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Resumo

Fundamento: Embora muitas pesquisas tenham sido conduzidas com um determinado antioxidante ou mPTP
individualmente, pouca atencdo tem sido dada para os efeitos da co-administracdo de um antioxidante e um
inibidor de mPTP sobre a disfuncao cardiaca ap6s a lesdo de I/R.

Objetivos: Este estudo objetiva determinar os efeitos do acido galico (como antioxidante) combinado com a
ciclosporina A (CsA) (como inibidor de mPTP) na funcdo cardiaca e endotelial na disfuncdo induzida por I/R
(fungao de NO).

Métodos: Ratos Wistar machos foram pré-tratados com acido galico (7,5, 15 ou 30 mg.kg-1 de peso corporal,
diariamente) por um periodo de 10 dias. Em seguida, o coragao foi isolado e exposto a isquemia de 30 minutos e
perfundido por CsA (0,2 pM) 20 min durante o periodo de reperfusao.

Resultados: Os dados mostraram que o tamanho do infarto foi significativamente diminuido por CsA e acido galico
sozinho (p < 0,05, ANOVA unidirecional seguido de teste LSD). A combinagao de ambos os farmacos, entretanto,
apresentou efeitos de melhora mais significativos (p < 0,001). A combinagao destes dois farmacos melhorou mais
significativamente a taxa maxima de aumento e de queda da pressao ventricular (+ dp.dt-1 max), o duplo produto
(DP), a pressao ventricular esquerda desenvolvida (PVED), a frequéncia cardiaca e o fluxo coronario quando
comparada a aplicagdo de apenas um deles (p < 0,05, medidas repetidas ANOVA seguidas de teste de LSD).

Conclusées: Em conclusdo, o beneficio de um antioxidante concomitante com um inibidor da mPTP poderia ter
efeitos mais benéficos sobre a disfungao cardiaca induzida pela lesao I/R. (Int ] Cardiovasc Sci. 2017;30(3):207-218)

Palavras-chave: Antioxidantes, Acido Galico, Ciclosporina, Fungado Ventricular, Endotélio, Isquemia, Reperfusao,
Ratos, Oxido Nitrico Sintase.

Abstract

Background: Although many researches have been conducted on either a certain antioxidant or mPTP individually, little attention has
been drawn to the effects of co-administration of an antioxidant and mPTP inhibitor together on cardiac dysfunction after I/R injury.

Objectives: This study aims at determining the effects of gallic acid (as Antioxidant) combined with cyclosporine A (CsA) (as mPTP
inhibitor) on I/R induced cardiac and endothelial (role of NO) dysfunction.

Methods: Male Wistar rats were pretreated with gallic acid (7.5, 15, or 30 mg.kg-1 body weight, daily) for a period of 10 days. Then, the heart
was isolated and exposed to 30-minute ischemia and perfused by CsA (0.2 uM) 20 min during reperfusion period.

Results: The data have shown that infarct size was decreased significantly by CsA and gallic acid alone (p < 0.05, one way ANOVA
followed by LSD test), however the combination of both drugs had more significant improving effects (p < 0.001). The combination of these
two drugs improved more significantly maximum rate of rise and fall of ventricular pressure (+dp.dt-1 max), rate pressure product (RPP), left
ventricular developed pressure (LVDP), heart rate and coronary flow rather than applying each one alone (p < 0.05, repeated measurement
ANOVA followed by LSD test).
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Conclusion: In conclusion, benefiting from an antioxidant concomitant with an mPTP inhibitor could have more improving
effects on the cardiac dysfunction induced by I/R injury. (Int ] Cardiovasc Sci. 2017;30(3):207-218)

Keywords: Antioxidants; Gallic Acid; Cyclosporine; Ventricular Function; Endothelium; Reperfusion; Rats; Nitric Oxide

Synthase.

Introducao

O fornecimento interrompido de oxigénio
acompanhado por isquemia miocdrdica leva ao declinio
mitocondrial no fluxo da cadeia transportadora de
elétrons (CTE) cujo o resultado é o subsequente inchago
e degeneracao mitocondrial. Nesse caso o ATP estd
esgotado, de modo que abre-se o caminho para a necrose
e morte mitocondrial com o inicio da permeabilidade
mitocondial com a abertura dos poros de transigdo de
permeabilidade mitocondrial (mPTP).!?

O conceito de lesdao de células miocdrdicas que
ocorrem apds uma isquemia / reperfusdo (I/R) envolve
duas hipéteses principais: aumento do célcio intracelular
e / ou acimulo de espécies reativas de oxigénio (ERO).
Este tltimo causando a peroxidagao sarcolemal da camada
de fosfolipidio celular, que leva a perda da integridade
celular e facilita a entrada de cdlcio. Durante uma
reperfusdo, o calcio entra na mitocondria como reagio a
uma variedade de estimulos e pode modular a abertura
do mPTP com os seus componentes acessorios.>*

ONO é um importante modulador do tonus vascular.
Danos funcionais no endotélio devido a formacao de
peroxinitrito sdo o resultado da combinagao de ERO
com NO. Este composto téxico pode resultar no inicio da
morte celular apoptética.” Estudos anteriores revelaram
que o extrato de vinho tinto e tratamento antioxidante
melhoraram significativamente a funcdo pds-isquémica
ventricular e contratil.*” Para reduzir a lesdo letal de
reperfusdo, novas estratégias cardioprotetoras, incluindo
o pré-condicionamento com antioxidantes e inibidores
da mPTP,® tém sido aplicados. Um dos mecanismos
fundamentais envolvendo a abertura dos canais de K+
nas mitocondrias resulta no

