 -1,6 24 43 32 1,3 3,7 4,53 148
liberagdo IVA 7,08 34 10,1 -18,5 65 82 25 5,8 2,6 3,05 156
reperfusdo 6,89 37 7,1 -24,3 61 67 25 11,9 3 1,96 169
E4 pH pCO2 Bic BE p02 Sat 02 Htc Lactato K Cai Na
inicial 7,32 43 22,2 -3,8 45 76 35 1,3 2,7 4,45 144
pré oclusdo IVA 7,41 32 20,3 -3,8 35 68 28 0,9 2,9 3,65 149
liberagdo IVA 7,31 38 19,1 -6,6 77 94% 27 1,1 2,6 3,69 150
reperfusdo 7,32 40 20,6 -5,1 78 94% 30 2,5 2,8 3,17 153
E5 pH pCO2 Bic BE p02 Sat 02 Htc Lactato K Cai Na
inicial 7,59 23 22,1 1,3 109 99 32 3,8 3,4 3,85 146
pré oclusdo IVA 7,65 20 22 2,5 188 100 35 4,4 4,3 4,57 140
liberagdo IVA 7,57 19 17,4 -3,1 152 100 33 57 4,9 3,77 139
reperfusdo 7,21 32 12,8 -13,9 127 98 36 3,7 5,6 2,97 159




Anexo 2 — Andlise da distribuicdo pelo teste de Komolgorov-Smirnov.

One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test
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\ Pag(r;rc;?:rlsavb Most Extreme Differences Test 'gfgngg
Mean De\?itgfion Absolute | Positive | Negative Statistic t?\'/[:lcl)rl)o
Preparo 9 | 30.78 15.57 0.19 0.19 -0.09 0.19 .200°¢
intervecao_ou_nao | 9 | 30.00 .000¢
Isquemia 9| 29.11 3.48 0.49 0.29 -0.49 0.49 .000°
Reperfusdo 9 | 14444 | 31.34 0.15 0.13 -0.15 0.15 .200¢4
TOTAL 9 | 234.33 36.83 0.13 0.13 -0.11 0.13 .200°¢
PH12inicio 9| 7.37 0.10 0.28 0.28 -0.15 0.28 .044°¢
PH2%preocluséo | 9 | 7.41 0.12 0.18 0.18 -0.13 0.18 .200¢4
PH32
liberagaolVA 9| 7.37 0.15 0.16 0.13 -0.16 0.16 .200°¢
PH4¢ reperfusdo 9| 7.23 0.19 0.23 0.15 -0.23 0.23 187°
CO2 1%inicio 9 | 40.22 7.63 0.21 0.12 -0.21 0.21 .200¢4
CO2 22 préoclusdo | 9 | 36.33 9.95 0.14 0.14 -0.11 0.14 .200%¢
Co2 3
liberacaolVA 9| 3711 12.21 0.14 0.14 -0.09 0.14 .200°¢
CO2 43 reperfusdo | 9 | 42.00 8.73 0.26 0.26 -0.13 0.26 .088°¢
bic1? inicio 9 | 22.87 1.08 0.23 0.23 -0.12 0.23 .196°
bic22 préoclusio 9| 22.18 1.40 0.14 0.13 -0.14 0.14 .200¢4
bic3? liberagdo 9 | 21.09 5.36 0.13 0.11 -0.13 0.13 .200¢d
bic4? reperfusao 9 | 18.66 6.19 0.21 0.16 -0.21 0.21 .200¢¢
BE12inicio 9| -2.20 2.05 0.17 0.17 -0.10 0.17 .200°4
BE22préoclusdo | 9 | -2.01 2.32 0.17 0.17 -0.12 0.17 .200°9
BE3? liberagio 9| -3.74 6.04 0.24 0.23 -0.24 0.24 .140°
BE42 reperfusdo 9| -8.32 8.50 0.28 0.17 -0.28 0.28 .036°
pO2 13inicio 9| 78.22 21.49 0.23 0.12 -0.23 0.23 .182¢
pO2 2%préoclusdo | 9 | 78.56 48.81 0.30 0.30 -0.17 0.30 .022°¢
02
galiberaQéOIVA 9 | 80.89 31.91 0.33 0.33 -0.22 0.33 .006°
pO2 42 reperfusdo | 9 | 78.11 25.85 0.21 0.21 -0.16 0.21 .200¢4
Sat12 inicio 9| 91.78 8.30 0.25 0.19 -0.25 0.25 .110°
Sat2? préoclusdo 9 | 84.44 19.66 0.35 0.21 -0.35 0.35 .002°¢
Sat3?
liberagaolVA 9 | 91.89 6.11 0.13 0.12 -0.13 0.13 .200¢4
Sat4? reperfuséo 9 | 84.33 24.19 0.42 0.29 -0.42 0.42 .000°¢
Htc12 inicio 9 | 33.67 2.29 0.18 0.15 -0.18 0.18 .200¢4
Htc22 préoclusdo | 9 | 32.00 3.04 0.19 0.19 -0.17 0.19 .200°¢
Htc32
liberagaolVA 9 | 31.67 3.97 0.19 0.15 -0.19 0.19 .200¢4
Htc4? reperfuséo 9 | 30.89 3.69 0.15 0.15 -0.13 0.15 .200¢°¢
lactato1? inicio 9| 172 1.07 0.21 0.21 -0.15 0.21 .200°d
lactato2? 9| 167 | 122 028 | 028 | -017 | 028 | .034
préoclusédo




