UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

OZELIA SOUSA SANTOS

Efeitos do tempol sobre as alteracdes hemodinamicas

associadas a embolia pulmonar aguda em carneiros

Ribeirao Preto - SP
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



OZELIA SOUSA SANTOS

Efeitos do tempol sobre alteracdes hemodinamicas

associadas a embolia pulmonar aguda em carneiros

Dissertacdo apresentada a Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo para
obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncias.

Area de Concentragdo: Farmacologia

Orientador: Prof. Dr. José Eduardo

Tanus dos Santos

Ribeirao Preto — SP
2010



AUTORIZO A REPRODUGAO E DIVULGAGAO TOTAL OU PARCIAL DESTE
TRABALHO, POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA
FINS DE ESTUDO E PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Ficha Catalogréfica

Sousa-Santos, Ozélia

Efeitos do tempol sobre alteragcdes hemodindmicas associadas a embolia
pulmonar aguda em carneiros / Ozélia Sousa Santos; orientador José Eduardo

Tanus dos Santos.
-Ribeirao Preto, 2010.

Dissertacdo (Mestrado — Programa de Pds-Graduagdo em Farmacologia.
Area de Concentracéo: Farmacologia Cardiovascular) — Faculdade de Medicina

de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo.

Palavras-Chave: embolia pulmonar aguda; estresse oxidativo; ventriculo direito;

antioxidantes, metaloproteinases da matriz; troponina | cardiaca




FOLHA DE APROVACAO
Ozelia Sousa Santos
Efeitos do tempol sobre alteragcbes hemodindmicas associadas a embolia

pulmonar aguda em carneiros.

Dissertacao apresentada a Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo para obtencao
do titulo de Mestre.

Area de Concentragdo: Farmacologia

Aprovado em:

Banca Examinadora

Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos

Instituicdo: FMRP-USP Assinatura:
Prof. Dr.

Instituicdo: Assinatura:
Prof. Dr.

Instituicao: Assinatura:



Dedicatoria

‘Se um dia, jda mulher feita e respeitada, sentires que a terra cede a teus pés, que
tuas obras se desmoronam, que ndo hd ninguém d tua volta para te estender a
mdo, esquece a tua maturidade, passa pela tua mocidade, volta a infdincia e
balbucia as iltimas palavras que sempre te testardo na alma: MET PAIL

MINHA MAE’, a quem dedico este trabalho.



Agradecimentos

Sabiamente, jd dizia o rei Salomdo: “O principio da sabedoria estar em servir a Deus”, ndo agradecé-Lo em
primeiro lugar seria negar sua perceptivel e minuciosa atua¢do em minha vida em todos esses anos de carreira
académica. A Deus minha gratiddo e adoragdo.

Segqundo Mozart, “para conquistarmos algo na vida ndo basta ter talento, ndo basta ter forca, é preciso
também viver um grande amor”. Tenho vivido este grande amor ao lado do meu super esposo, Sandro
(amorin). A vocé, querido, meu infinito amor, carinho e gratiddo, por participar de maneira ativa, emocional
e moral em todas as minhas conquistas. Te amo!

Aos meus alicerces: Batista (painho), Mercedes (mdezinha linda) Odicicléia (maninha e amiga) Ozéias
(maninho e amigo), Thaiz e Silvio (cunhados) e Hillary (fofura da titia). Eu diria que se podem ter milhoes
de amigos, milhdes de fases, milhoes de qualidades, milhdes de defeitos, mas no fim, quem vai estar do seu
lado em todas as suas atitudes, ndo importa o seu jeito ou o que vocé faga, que vai te aceitar do jeito que
vocé é, é a sua FAMILA. Eu aprendi que o melkor brinquedo é a sua familia. Brinquedos vivos, que ddo e
recebem, que nos fazem crescer e crescem também pelas nossas mdos. Que se transformam depois em grandes
amigos para toda a vida, em companhia sempre presente de qualquer maneira. Em algo que fica quando se
perde tudo aquilo a que nos conduziu a nossa loucura, quando se perde o que o tempo nos vai levando. Posso
dizer que sou uma pessoa de grande privilégio, pois tenho a melhor familia que alguém poderia ter. Tenho as
pessoas mais loucas, mais retardadas, mais felizes, mais unidas, mais amadas. Tenho vocés...