ATP)
bloqueio do colapso induzido pela isquemia da mPTP

sensiveis ao ATP (K*

e, assim, leva a preservagdo da func¢do mitocondrial
e ATP celular

Estudos anteriores demonstraram que o dcido gélico,
um metabdlito do propil galato, melhora o status
antioxidante e protege o coragdo e a membrana dos

(Full texts in English - http://www.onlineijcs.org)

lisossomos contra o estresse oxidativo induzido pelo
isoproterenol em ratos.!'” Além disso, a perfusao de
polifenol (-) - epigalocatequina galato (EGCG) durante
a isquemia reduziu significativamente o tamanho do
infarto (50%) apds a reperfusdo. Deve-se notar que
os canais mitocondriais de K*,,, desempenharam um
papel crucial na cardioprotecdo induzida pelo EGCG."
O tratamento com 4cido gélico, mostrado em Ananya
(2012), melhorou a cicatrizacdo da tlcera aumentando a
razdo e-NOS / i-NOS."? Em outro estudo, o dcido galico
induziu a expressdao de eNOS e modulou a vasodilatacdo e
a vasoconstri¢do dependentes do endotélio.”® A eNOS com
papel anti-inflamatério poderia proteger a célula contra
lesdes I/R através do aumento da produgdo de NO."

No entanto, levantamento da literatura mostrou que
ndo ha relatos cientificos disponiveis sobre os efeitos
antioxidantes do acido galico sobre os parametros
hemodinamicos ou expressao NOS apds a lesdo I/R.

Além disso, descobriu-se que a inibig¢do da mPTP
pela ciclosporina A preservou a morfologia mitocondrial
apos isquemia/reperfusdao miocardica, limitou a
necrose e a apoptose miocitdrias e reduziu o tamanho
do infarto (60%).*

De acordo com os factos descritos, a abertura da mPTP
induzida pelo stress oxidativo desempenha um papel
crucial na lesao letal de perfusio que é uma pedra angular
na cardioprotecgdo. O principal objetivo deste estudo foi,
portanto, investigar o efeito da combinacido de acido
gélico como um poderoso antioxidante e da ciclosporina
A como inibidor de mPTP na disfungdo hemodindmica
cardfaca, no tamanho do infarto e na expressdao de NOS
apo6s isquemia/reperfusdo no coracdo isolado de ratos.

Material e Métodos

Aprovacao ética

Os protocolos e procedimentos do presente estudo
foram aprovados pelo comité de utilizacdo e cuidado
de animais da Ahvaz Jundishapur University of Medical
Sciences (AJUMS.REC.1392.222).
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Animais

Os experimentos foram conduzidos em noventa ratos
machos Wistar pesando (250-300 g) obtidos de casa de
animais da Universidade de Ciéncias Médicas Ahvaz
Jundishapur, Ahwaz, Ird. Os animais foram divididos
aleatoriamente nos seguintes 9 grupos (Tabela 1). Em cada
grupo foram escolhidos 10 ratos utilizando a férmula
de Cochran. Diferentes doses de 4cido galico foram
dissolvidas em soro fisioldgico e administradas uma vez
por dia durante 10 dias por via oral através de uma agulha
de gavagem."” Todos os grupos foram mantidos sob as
mesmas condi¢des (temperatura controlada 22 +2°C, com
um ciclo de luz escura de 12 h fornecido com alimento
e dgua ad libitum).

Escolhemos o tamanho da amostra usando a férmula
de Cochran. Com o uso do ntimero de ratos em cada
grupo foi____. Mas nds previmos alguns desaparecidos
por causa da isquemia. Entdo, selecionamos 10 ratos em
cada grupo.

A férmula de Cochran foi:

Zi x §°

Tabela 1 — Grupos de animais que foram utilizados
neste estudo (n = 10)

Grupos’ Acido galico Ciclosporina
(mg/kg) (nM)
Placebo?
a1 C, Sall:na 0
G, Salina 0,2
1 7,
Gl G1, 5 0
G1, 7,5 0,2
G2 15 0
G2 :
G2, 15 0,2
G3 30 0
G3 :
G3 30 0,2

b

C: grupos de controle; G: grupos que receberam dcido gélico. Esse grupo
ndo foi exposto a isquemia/reperfusdo.

Drogas

Acido galico, ciclosporina A (CsA), heparina, cloreto

de 2,3,5-trifenil tetrazélio (TTC), foram adquiridos

da Sigma (St. Louis, MO); cloreto de sddio, cloreto de
potassio, sulfato de magnésio, hidrogenocarbonato de
sodio, hidrogeno-ortofosfato de potéssio, D-glicose e
cloreto de célcio foram obtidos de Merck Laboratories,
cetamina e xilazina de Alfasan Co (Woderen-Holland).

Isolamento e prepara¢iao do coragao

Os animais foram anestesiados com Ketamina HCL
(50mg.kg-1), xilazina (2-5mg.kg-1) e para prevenir a
coagulagdo sanguinea foi injetada heparina (1000 U.kg-1,
IP). A traquéia foi canulada e os animais foram ventilados
com ar ambiente utilizando um ventilador de roedores
(UGO BASILE, modelo: 7025)."5 O peito foi aberto e as
costelas foram removidas e, em seguida, uma canula
de aco foi colocado na aorta e firmada com uma sutura.
O coragao foi imediatamente perfundido com solugao de
Krebs-Henseleit. Em seguida, o coragao foi rapidamente
excisado e transferido para um aparelho de Langendorff
enquanto era continuamente perfundido com a solugéo a
uma pressdo (60-70 mmHg) e temperatura (37° constantes
(60-70 mmHg) (37°C). Antes de iniciar as experiéncias, o
tampao foi borbulhado com 02-5% de CO2 a 95% para
se obter um pH de 7,4.