lactato3?
liberacdolVA
lactato4?
reperfuséo

K12 inicio

k22 préocluséo
k32 liberacaolVA
k42 reperfusdo
Cail?inicio
Cai2? préocluséo
Cai3?
liberacdolVA
Cai4? reperfusédo
Nal?inicio

Na22 préocluséo
Na32

liberagdolVA
Na4? reperfusdo

©

© O© O© O O©W O OV O© O © © o
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2.08

3.44

3.10
3.30
3.41
3.53
4.60
4.84

4.45

4.17
144.67
144.56

145.33
151.00

2.10

3.75

0.39
0.50
0.96
0.94
0.61
0.81

0.88

1.29
2.00
3.28

6.04
8.43

0.40

0.25

0.25
0.17
0.28
0.23
0.15
0.23

0.21

0.19
0.19
0.24

0.21
0.21

0.40

0.25

0.25
0.17
0.28
0.23
0.15
0.23

0.17

0.11
0.19
0.24

0.21
0.21

-0.26

-0.23

-0.22
-0.12
-0.20
-0.19
-0.11
-0.13

-0.21

-0.19
-0.19
-0.19

-0.11
-0.14

0.40

0.25

0.25
0.17
0.28
0.23
0.15
0.23

0.21

0.19
0.19
0.24

0.21
0.21

.000°

.108°
111°

2004

.037°
175¢

2004

.167¢

2004

.200°¢
.200°¢

151°¢

2004
2004
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a. Test distribution is Normal.

b. Calculated from data.
c. Lilliefors significance correction.
d. This is a lower bound of the true significance.

e. The distribution has no variance for this variable. One-Sample Kolmogorov-Smirnov Test cannot

be performed.
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Anexo 3. Curva de célculo de tamanho amostral de acordo com poder (1-B), para erro
alfa de 0,05 e tamaho do efeito de 1,89.

| Graph Table
5

t tests - Means: Difference between two independent means (two groups)
Tail(s) = One, Allocation ratio N2/N1 = 1, o err prob = 0.05, Effect sized = 1.89874

-
-
1
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Total sample size

I 1 T I
0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95
Power (1-B err prob) }
Plot Parameters |
Plot (on y axis) Total sample size v with markers [:] and displaying the values in the plot I

in steps of through to

as a function of Power (1-B err prob) v | from
Plot ' ~ graph(s) |interpolating points

with Effectsized v at 1.89874
Draw plot

!I<!

and o err prob v at

L MClese 71
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Anexo 4. Curva de célculo de tamanho amostral de acordo com poder (1-B), para erro
alfa de 0,05 e tamaho do efeito de 0,30.

File Edit View

Craph Table
t tests - Means: Difference between two independent means (two groups)
Tail(s) = One, Allocation ratio N2/N1 = 1, « err prob = 0.05, Effect sized = 0.307852
450 —
400 —

Total sample size
w
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=)
1

T T 1 1
0.6 0.65 0.7 0.75 0.8 0.85 0.9 0.95
Power (1-B err prob)

Plot Parameters

Plot (on y axis) VTotal sample size v @with markers E] and displaying the values in the plot
as a function of ' Power (1-B err prob) v from in steps of through to
Plot ' v graph(s) Vlnterpolating points v
with | Effect sized v at
and  «err prob v at Draw plot
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Anexo 5. Célculo post hoc do poder da amostra (1-B) para analise da comparagao
entre grupos e do tamaho de efeito.

P GPower3.1.94 =

égile Edit View Tests Calculator Help

TES TR =S

Central and noncentral distributions Protocol of power analyses

criiicai t =1 :539&

77

0.3+

0.2 4

0.1 4

I om——r——— ——— = z
-4 -3 -2
Test family Statistical test
ttests v Means: Difference between two independent means (two groups) N/

Type of power analysis

Compromise: Compute implied « & power - given B/ ratio, sample size, and effect size v|
Input Parameters Output Parameters

Tail(s) _Two v Noncentrality parameter & 0.9738909
Effect size d Critical t 15391205
B/ ratio - Df 7
Sample size group 1 - o err prob 0.1676671
Sample size group 2 5 B err prob 0.6706684
Power (1-B err prob) 0.3293316
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RESUMO

AVALIACAO DO CONDICIONAMENTO PRE-ISQUEMICO MIOCARDICO
ATRAVES DE HIPOXEMIA LEVE INTERMITENTE INDUZIDA EM COELHOS
Dissertacao de mestrado, 2021.