Ao Prof. Dr. José Eduardo Tanus dos Santos, por acreditar em minha capacidade quando nem eu acreditava
e por me ensinar que as ‘raizes do estudo sdo amargas, mas seus frutos sdo doces” (Aristételes). Obrigada
professor, sua participagdo foi fundamental nesta conquista.

Ao Prof. Or. Paulo R, Evora que gentilmente concedeu seu laboratdrio para a realizacdo dos experimentos.

Aos membros julgadores dessa dissertagdo, Prof. Dr. José Antonio Baddini Martinez e a Prof*. Dr’. Patricia
RieRen Macedo Rocco pelas bem vindas sugestées ao meu trabalho e a nossa linha de pesquisa.

Aos amigos Karina Coutinho, Ellen Rizzi e Carla Ceron que contribuiram com importantes colaboragies
para este trabalho, além claro, de suas amizades. E aos demais amigos do Laboratério: Joice Muniz, Fldvia,
Vanessa Belo, Ana Carol, Ana Laura, Vanessa Fontana, Pimela, Ricardo, Ingrid, Tatiane, Marcelo
Luizon, Caroline Demaq, Vania, Valéria, Juliana, Jefferson, Stephany, Lorena, Dani, Diogo, Alisson.

Um destaque especial aos amigos Evandro Neto, peca fundamental no meu desenvolvimento intelectual e
técnico nesses anos, e ao Marcelo Montenegro, meu carinho mais que especial por ter participado da
construgdo dos meus conceitos preliminares sobre a ciéncia. Saibam vocés que celebrar a vida é somar
amigos, experiéncias e conquistas, dando-lhes sempre algum significado. No meu processo de formagdo
cientifica vocés ndo tiveram ‘algum significado’, vocés foram “estatisticamente significativos’. (rs)

Aos secretdrios Soninha, Fdtima e Ramon pelas orientagdes, paciéncia e ajuda desde meu primeiro contato
com esta universidade.

A CAPES (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) pelo apoio financeiro durante o
mestrado.



Quanto tempo andamos com os olhos pegados ao chao, tropecando em medos,

descrencas, desesperancgas e vazios espirituais...

Quanto tempo para erguer os olhos e, num gesto de crianga, apontar para o céu,
como se buscassemos na imensiddo uma Saudade perdida, feito ponte a nos

ligar ao Deus que preenche com sua presenca todo o infinito!

Quanto tempo para compreender que somos como sementes caidas das maos
do Divino Semeador. Cada ser, ao seu tempo, germina rompendo suas
entranhas e cascas cosmicas. No humus calido, fecundo e sofrido do chéo terra,
buscamos nutrientes e aconchego, mas é no Chéo-Deus-Vida que definidamente

florescemos e damos frutos no tempo oportuno.

Quanto tempo flutuamos a surpeficie da vida, cegos, sem rumo, obsessivos e

estressados em cacas de vento...

Quanto tempo para nos curar de nossa cegueira e perceber quao maravilhoso é

0 existir de cada coisa...

Quanto tempo semeando sonhos aos ventos, colhendo palhas em vez de graos,

lancando a sorte sem nada reter, procurando saidas em descaminhos...

Quanto tempo para caminhar com nossos proprios pés, pronunciar nossas
préprias palavras, assumir as consequéncias dos nossos proprios atos, dizer sim

guando a vida exigir sim e ndo quando a vida exigir n&o...

Quanto tempo para ir da agitacdo ao siléncio interior e escutar a Respiracéo de

Deus.

Quanto tempo para dizer com simplicidade: “Pai, estou aqui”.