Um baldo de latex cheio de d4gua que foi ligado a um
transdutor de pressdo por uma agulha de ago inoxidével
que foi introduzida através do atrio esquerdo no
ventriculo esquerdo para medir a pressdo ventricular
esquerda (PVE). O coragdo foi colocado numa camara
de vidro revestida a 37°C de temperatura e abastecido
com um periodo de 25 a 30 min para atingir o equilibrio
antes de qualquer experimento. O volume do balao foi
ajustado de forma que a pressao diastdlica final do VE
(PDF) atingisse 5-10 mmHg.

Utilizou-se um sistema de alimentacdo de forca
(Power lab, AD instrument, Australia) para analisar o
sinal do transdutor de pressdo. A pressao ventricular
esquerda desenvolvida (PVED), pressdo sistdlica
ventricular esquerda (PDVE), PDF ventricular, taxa
maxima de aumento (+ dp.dt-1 max) e taxa méxima de
queda (-dp.dt-1 max) de PVE e o produto de taxa de
pressdo (RPP, produto de PDVE e frequéncia cardiaca) e
o angulo II do ECG foram registados. Todos os coragdes
foram perfundidos durante 25-30 min antes da inducao
de isquemia para permitir a estabilizacdo da PVE e da
Pressdo de Perfusdo Corondria (PPC). Em seguida, eles
foram submetidos a uma isquemia global sem fluxo de
30 min, seguida de 60 min de reperfusdo.'® A indu¢ao bem
sucedida da isquemia foi determinada pela elevagdo do ST
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no eletrocardiograma. A frequéncia cardiaca e a pressao
de perfusao foram constantemente monitoradas.” A CsA
foi dissolvida em etanol e adicionada a uma solucédo de
perfusdo. Apés 30 min de isquemia, os coragdes foram
reperfundidos com 0,2 utM de CsA durante 10 min e
depois a reperfusao continuou com tampao de solugio
Krebs-Henseleit comum.!” Os parametros cardiacos
acima mencionados foram medidos no final da isquemia
e a cada 15 minutos durante o periodo de reperfusao.

Determinacao do tamanho do infarto

No final das experiéncias acima mencionadas, o
coragdo foi cortado em fatias (2 mm de espessura) e
incubado com TTC a 1% durante 20 minutos a 37°C de
temperatura. Em seguida, as fatias foram incubadas em
formalina a 10% durante 60 minutos. E depois, a drea do
infarto foi medida pelo célculo da porcentagem da area
total de fatia em ambos os lados através da utilizagdo do
software de andlise de imagem (NIHimagepro.1.16)."”

Avaliacao da expressao de eNOS e mRNA

As amostras de tecido foram congeladas durante
1 més. No dia da experimentacdo, o RNA total foi
extraido das amostras de tecido congelado utilizando
reagente Trizole (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN).
A concentracdo do RNA total foi determinada por
espectrofotometria (Bio Photometer Plus, Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha). Lemos o RNA a 230 e 260nm.
As amostras que estavam em 1,9-2,1mm foram
selecionadas para continuar a avaliagao. As outras foram
excluidos do estudo.

O ¢DNA, de acordo com as instrugdes do fabricante,
foi sintetizado a partir de 111g do RNA total com o kit
Reverse Transcription (Fermentase, Inglaterra).

Foi realizada a transicio reversa e reacdo na cadeia
da polimerase (RT-PCR) para determinar os niveis de
RNAm (endotelial) (eNOS) das isoformas constituintes
e indutiveis da sintase do 6xido nitrico (iNOS) no tecido
ventricular dos ratos.’®

Amplificacdo de PCR

A soluc¢do de PCR continha 10 ul de cADN
monocatenario, 5ul de buffer de PCR 10X, 10 mM
MgCl2, 25 Pico mol de ambos sentidos (5_-ACC ACA
GTC CAT GCC ATC AC-3_) e antisentido (5_-TCC
ACC ACC CTG TTG CTG TA - 3_) primer GAPDH.”
Proporcionou 400 pb de GAPDH, 25 pico mol de ambos

sentidos (5_-CGA GAT ATC TTC AGT CCC AAGC-3_)
e antisentido (5_-GTG GAT TTG CTG CTC TCT AGG-
3_) eNOS primer,"” que produziu 200 pb de eNOS, e
25Picomoldesentido (5" CACCTTGGAGTTCACCCAGT3)
e antisentido (5 "ACCACTCGTACTTGGGATGC3)
iNOS primer,* que produziu 220 pb de iNOS mensagem,
5U/ul Termophylus Acquaticus (Taq) ADN polimerase
(Cinagen, Iran, ) e 4gua até um volume final de 50 pl.

O programa de ciclagem consistiu de incubacao a
95°C durante 3 min (eNOS e GAPDH) e a 94°C durante
45s para (iNOS) para ativar a Taq DNA polimerase
e 35 ciclos de dois passos com desnatura¢do a 60°C
durante 60s (eNOS e GAPDH) e 60°C para 45s (iNOS) e
recozimento/extensao a 72°C por 10 min para todos eles.
O modelo de controle negativo (H2O) foi rotineiramente
executado em cada PCR. Os produtos de PCR foram
executados em electroforese em gel de agarose a 2%
e fotografados apds coloragdo com brometo de etidio
sob UVlight. Os niveis de expressao de todos os genes
foram normalizados contra a expressao de GAPDH
(calibrador interno para carga e normaliza¢do de molde
de RNA iguais). Utilizando um sistema densitométrico
computadorizado (Imagem J),'* as bandas no gel foram
digitalizadas e quantificadas.