Felipe Machado Silva

Isquemia miocardica é a principal causa de morte na populacdo mundial. Diversas
formas de protecdo miocardica ja estdo descritas e estabelecidas, entretanto, outras
formas tém sido buscadas para amenizar a lesdo de isquemia-reperfuséo cardiaca.
O pré-condicionamento isquémico é uma delas. Avaliamos a hipoxia leve
intermitente como pré-condicionante de isquemia miocardica induzida em coelhos.
Os animais foram divididos em dois grupos, controle (n=5) e experimental (n=4).
Coelhos New Zealand pesando em torno de 4Kg eram submetidos a anestesia geral,
tragueostomia, acesso vascular venoso e arterial para monitorizacdo da pressao
arterial invasiva. No grupo experimental realizava-se ventilagdo mecanica com FIO2
a 15% por 5 minutos intercalada com FiO2 de 30% por também 5 minutos por 3
ciclos, enquanto que no grupo controle era utilizada apenas FIO2 de 30%. Induzida
isquemia miocardica através do garroteamento da artéria coronaria interventricular
anterior por 30 minutos seguido de periodo de reperfusdo. Foram avaliadas
resultados bioquimicos de gasometria arterial (nos tempos inicial, apds ventilacao
hipoxica, pré-liberacdo do garroteamento coronario e durante a reperfusao),
macroscopia por meio dos corantes azul de Evans e trifeniltetrazolio coloridrico e
microscopia em laminas coradas em hematoxilina-eosina. Foi demonstrado reducéo
da PaO2 (p=0,01) e Sa02 (p<0,001) no grupo experimental durante periodo de
ventilacdo hipdxica. Houve reducéo do calcio ionizavel no grupo experimental nos
momentos pré-liberacdo coronario (p=0,001) e reperfusdo (p=0,026) comparada ao
grupo controle. Observada elevacdo do sddio no grupo experimental na fase
reperfusdo comparada ao grupo controle (p=0,025). A analise histolégicas os
principais achados foram infiltrado de células inflamatdrias presente em 3 animais do
grupo controle e 4 do grupo experimental, todos demais achados estiveram
presentes apenas no grupo experimental e sdo eles: banda contratil em 1 animal,
edema intercelular em 3 animais, microvaculolizacédo e degenerac¢éo hidropica em 2
animais. Concluiu-se que a hipoxia leve intermitente em coelhos ndo proporcionou
protecdo miocardica ante a isquemia e reperfusdo no modelo proposto, ao contrario
alteracao histologicas relacionadas a isquemia-reperfusdo foram mais frequentes
nos animais submetidos a hipoéxia.

Palavras chave: precondicionamento isquémico miocardico, hipoxemia, animais,
coelho.
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ABSTRACT

EVALUATION OF MYOCARDIAL PREISCHEMIC CONDITIONING THROUGH
INTERMITTENT MILD HYPOXEMIA INDUCED IN RABBITS

Master’s dissertation, 2021
Felipe Machado Silva

Myocardial ischemia is the leading cause of death in the world population. Several
forms of myocardial protection have already been described and established,
however, other forms have been searched to alleviate cardiac ischemia-reperfusion
injury. Ischemic preconditioning is one of them. We evaluated intermitente mild
hypoxia as a preconditioner for induced myocardial ischemia in rabbits. The animals
were divided into two groups, control (n=5) and experimental (n=4). New Zealand
rabbits weighing around 4 kg underwent general anestesia, tracheostomy, venous
and arterial line access for blood pressure monitoring. In the experimental group,
mechanical ventilation was performed with 15% FiO2 for 5 minutes interspersed with
30% FiO2 for also 5 minutes for 3 cycles, while in the control group only 30% FiO2
was used. Soon after myocardial ischemia was induced through tourniquet of the
anterior interventricular coronary artery for 30 minutes followed by a period of
reperfusion. Biochemical results of arterial blood gases (at baseline, after hypoxic
ventilation, pre-release of coronary tourniquet and during reperfusion), macroscopy
using Evans blue and chloride thiphenyltetrazolium dyes and hematoxylin-eosin
stained microscopy were evaluated. A reduction in PaO2 (p=0.01) and SaO2
(p<0.001) was demonstrated in the experimental group during a period of hypoxic
ventilation. There was a reduction in ionized calcium in the experimental group at the
pre-coronary release (p=0.001) and reperfusion (p=0.026) moments compared to the
control group. An increase in seric sodium was observed in the experimental group in
the reperfusion phase compared to the control group (p=0.025). Histologically, the
mais findings were inflammatory cell infiltrate present in 3 animal in the control grup
and 4 in the experimental group, all other findings were presente only in the
experimental group and they are: contraction band in 1 animal, intercelular edema in
3 animals, microvacuolization and hydropic degenaration in 2 animals. It was
concluded that intermitente mild hypoxia in rabbits did not provide myocardial
protection against ischemia-reperfusion injury in the proposed model, on the
contrary, histological alteration related to ischemia-reperfusion were more frequente
in animals submitted to hypoxia.

Key word: myocardial ischemic preconditioning, hypoxia, animals, rabbits.
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