(J. Alves)



Resumo

Efeitos do tempol sobre alteragdes hemodinamicas associadas a embolia
pulmonar aguda em carneiros

Embolia pulmonar aguda (EPA) é uma importante causa de morbidade e
mortalidade a nivel mundial. Ha evidéncias que o estresse oxidativo esta aumentado
em condi¢des de hipertensao arterial pulmonar, inclusive durante a EPA. Contudo, a
importancia do aumento do estresse oxidativo nas alteragées hemodinamicas apds a
EPA nao esta bem elucidada. O tempol € conhecido como um sequestrador de
radicais livres e mimético da superoxido dismutase. Neste estudo ndés examinamos
se o tempol atenua as mudangas hemodinamicas associadas a EPA. Os animais do
grupo Sham (n=4) receberam apenas infusdao de salina, no grupo EPA (n=8)
receberam infusdo de salina como pré-tratamento seguido de infusdo de coagulos
autélogos, os animais do grupo tempol+EPA (n=7) receberam pré-tratamento com
tempol (1 mg/Kg/min) seguido de indugdo da EPA, no grupo EPA+tempol (n=8)
receberam infusdo de coagulo seguido de tratamento com tempol. Foram realizadas
medidas da atividade das MMPs em amostras de ventriculo direito. A determinacéao
de espécies reativas de oxigénio no ventriculo direto foi avaliado pelo método de
DHE e a liberacdo de Tnlc por imunoensaio enzimatico. Nenhuma diferencga
significativa foi encontrada no grupo Sham. A indu¢cdo da EPA aumentou a presséao
média da artéria pulmonar (de 15 £ 2 para 37 + 6 mmHg), o indice de resisténcia

vascular pulmonar (de 211 + 71 para 558 + 153 dina.s.cm®.m™?) e a dP/dt max. (de



605 + 112 para 1143 + 309 mmHg/s) no grupo EPA (todos P <0,05). A infusdo do
tempol trinta minutos antes da indugdo da EPA atenuou a pressdao média da artéria
pulmonar para 26 + 2 mmHg e a dP/dt max. para 737 + 53 mmHg/s, (todos P <0,05).
Quando infundido trinta minutos apds a indugao da EPA, tempol produziu atenuagao
similar da hipertensao pulmonar induzida pela EPA. A atividade gelatinolitica das
MMPs foi aumentada no grupo EPA. O pré-tratamento e tratamento com tempol
atenuou os aumentos tanto na atividade das MMPs, bem como o aumento nas
concentracbes de espécies reativas de oxigénio no ventriculo direito (ambos P<
0,05). A EPA aumentou a concentragao sérica de troponina | cardiaca, enquanto tais
aumentos ndo foram achados nos animais pré-tratados ou tratados com tempol.
Estes resultados sugerem que o uso de tempol antes e apds a embolia pulmonar
aguda protege o miocardio possivelmente por reduzir o estresse oxidativo e reduzir a
degradacéao de proteinas contrateis no coragao pelas MMPs, portanto resultando em

efeitos hemodinamicos benéficos.

Palavras chaves: embolia pulmonar aguda; estresse oxidativo; ventriculo direito;

antioxidantes, metaloproteinases da matriz; troponina | cardiaca.



Abstract

Effects of tempol on hemodynamic changes associated with acute pulmonary

embolism in sheep

Acute pulmonary embolism (APE) is an important cause of morbidity and mortality
worldwide. There is evidence that oxidative stress is increased in conditions of
pulmonary arterial hypertension, even during the APE. However, the importance of
increased oxidative stress to the hemodynamic derangements after APE are not well
understood. Tempol is known as a scavenger of free radicals and a superoxide
dismutase mimetic. In this study we examined whether tempol attenuates the
hemodynamic changes associated with the APE. The animals in the Sham group
(n=4) received only saline infusion, in the APE group (n=8) received intravenous
saline as a pretreatment followed by infusion of autologous blood clots, the animals
of tempol + APE group (n=7) received pretreatment with tempol (1 mg / kg / min)
followed by induction of the APE, the APE + tempol group (n=8) received infusion of
clot followed by treatment with tempol. The activity of MMPs was measured in
samples of the right ventricle. The determination of reactive oxygen species in the
right ventricle was evaluated by the DHE and the release of Tnic by enzyme
immunoassay. No significant difference was found in the Sham group. The induction
of APE increased pulmonary artery mean pressure (15 + 2 to 37 £ 6 mmHg),
pulmonary vascular resistance index (from 211 + 71 to 558 + 153 dina.s.cm™.m™ ?)