Anadlise estatistica

Os resultados foram analisados utilizando SPSS versao
16 e expressos como Média + SEM. As comparagdes entre
os grupos foram realizadas utilizando ANOVA de uma
via ou ANOVA de medigao repetida seguida por teste
de comparagao multipla de LSD. Valores de P inferiores
a 0,05 foram considerados significativos. A normalidade
foi verificada utilizando o teste de Kolmogorov Smirnov.
Foram analisadas as alteragdes hemodindmicas entre o
grupo de controle e outros durante as 2 horas de teste.
Este periodo incluiu o periodo pré isquemia, isquemia e
reperfusao. Durante este tempo registramos as alteragdes
repetidamente. O objetivo principal foi comparar essas
alteracdes entre os grupos controle e tratados. Assim, a
comparacdo dentro de cada grupo nao foi realizada.

Resultados

Efeitos do acido galico + CsA sobre a funcao
miocardica
A contratilidade miocardica (mostrada como + dp.dt”)

foi diminuida em quase todos os grupos, como
mostrado na Tabela 2. Embora o pré-tratamento com
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acido galico (7,5-30mg.kg™") sozinho nao tenha tido
efeitos significativos, a CsA melhorou a contractilidade
significativamente comparado com o controle (p <0,01).
No entanto, a combinagdo de 4cido galico (15 mg.kg’) e
CsA apresentou efeitos de melhora mais significativos na
contratilidade (p < 0,001). Também a forma combinada
melhorou a contractilidade em comparagdo com a CsA
apenas (p < 0,05) e ndo teve efeito significativo com acido
gélico sozinho.

Além disso, doses diferentes de dcido galico ou CsA
isoladamente nao tiveram efeitos significativos no

PDVE, enquanto a administragdo de 4cido gélico (7,5 e
15mg.kg-1) + CsA melhorou PDVE significativamente
(p < 0,05, Tabela 2). O PSVE foi aumentado pelo
pré-tratamento de dcido galico (7,5 e 15mg.kg-1) em
combinacdo com CsA (p < 0,05); Mas o efeito combinado
de 15 mg.kg-1 de acido galico + CsA foi mais significativo
do que o de pré-tratamento com &cido galico (7,5 mg.kg-1) +
CsA em comparagdo com o controle (p < 0,01, Tabela 2).
Este aumento nao foi significativo em comparagdo com

CsA ou galico sozinho.

Tabela 2 — Parametro hemodinamicos durante os periodos de pré-isquemia e reperfusdo (60 min apds isquemia) do

protocolo de isquemia-reperfusao

Grupo! +dp/dt -dp/dt PDVE PSVE DP FC FrC

Pré 2991,2+384 1615,5+237,5 90+15,1 95.5+15.2 27989,5+5499,9 11,2+1 273,7+12,6
Controle

Pos 605,6+72,3 291,7+37,4 229+29 33.3£5.3 4319,2+394 4,1+0,5 171,2+15,6

Pré 2342,7+278,9 1067,4+152,4 68,4+9,1 74+9,1 18084,8+3672,1 11,8+1,1 236+10,5
G75

Pos 1358,3+546,9 504,2+215,6 41,2+14,3 59,5+11,5 8970,4+3516,9 6,2+1,5 200,8+21,9

Pré 2801243126  1242,7+131,5 67,351 74,2452 19349,7+1273,5 11,7+0,8 281,3+9,1
G15

Pos 820,5+134 321,7+59,6 25,2+34 37,5+4,2 3934,6+903,7 5,4+1 152,8+18,3

Pré 2367,3+210,8 1507,9+568,7 64,4+7,9 71,9+7,8 18409,3+2323 4 10,3+1 257,7+13,3
G30

Pés 840+141,4 306,9+56,3 39+8,3 51,8+7 6271,9+2153,9 5+0,6 151,6+24

Pré 3036,4+374,5 1470,2+236,2 82,1+10,2 88,1+9,9 23409,6+2442,3 10,4+1,2 292+14
CsA 7 6£0.9"

Pos 1510+319,9™ 670+142,1 36,3+7,6 53,5+7,1 8881+1623,9 (/P:;m(;> 210,9+19,1

Pré 2477,9+192,7 1165,6+168,6 66,6+5 72,1+5,7 15614,3+1681,6 10,4+1,1 234+16,6
G75+CsA B 63,8+7" 73,8+20,1° 11486,5+5450,9

P6s 1016,62259  402,8+128,8 P oo o 53+13  1939+19,6

Pré 2764,9+208 1614,4+213,5 89,113 94+12 23173,8+3674,2 10,7+1,2 243,6+9,2
G 15+ CsA 2142,1+3149™%  841,4+109,5™* 54,1+8,3" 88,8+10,3" 10063+1601,6™ 7,7+£1,9"

Pé 187+17,2

(p=0,007) (p=0,03) (p=0,007) (p=0,002) (p=0,001) (p=0,007)

Pré 2554,4+180 1164,4+123,9 72,57 78,9+7,2 20498+2285,7 8,6x1 283,2+17,7
G 30+ CsA