and dP / dt max. (605 + 112 to 1143 + 309 mmHg / s) in the APE group (all P <0.05).
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The infusion of tempol thirty minutes before induction of APE attenuated the
pulmonary artery mean pressure to 26 + 2 mmHg and dP / dt max. to 737 + 53
mmHg / s (all P <0.05). When infused thirty minutes after the induction of the APE,
tempol produced similar attenuation of APE-induced pulmonary hypertension. The
gelatinolytic activity of MMPs was increased in the APE group. Pretreatment and
treatment with tempol attenuated the increases in both the activity of MMPs, as well
as the increases in reactive oxygen species concentrations in the right ventricle (both
P <0.05). APE increased the concentrations of serum cardiac troponin |, whereas no
such increases were found in animals pretreated or treated with tempol. These
results suggest that the use of tempol before and after acute pulmonary embolism
protects the myocardium possibly by reducing oxidative stress and by reducing the
degradation of contractile proteins in heart MMPs, thus resulting in beneficial

hemodynamic effects.

Keywords: acute pulmonary embolism, oxidative stress, right ventricle; antioxidants,

matrix metalloproteinases; cardiac troponin |.
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1.Introducao



1.1 Epidemiologia da embolia pulmonar aguda

A embolia pulmonar aguda (EPA), condicdo clinica que compromete
principalmente a circulagédo pulmonar, possui elevados dados estatisticos que tem
tornado-a objeto de estudo mundial. Existem poucos dados disponiveis sobre a
incidéncia de tromboembolismo pulmonar em nosso pais. Estudos nacionais
mostram que em cerca de 3% a 5% das necropsias realizadas em hospitais
universitarios num periodo de vinte e quatro anos, verifica-se a presenca de
tromboembolismo, e em 68% destes casos a condig¢ao foi imputada como causa do
obito (Mesquita, Morandi Junior et al. 1999; Golin, Sprovieri et al. 2002). O numero
de hospitalizagdes por embolia pulmonar no Brasil foi de aproximadamente 6.700
casos em 2004, segundo dados do DATASUS.

Nos Estados Unidos, é a terceira causa de morte entre os americanos, com
mais de 500.000 casos de tromboembolismo pulmonar a cada ano, resultando em
aproximadamente 200.000 6bitos (Dismuke e Wagner 1986; Horlander, Mannino et
al. 2003), sendo que somente um ter¢co desses pacientes sdo diagnosticados antes
da morte. A letalidade associada a embolia pulmonar ndo tratada é de
aproximadamente 30%. O diagnéstico rapido do problema é fundamental, pois o
tratamento reduz a mortalidade para 2% a 8% e melhora a qualidade de vida,
reduzindo a probabilidade de ocorréncia de hipertensao pulmonar tromboembdlica,
dentre outros agravantes (Carson, Kelley et al. 1992; Goldhaber, Visani et al. 1999;

Horlander, Mannino et al. 2003).
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1.2 Fisiologia da circulagédo pulmonar

A circulagdo pulmonar, também conhecida como pequena circulagao,
compreende a passagem do sangue oriundo do ventriculo direito (VD) para os
pulmdes pela artéria pulmonar. Esta se ramifica em artérias cada vez menores que
trafegam com os brénquios em diregdo as zonas respiratérias. As artérias menores
dividem-se em arteriolas que, por sua vez, dividem-se em capilares pulmonares, que
formam densas redes em torno dos alvéolos (Elliot 1992).

Algumas peculiaridades da circulagdo pulmonar resultam da baixa pressao
hidrostatica do sistema. Estas pressdes sdo cerca de 6 vezes menores comparadas
as pressdes encontradas na circulagao sistémica. Quantitativamente, temos que, em
individuos sadios e ao nivel do mar, a pressao sistolica na artéria pulmonar (PSAP)
€ de 18 a 25 mmHg e a pressao média da artéria pulmonar (PMAP) de 12 a 16
mmHg (Elliot 1992; Wood 2002). A medida do gradiente transpulmonar normal
(PMAP menos a pressao do atrio esquerdo ou pressao de oclusdo da artéria
pulmonar — Poap) € de 9 mmHg. Correspondendo a estes valores de pressoes,
temos que a RVP normal é menor que 320 dina.s.cm™.m™ ou 4 Unidades Wood (1
Unidade Wood = 80 dina.s.cm®.m™) (Reeves e Rubin 1998).