Pos 911,3+198,2 327,6+77,4 22,6+44 35,8+6,1 4462+1050,4 6,5+1,5 186,8+24

! Controle: grupo de controle, G7,5: dcido gadlico (7,5 mg / kg), G15: dacido galico (15 mg / kg), G30: dacido galico (30 mg / kg) CsA: ciclosporina
A, G7,5 + CsA (acido galico (7,5 mg /kg) + CsA), G15 + CsA (dcido galico (15 mg / kg) + CsA), G30 + CsA (acido galico (30 mg /kg) + dp / dt:
Taxa maxima de aumento da pressao do ventriculo esquerdo, - dp / dt: taxa minima de aumento da pressao ventricular esquerda, PDVE: pressao
desenvolvida ventricular esquerda; PD: produto duplo, FC: fluxo coronariano; FrC: frequéncia cardiaca; Pre: pré-isquemia; post: pos-isquemia.
*p < 0,05: em comparagdo com controle, ** p < 0,01: em comparagdo com controle, *** p < 0,001: em comparagdo com controle. #: Comparado

com CsA sozinho.
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O produto de pressdo de taxa (RPP) foi diminuido
em quase todos os grupos, como mostrado na
Tabela 2. Embora o pré-tratamento com acido gélico
(7,5-30mg.kg -1) sozinho nédo tenha tido efeitos
significativos no PD, a combinagdo de acido gélico
(15 + CsA mg.kg -1) e CsA melhorou significativamente
em comparacdo com o controle (p < 0,001 ). Neste caso,
a comparagdo de combinagdes tratamento com CsA ou
gélico sozinha nao foi significativa.

Fluxo corondario

O fluxo coronariano diminuiu em todos os grupos
durante a reperfusdo pés-isquémica em comparagao com a
pré-isquemia. A administragdo de acido galico (15mg.kg-1) +
CsA e CsA melhorou o fluxo coronariano significativamente
para o valor pré-isquémico normal comparado com o
controle (Tabela 2). Contudo, outras doses de dcido gélico
sozinhas ou numa forma combinada néo tiveram efeitos
significativos no fluxo corondrio em comparacdo com o
controle ou a CsA sozinha. Também o 4cido gélico sozinho
nao teve efeito significativo em comparagdo com a sua
forma combinada.

Frequéncia cardiaca

No inicio do experimento, a frequéncia do coracdo
isolado em todos os grupos nao foi diferente entre

si (periodo pré isquemia). No entanto, no final da
reperfusdo, a frequéncia cardiaca de todos os grupos
foi significativamente reduzida em comparagdo com o
controle (p < 0,05, Tabela 2), mas esta redugdo nao foi
significativa em comparagdo com CsA ou &cido galico
isolado. No entanto, a administracdo de CsA sozinha
aumentou ligeiramente a frequéncia cardiaca durante

os primeiros 60 minutos de reperfusao.

Efeitos do dcido galico + CsA no tamanho do infarto
do miocardio

O tamanho do infarto do miocardio foi expresso como
a razdo percentual da area do infarto para a area total.
Esta razao foi de 26,74 + 2,35% para o grupo controle
submetido a 30 min de isquemia e 1h de reperfusio
(Figura 1). Apesar do fato de que houve uma redugao
significativa no tamanho do infarto para aqueles grupos
que receberam 4cido galico 15,30mg.kg -1 ou CsA sozinho
(p < 0,05, ANOVA unidirecional seguido de LSD), essa
redugdo para esses grupos recebendo acido gélico (15 ou
30mg.kg -1 doses) + CsA foi muito mais significativo em
relacgdo ao controle (p < 0,001, uma via ANOVA seguida
de LSD). Nao houve diminuicdo significativa entre a
forma combinada em comparagdo com CsA ou acido

gdlico sozinho.
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Figura 1 — Efeitos do dcido gdlico e/ou ciclosporina A (CsA) no tamanho do infarto do miocdrdio (média + SEM, n = 10) de diferentes grupos de ratos.
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Os animais receberam trés doses diferentes de acido
galico (7,5, 15 e 30mg / kg) durante 10 dias antes do
isolamento do coragdo e indugdo de isquemia (30 min) e
reperfusdo (1 h) sem ou com CsA (0,2 1M, 10 min antes e
durante a reperfusdo). Os animais de controle receberam
solugdo salina normal como solvente de acido gélico.
O tamanho do infarto do miocardio é expresso como a
relacdo entre a drea do infarto e a area de risco total em
percentagem. * Indica diferenga significativa com o grupo
de controle (* p < 0,05, *** p < 0,001, n = 10 por grupo
uma ANOVA seguida pelo teste LSD).

Efeitos do acido galico e ciclosporina na expressoes
eNOS e iNOS mRNA

A analise dos resultados de PCR revelou que a
isquemia / reperfusdo diminuiu os niveis de expressao
de RNAm de eNOS no grupo de controle em comparagao
com ratos placebo operados, mas a expressdo de RNAm
de iNOS aumentou no grupo de controle em comparagao
com sham. Os niveis de RNAm de eNOS foram
significativamente aumentados em animais tratados
com acido galico (G7,5, G15 e G30 mg / kg) ou tratados
com CsA (0,2 pM) sozinhos, em comparac¢do com o
grupo de controle (p < 0,001; ). Os niveis mais elevados
de expressdo de mRNA de eNOS foram observados
na administragdo de dcido galico concomitante e CsA
em comparacdo com controle. (p < 0,001, Figura 2a).
A elevagao da expressao de RNAm néo foi significativa
em comparagdo com CsA ou gélico sozinha.

A expressdao de RNAm de iNOS diminuiu
significativamente usando acido galico (G15 e
G30 mg /kg) ou CsA sozinha comparada com a do
grupo de controle, contudo a combinacdo de ambos os
farmacos induziu mais redugao com doses mais baixas
de acido gélico (G7,5 + CsA, G15 + CsA) (p < 0,001,
Figura 2b) e figura suplementar. As alteracdes
mencionadas ndo foram significativas em comparagéo
com CsA ou galico isoladamente.

Os dados foram expressos como a média + SEM.
Os animais receberam trés doses diferentes de dcido
gélico (7,5, 15 e 30 mg.kg-1) durante 10 dias antes do
isolamento do coragado e indugdo de isquemia (30 min) e
reperfusdo (1 h) sem ou com CsA (0,2 1M, 10 min antes
e durante a reperfusao). A anélise de resultados de PCR
quantitativos revelou que a administragao de acido galico
reduziu a expressdo de mRNA de iNOS mas aumentou
a de eNOS.

Os dados foram expressos como a média + SEM.
Os animais receberam trés doses diferentes de acido

gélico (7,5, 15 e 30mg.kg-1) durante 10 dias antes do
isolamento do coracdo e indugdo de isquemia (30 min) e
reperfusdo (1 h) sem ou com CsA (0,2 utM, 10 min antes
e durante a reperfusao). A andlise de resultados de PCR
quantitativos revelou que a administragdo de acido galico
reduziu a expressdo de mRNA de iNOS mas aumentou
a de eNOS.

Para a descrigdo de grupos experimentais, veja a
legenda da Fig. 2a, e b. Os asteriscos indicam uma
diferenca significativa. *** p < 0,001 em comparacdo com
o grupo de controle (n = 6).

Discussao

Como esperado, as fungdes cardiacas tais como
contractilidade, DP, fluxo coronariano e PDVE reduziram
durante isquemia e reperfusdo. Os resultados deste
estudo mostraram que embora o pré-tratamento de
animais com acido galico sozinho, como antioxidante,
tenha reduzido o tamanho do infarto, nao teve efeitos
significativos sobre as fung¢des cardiacas. Além disso, a
reperfusao do coracdo com CsA melhorou parcialmente
as fungdes cardiacas e reduziu o tamanho do infarto.
No entanto, a combinagdo de ambos os farmacos teve
efeitos mais significativos no desempenho cardiaco e na
reducdo do tamanho do infarto.

O quarto objeto foi medir o tamanho do infarto.
Outros estudos mostraram que este parametro aumentou
apds 3 horas de reperfusdo em comparagao com 1 hora?!
com colora¢do com TTC. Assim, nés o avaliamos apds
1 hora de reperfusdo de acordo com os nossos principais
objetos de estudo (investigacdo das alteragdes durante o
inicio da reperfusdo ndo depois).

Sob condi¢des normais, ha um equilibrio entre
a formacgao de pro-oxidantes e a quantidade de
antioxidantes. Durante a I/R, o comprometimento
da fun¢do miocardica é atribuido principalmente a
interrupgdo do referido equilibrio e a elevagdo da
producdo de ERO.” Foi demonstrado que o excesso de
ERO poderia levar a formacdo de peroxinitrito a partir
de radicais NO em resposta a sua combinagdo com dnion
superéxido e danificar as células dos tecidos vascular
e cardiaco.”® Além disso, a peroxidagao lipidica da
membrana celular exacerba a deple¢do da energia celular
devido ao dano das enzimas mitocondriais. Além disso,
os acidos nucleicos, a integridade da membrana celular,
o reticulo sarcoplasmatico (SR) e a fun¢do de permutador
Na + -Ca2 + sdo danificados, de modo que ocorrem
sobrecargas Ca2 + intracelulares e mitocondriais.*
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Ap6s estes eventos, o excesso de Ca2 + induz a disfungao
das enzimas mitocondriais, despolarizacio da membrana
e abre a mPTP nos midcitos cardiacos? Durante a
isquemia, devido a interrupgao da cadeia de transporte
de elétrons (ETC), a produgdo de ATP é prejudicada e a
célula é esgotada de fosfatos de alta energia.”® Apds estas
lesdes, devido ao metabolismo anaerdbio e ao acimulo
delactato e piruvato, a acidose intracelular é aumentada,
e entdo ocorre o desacoplamento da fosforilacao
oxidativa que, por sua vez, leva ao inchago mitocondrial.

Este ciclo vicioso leva a morte celular necrética e

disfungdo cardiaca.? Apés a abertura da mPTP, o
citocromo C é libertado dentro do citosol, interage com
o factor 1 de activagdo da protease da apoptose (APAF-1)
e conduz a activacdo da caspase-9 que activa a caspase 3

que é a chave executora para a sinalizagdo apoptética.”

Durante os ultimos anos, algumas estratégias de
protecdo cardiovascular foram aplicadas para reduzir as
lesdes letais de I/R, incluindo pré e pés-condicionamento
por antioxidantes, por ativadores da via de quinase
de salvamento de lesdo por reperfusdo (RISK), pela

inibigdo de proteina quinase c-delta e, finalmente, por
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inibidores de mPTP tais como CsA ou sanglifehrina A.*
Neste estudo, nossa estratégia foi proteger o coragdo
usando antioxidante e impedir a abertura da mPTP.
Por meio desta hipétese, a hiptese de que a célula pode
ser isolada contra o anteriormente mencionado ciclo
vicioso que leva a abertura de mPTP e, em seguida, para
a interrupcao da producado de ATP.*

Estudos anteriores demonstraram que o acido
gdlico poderia melhorar o estado antioxidante através
da inibicdo da peroxidagdo lipidica e que protege
a membrana do coracdo e do lisossomo contra o
estresse oxidativo induzido pelo isoproterenol em
ratos.” Além disso, durante a I/R, a administracdo de
polifenol (-) - epigalocatequina galato (EGCG) reduziu
significativamente o tamanho do infarto em 50% e
os canais mitocondriais KATP desempenharam um
papel crucial na prote¢do cardio induzida por EGCG.*
Além disso, EGCG inibe a transcri¢do da 6xido nitrico
sintase induzivel.’' Por outro lado, foi relatado que
a inibi¢do da mPTP por CsA manteve a morfologia
mitocondrial apds a lesdo I/R em coelhos e que limitou
a necrose miocitdria e a apoptose.”