Também importante, o leito vascular pulmonar pode acomodar grandes
volumes sanguineos com pequenos aumentos na sua pressao arterial,
fundamentalmente devido as particularidades histolégicas das artérias pulmonares e

o recrutamento de capilares e arteriolas (Elliot 1992).
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A nivel histolégico, as artérias pulmonares tém uma estrutura
predominantemente elastica, o que as torna mais complacentes que as artérias
sistémicas. Em condi¢gdes normais, a rede arterial pulmonar encontra-se em estado
minimo de distensdo, no entanto, quando submetidas ao aumento de presséao
arterial se distendam mais acentuadamente (Reeves e Rubin 1998).

A propriedade de recrutamento vascular se da a existéncia de areas
pulmonares ventiladas com baixa ou nenhuma perfusao, conceituadas como areas
ou zonas pulmonares de West (West 1977). Hipoteticamente, a ventilagdo e a
perfusao alveolar deveriam ser uniformes; porém, isso nao ocorre, mesmo em um
pulm&o normal. Isto porque a diferenga gravitacional € um dos fatores que interferem
com a distribuicao do fluxo sanguineo. Como resultado desta alteracao gravitacional-
dependente, temos trés diferentes zonas pulmonares: A zona 1 de West, onde os
vasos permanecem virtualmente fechados durante a diastole, visto que a presséao
extraluminal capilar é zero ( pressao atmosférica). A zona 2 de West, onde os
capilares sao ocluidos devido a diferenca de pressao arterial e alveolar. A zona 3 de
West, localizada a base pulmonar, onde os vasos de dilatam progressivamente

(West, 1977).

1.3 Fisiopatologia da embolia pulmonar aguda

O disturbio hemodindmico causado pela EPA é o resultado de um conjunto de
fatores que tomados juntos constitui o cenario fisiopatoldgico da embolia pulmonar
aguda. Trata-se de alteragdes potencialmente fatais decorrentes de trombos

formados no sistema venoso profundo dos membros inferiores, membros superiores,
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nas veias peélvicas e renais, além de também possuirem origem gasosa, gordurosa e
amniodtica (Weinmann e Salzman 1994; Riedel 2001).

Apos migrarem pelos vasos sanguineos, os émbolos atravessam as cavidades
direitas do coracdo e causam a obstrucdo das ramificacbes arteriais dos pulmdes
desencadeando um conjunto de alteragbes hemodinamicas e bioquimicas. O grau
destas alteragcbes depende da extensdo da obstrugdo da circulagdo pulmonar, da
recorréncia de episodios tromboembdlicos, da quantidade e qualidade do émbolo e
do estado cardiovascular prévio do paciente (Rideal 2001).

A primeira alteragcdo detectada € o aumento da pressao arterial pulmonar
secundaria a elevacado da resisténcia arteriolar nos pulmdes. Quando a pressao
arterial pulmonar (PMAP) é superior a 25 mmHg em repouso ou 30 mmHg durante
esforco, ou quando os valores de RVP s&o superiores a 320 dina.s.cm™.m, temos
um quadro caracterizado como hipertensao pulmonar (Wood 2002).

Tanto o aumento da resisténcia quanto da pressao arterial pulmonar sao
consequentes, em parte, da obstrucdo mecanica do trombo, visto que alguns
mediadores humorais, como por exemplo, tromboxano A,, serotonina, endotelina-1,
fator ativador de plaquetas, histamina e algumas prostaglandinas, podem gerar
vasospasmos em segmentos ndo embolizados do pulmao, ocasionando uma
hipertensdo pulmonar desproporcional a vasculatura obstruida mecanicamente
(Rideal 2001; Wood 2002).