Demonstrou-se que a reperfusdo teve alguns efeitos
prejudiciais devido a produgdo de ERO e desordens
de PH durante o periodo de isquemia. Esse fendmeno
é dependente do tempo e pode levar a morte celular e
lesdo miocardica, que é chamada de “lesdo de reperfusao
letal”.® Neste estudo, tivemos vdrios propdsitos.
O primeiro de nossos objetivos foi investigar a expressao
de eNOS durante o tempo inicial de reperfuséao.
Também outros estudos sugeriram que a expressado de
eNOS aumentou dependendo do tempo durante o inicio
da reperfusdo (1 hora) e a expressao de iNOS no final
dela (3-24 h). Este aumento tem alguns efeitos prejudiciais
via producido de NO. O NO reage com os ERO que foram
produzidos durante a isquemia e formaram uma grande
quantidade de ONOO- que foi levada a apoptose celular
A NO tem efeitos bidirecionais: valores moderados
tém efeitos protetores, mas um nivel alto é prejudicial.
O segundo objetivo foi encontrar um dos mecanismos
de como os antioxidantes podem melhorar a disfuncao
hemodindmica e endotelial através da producdo de
NO e sua fonte durante a reperfusdo precoce (via
eNOS protetora).’* Assim, selecionamos uma hora de
reperfusdo que esta relacionada a atividade da eNOS.
Terceiro: medimos a atividade enzimatica para avaliagdo
de estresse oxidativo e lesdo celular por infarto do
miocardio no periodo de reperfusdo imediata, periodo
em que esta tipicamente em seu méximo® e publicamos o

resultado, sendo que a maior variagdo ocorreu durante os
primeiros 15 minutos de reperfusao®e por isso medimos
esses parametros a cada 15 min como em outros métodos
de estudo® porque a lesdo I/R foi agravada pelo tempo
e nosso objetivo foi investigar o papel preventivo do
inibidor antioxidante ou mPTP e o efeito combinado
de ambos durante o tempo total da experiéncia.
famos verificar a gravidade da lesao I/R ap6s 60 min de
reperfusdo quando a producdo de NO derivada de eNOS
foi afetada pelo pré-tratamento com diferentes doses de
antioxidante”* sozinho ou combinado com um inibidor
de mPTP (CsA). Porque outros estudos mostraram que
a inibi¢do da transi¢do de permeabilidade mitocondrial
com esta droga pode impedir a expressdo de eNOS.*
Concluimos que nosso antioxidante (dcido galico)
modulou a lesdo I/R através da produgdo de NO e este
NO foi derivado de eNOS ndo iNOS. A investigagdo das
alteragdes hemodinamicas durante a reperfusdo tardia
néo foi o principal objetivo do nosso estudo.

Apesar de ter observado que o fluxo aumentou de
forma insignificante durante a reperfusdo nos coragdes
de animais pré-tratados apenas com &cido galico,
concluimos que a sua combinacdo com CsA teve efeitos
mais significativos. A melhora acima mencionada na
funcdo cardiaca, observada em nosso estudo, pode
ser atribuida aos efeitos antioxidantes do acido galico.
Parece que o vasculhamento de ERO por 4cido galico ja
relatado'® poderia proteger as células contra o estresse
oxidativo e nitosativo. Além disso, por inibi¢do da
producdo de nitrito proxy, poderia manter a fungao
do endotélio e o tonus vascular. Estudos anteriores
mostraram que o acido gélico aumentou a expressao
da eNOS?. Um aumento na atividade de iNOS e uma
diminui¢do na atividade de eNOS durante a isquemia
foram relacionados a lesoes de I/R. Nossos resultados
mostraram que a expressdo de iNOS poés-isquemia no
grupo de controle aumentou para 1,6 vezes a do grupo de
placebo. O tratamento com 4cido galico ou CsA sozinho
elevou a razdo original de eNOS / iNOS 2 vezes, mas
a combinagdo de ambos os farmacos foi mais eficiente.
E porque a expressao de eNOS dobrou trés vezes, usando
acido galico com CsA, mas a expressao de iNOS foi
reduzida para um quarto. Estes resultados correspondem
aos de outros pesquisadores que sugeriram o aumento
da razdo eNOS/iNOS com um anélogo do resveratrol.*
Em conjunto, nossos resultados estabeleceram que o
NO derivado da eNOS provavelmente modulou o fluxo
sanguineo e este efeito € mais eficiente na combinagédo de
acido gélico 15mg / Kg com CsA. Além disso, a expressao
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de eNOS aumentada pelo uso de todos os compostos
poderia ser atribuida a uma maior biodisponibilidade
de NO durante a lesdao I/R.* Além disso, nossos
resultados revelaram que a contratilidade (xdp.dt?),
RPP, PDVE e frequéncia cardfaca foram melhoradas
nos grupos perfundidos por CsA em combinacdo com
pré-tratamento com acido galico. Este efeito pode ser
atribuido a preservacdo da mitocondria contra ERO,
aumentando a capacidade antioxidante com acido
gdlico e através da inibi¢do da abertura mPTP por CsA.
Assim, 0 ATP poderia ser mantido na célula e a sobrecarga
de Ca* foiimpedida devido a captagdo aumentada de Ca**
para a SR pela ativagdo da via RISK. Portanto, a interacao
de elementos contrateis entre si poderia ser melhorada e
tornar-se mais rdpida.* No entanto, a utilizacdo da dose
mais elevada de 4cido gélico (30mg/kg) inverteu estes
efeitos. De acordo com outro estudo, o processo poderia
ser explicado por um efeito pré-oxidante do acido gélico
em altas doses, porque provou que o fon férrico poderia
quelar o grupo hidroxila na molécula de acido galico e
reduzir o potencial de oxidacao e desse modo perder sua
atividade antioxidante.** Além disso, a contratilidade foi
aumentada com CsA sozinha, mas ndo se recuperou com
G7,5+ CsA. Este efeito pode ser explicado com lesdes
I/R ap6s 1 hora de reperfusdo. Porque na reperfusao
de 1 hora, a contratilidade diminuiu muito mais do
que a reperfusdo de 30 minutos, de modo que a lesdo
se agravou e o efeito protetor da CsA nao conseguiu
recupera-lo ao nivel de reperfusdo de 30 minutos.
Por outro lado, ao usar doses mais altas de Galico
(G15+ CsA), o sistema antioxidante fica mais forte e
previne a produgao de ERO na mitocondria.? De fato, é
possivel que a CsA ndo possa inibir mais mPTP que foi
aberto por ERO produzido devido a lesdes de I/R ao
longo do tempo.