Outra alteracdo que contribui para elevar os niveis tensionais pulmonares € a
hipoxemia, que surge na embolia pulmonar como consequéncia do aparecimento de
areas pulmonares com uma relagao ventilagdo/perfusdo (V/Q) inadequada

(Stratmann e Gregory 2003). Esta relagdo inadequada pode se dar de duas
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maneiras: Primeiro, a perfusdo pode estar diminuida em relagao a ventilagcdo, como
observado em regides conhecidas como espago morto alveolar. Nestes espagos as
unidades pulmonares continuam ventiladas a despeito da diminui¢édo ou auséncia do
fluxo sanguineo, decorrentes da obstrucao total ou parcial dos vasos pulmonares.
Segundo, é possivel que a ventilagdo esteja diminuida em relagdo ao fluxo
sanguineo, como visto em areas com “shunt” pulmonar. Geralmente ocorre em
regides de colapso e infarto que ndo sao ventiladas, mas permanecem recebendo
fluxo sanguineo (Elliot 1992; Rideal 2001).

Quando a concentragdo de oxigénio nos alvéolos diminui abaixo da normal —
pressao arterial de oxigénio (PaO,) abaixo de 73 mmHg) — os vasos sanguineos
pulmonares adjacentes aos alvéolos sob baixas pressdes de oxigénio se contraem
no decorrer de 3 a 10 minutos levando ao aumento da resisténcia vascular periférica
(Voelkel e Tuder 2000), isto reduz o fluxo sanguineo para as areas pobremente
ventiladas do pulm&o em favor da perfusdo das areas mais ventiladas, otimizando a
razao ventilagao/perfusdo nos pulmdes e, consequentemente, a oxigenagado do
sangue arterial a custo da elevagao da pressao arterial pulmonar (Dantzker, Wagner
et al. 1978; Hodyc, Snorek et al. 2007). Este aumento da resisténcia vascular
pulmonar por conta da hipoxia € denominado vasoconstricdo pulmonar hipoxica.

Tomados juntos, estes processos ocasionam um aumento substancial na pds-
carga do ventriculo direito (VD). Inicialmente a manutengdo compensatéria do seu
débito cardiaco é alcangcada pela combinacdo de taquicardia dada a acdo de
catecolaminas e a melhora da eficiéncia contratil por meio da maior distensdo da
miofibrila (lei de Frank-Starling), observando-se um aumento do trabalho do VD

(Wood 2002). Entretanto, este trabalho ndo consegue ser sustentado por muito
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tempo, isto porque o ventriculo direito € uma camera de paredes finas designado
para trabalhar normalmente sobre baixa pressao arterial pulmonar (12 - 16 mmHg) e
resisténcia vascular pulmonar (valores menores que 320 dina.s.cm®.m™?). Quando a
RVP ¢é subitamente aumentada ocorre uma descompensagao dessa cavidade,
seguida de queda do débito cardiaco. A queda do débito reduz a pré-carga ao
ventriculo esquerdo, com reducgao na perfusao sistémica (Riedel 2001; Wood 2002;
Bogaard et al. 2009; Watts, Marchick et al. 2010). Em condi¢cdes crbnicas, a
hipertrofia e a dilatagdo ventricular sdo os mecanismos adaptativos que objetivam
manter o débito cardiaco adequado.

Ainda nesta situagao, também pode aparecer desvio do septo interventricular
para a esquerda, contribuindo ainda mais para reduzir o enchimento ventricular
esquerdo e o volume sistélico sisttmico. O que pode acentuar a disfuncéao
ventricular direita, uma vez que, a hipotensao arterial na raiz da aorta pode reduzir a
perfusdo coronariana precipitando uma situacdo de isquemia do VD (Watts,

Marchick et al. 2010).
1.4 Participacao das metaloproteinases na embolia pulmonar aguda

As metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) foram inicialmente
descobertas em 1962 como enzimas responsaveis pela degradagao das fibras de
colageno intersticial, fibronectina, membrana basal e varios proteoglicanos (Schulz
2007). Desde entéo, os estudos tem mostrado importante papel desenvolvido por
estas enzimas em processos fisiolégicos tais como: embriogénese (Vu e Werb
2000), angiogénese (Roy, Zhang et al. 2006) e motilidade cellular (Amalinei, Caruntu

et al. 2007; Schulz 2007). Assim como em processos patoldgicos: progressao de
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tumor (Deryugina e Quigley 2006), inflamagao neuroldgica (Leonardo e Pennypacker
2009), doengas neurodegenerativas (Rosenberg 2009), doengas cardiovasculares
(Kim, Dalal et al. 2000; Baicu, Stroud et al. 2003) e embolia pulmonar aguda (Souza-
Costa, Zerbini et al. 2005; Fortuna, Figueiredo-Lopes et al. 2007). Embora as MMPs
sejam mais conhecidas por suas ag¢des no remodelamento da matriz extracelular,
recentes estudos tem demonstrado que em particular as MMPs -2 e -9, também
desempenham importantes papéis intracelulares

Ha evidéncias que mostram as MMPs -1, -2, e -9 sendo expressas
constitutivamente nas células do musculo liso vascular e endotelial, enquanto que no
coragao elas estdao predominantemente presentes em sua forma inativa (pro-MMPs)
e sao frequentemente co-expressadas em um complexo com seus inibidores
endégenos (TIMPs) (Tyagi, Matsubara et al. 1993), além de serem expressadas
também nos midcitos cardiacos e fibroblastos (Coker, Doscher et al. 1999; Wang,
Schulze et al. 2002); ja a MMP-9 é uma enzima cuja expressao € induzida por
ativacdo imune, ou seja, em resposta a citocinas pro-inflamatdrias; e esta relacionada
com a ativagao de leucécitos e macréfagos (Heymans, Luttun et al. 1999; Schulz
2007).

As MMPs sao inicialmente expressas como enzimas latentes (pré-MMPs),
podendo ser ativadas por clivagem proteolitica no meio extracelular passando para
uma forma enzimaticamente ativa (O'Connor e FitzGerald 1994). Dentre outras
maneiras de ativagdo das MMPs estdo as espécies reativas de oxigénio envolvidas
numa via que ndo necessariamente envolve a remocao proteolitica do pro-peptideo

inibitério.
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As espécies reativas de oxigénio podem reagir com o residuo de cisteina,
presente no pro-peptideo das MMPs, promovendo uma ruptura do grupamento tiol
com 0O zinco, 0 que resulta na sua ativagdo. Esse processo de modulagdo da
atividade das MMPs por estresse oxidativo tem sido descrito para as MMPs -1, -2, -8
e -9 (Okamoto, Akaike et al. 2001).

Estudos recentes tém mostrado que as MMPs em particular as MMPs -2 e -9,
estdo envolvidas na hipertensao pulmonar aguda associada a EPA (Palei, Zaneti et
al. 2005; Souza-Costa, Zerbini et al. 2005; Fortuna, Figueiredo-Lopes et al. 2007;
Souza-Costa, Figueiredo-Lopes et al. 2007). Palei e colaboradores mostraram que a
inibicdo da MMP-9 atenua as consequéncias hemodinamicas agudas em modelo de
embolia em ratos. Estes mesmos resultados foram reprodutivos quando modelo de
EPA foi desenvolvido em caes (Fortuna, Figueiredo-Lopes et al. 2007). A importante
participacdo das MMPs na EPA esta de acordo com outros estudos in vitro, os quais
mostram as MMPs modulando as concentragdes de peptideos vasoativos a exemplo
da big endotelina gerando peptideo com agdo vasoconstritora mais potente
(Fernandez-Patron, Radomski et al. 1999; Fernandez-Patron, Zouki et al. 2001), o
peptideo vasodilatador relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), reduzindo
significativamente sua capacidade vasodilatadora (Fernandez-Patron, Stewart et al.
2000) e adrenomedulina (ADM), gerando simultaneamente um efeito vasoconstritor
eliminando o peptideo vasodilatador original (Martinez, Oh et al. 2004).

Através dessa acgao proteolitica sobre alguns peptideos vasoativos é possivel
que as MMPs tenham efeitos sobre o controle do tdnus vascular pulmonar, podendo

dessa forma contribuir para o agravamento da hipertensao pulmonar.
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1.5 Troponinal cardiaca como possivel marcador da embolia pulmonar aguda

A troponina é um dos componentes protéicos do musculo estriado. E formada
por trés sub-unidades |, T e C, que intervém conjuntamente na contragdao muscular.
A troponina | possui uma isoforma cardiaca que permite evidenciar uma lesdo do
miocardio de forma altamente especifica, portanto tem sido utilizada como marcador
para disfungao miocardica (Alpert, Thygesen et al. 2000).