Alguns dos estudos controlaram a frequéncia cardiaca
com marca-passo. Também esta foi uma varidvel em
nosso estudo. N6s famos avaliar suas mudangas durante
o experimento, entdo ndo a controlamos. Devido a
comparacao dessa varidvel com o grupo controle, ndo
foi possivel fazer um viés neste estudo (todos os grupos
foram semelhantes). O objetivo deste trabalho foi
investigar as variagdes dos parametros hemodinamicos
afetados pela I/R e pré - tratamento. Assim sendo, a
frequéncia cardiaca foi uma varidvel que quisemos
avaliar por si mesma, sem qualquer intervencao (O uso
do marcapasso ndo satisfez este objetivo). Existem outros
estudos que utilizam este método.®

Outros estudos mostraram que o tamanho do infarto
aumentou apds a reperfusdo* com coloragdo TTC.
Assim, nés o avaliamos durante o inicio da reperfusdo.

Neste estudo, o tamanho do infarto foi
significativamente reduzido pelo acido gélico ou
CsA sozinhos (quase 15%), mas esta redugdo foi mais
significativa pela administracdo concomitante destes
dois farmacos (quase 25%). Este efeito pode ser atribuido
a ativagdo de um grupo de proteinas quinases que
melhorou a desacoplamento da fosforilagdao oxidativa e
impediu o inchago das mitocondrias e a morte celular.*
A inibicdo de mPTP provocou a ativagdo das vias
antiapoptéticas e RISK e representou um mecanismo de
sobrevivéncia celular programada. Também observamos
que a administragdo de ambos os farmacos melhorou a
contratilidade miocardica mais do que a administracdo
de cada farmaco sozinho.

Ja foireconhecido que a CsA nédo é apenas um inibidor
de mPTP. Também inibe a calcineurina que modula a
morte mitocondrial. Enquanto outros estudos relataram
que a utilizagdo de FK506, um potente inibidor de
calcineurina que é 100 vezes mais potente do que CsA,
ndo afectou a ativagdo da caspase. Portanto, o papel da
CsA no bloqueio dos poros mitocondriais pode ser mais
importante do que seus outros papéis. Além disso, outros
estudos relataram que o uso de CsA em doses baixas ndo
tem efeitos toxicos.*” Utilizamos a dose mais baixa de
(0,2 pM), muito inferior a de (20 mg.kg-1) utilizada
por outros estudos,* mas pode ser insuficiente para
inibir o maior nimero de mPTP. Por conseguinte, o
efeito de doses mais elevadas do inibidor de mPTP que
até agora nao foi explorado é altamente responsavel
por agugar o interesse de investigadores e pesquisadores
especializados em estabelecer uma investigagédo
mais minuciosa.

Conclusao

Em conclusao, o uso de dcido gélico como antioxidante
concomitante com a preservagao da mitocondria por CsA
como inibidor de mPTP em G15 + CsA em comparagao
com o controle, poderia ter efeitos mais benéficos sobre
a disfungao cardiaca, expressdes iNOS e NOS endotelial
induzidas por lesdo I/R .

Limita¢Ges do estudo

Tivemos algumas limitagdes em nosso estudo, por
exemplo, nosso financiamento e instalagdes foram
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muito limitados. Portanto ndo pudemos fazer mais
experimentos. Por exemplo, ndo conseguimos fazer
qPCR por causa dos recursos e limitagéo de instrumentos.
Entdo, nos obrigamos a fazer as experiéncias usando
as instalagdes que estavam disponiveis. Além disso,
limitamo-nos a medir a expressdo da proteina.
Também tivemos limitagdes para a andlise da fungéo e

morfologia mitocondriais.

Aprovacao ética

Os protocolos e procedimentos do presente estudo
foram aprovados pelo comité de cuidado e uso de animais
da Universidade de Ciéncias Médicas Ahvaz Jundishapur
(AJUMS.REC.1392.222).
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