A troponina | cardiaca (Tnlc) tem emergido como promissor biomarcador para a
estratificacao de pacientes com EPA, isto porque possibilita a detecgao de pequenos
danos celulares do miocardio (Goldhaber 2003). Em pacientes com embolia
pulmonar grave, o0 aumento da pressao na artéria pulmonar pode levar a disfungao
progressiva do ventriculo direito, gerada pela isquemia e seguida de infarto. Estudos
clinicos mostraram recentemente que a elevagao da Tnlc no soro de pacientes com
embolia pulmonar aguda esteve associada de forma estatisticamente significativa
com a disfuncdo do ventriculo direito detectada por ecocardiografia e
eletrocardiografia, e com o indice de mortalidade durante a fase aguda da doenca
(Konstantinides, Geibel et al. 2002). Neste contexto os ensaios de troponina
cardiaca podem ser utilizados em conjunto com parametros clinicos e
ecocardiograficos de disfungdo ventricular, para orientar o tratamento de pacientes

com EPA, e sobre tudo melhorar o prognéstico de pacientes de alto risco.
1.6 Tratamento atual da embolia pulmonar aguda

Partindo do conhecimento, embora ndo pormenorizado, da fisiopatologia da
EPA é possivel descrever em que consiste o tratamento geralmente utilizado em

quadros de EPA. Em se tratando da obstru¢ado mecanica como alvo farmacolégico
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tem-se lancado mao da embolectomia cirurgica (retirada mecéanica do trombo)
(Riedel 2001; Sadosty, Boie et al. 2003); uso de agentes tromboliticos e
anticoagulantes sistémicos. Estudos recentes também tem sugerido o bloqueio
farmacolégico da vasoconstricdo arterial pulmonar como terapia coadjuvante para o
tratamento da EPA (Smulders 2001; Tanus-Santos and Moreno 2001; Dias-Junior,
Montenegro et al. 2008). Entretanto, com o0 avanco das pesquisas, sabemos que
outros fatores contribuem de forma importante para o agravamento do disturbio
hemodinamico que se instala durante a EPA, sendo um destes o estresse oxidativo,

discutido a seguir.

1.7 Participacao do estresse oxidativo na embolia pulmonar aguda

A definicdo de EROs consiste em espécies reativas derivadas do metabolismo
do oxigénio que podem ser encontradas na maioria dos sistemas biolégicos. Sao
produzidas principalmente a partir da respiragdo mitocondrial, biossintese do acido
aracdbnico pelas enzimas lipoxigenases e ciclo-oxigenases, biossintese do NO
pelas enzimas sintase do 6xido nitrico (NOS), catabolismo do H,O, pelas enzimas
peroxidases, dentre outras vias metabdlicas (Cai e Harrison 2000). Dentre varias
EROs, as que apresentam maior relevancia para estudos cardiovasculares sao:
anion superoxido (Oy’), radical hidroxil (OHe), 6xido nitrico (NOe), peroxinitrito
(ONOOQO"), formado a partir da reagédo de O, com o 6xido nitrico (NO) (Zimmet e Hare
2006) e peroxido de hidrogénio (H202) (Cai e Harrison 2000). As concentragdes
fisiologicas dessas espécies reativas sao reguladas por agdo de enzimas
antioxidantes, tais como: super 6xido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPX)

e catalase (Touyz e Schiffrin 2004).
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No entanto, em algumas condi¢des patoldgicas, pode ocorrer um desequilibrio
entre a concentracdo de substancias antioxidantes e oxidantes, com predominio
destas ultimas (Cai e Harrison 2000). Este processo € conhecido como estresse
oxidativo, o qual leva a oxidagdo de macromoléculas biologicas a exemplo dos
lipidios, proteinas e acidos nucléicos.

Ha muitas evidéncias indicando que o estresse oxidativo esta aumentado em
condigdes de hipertensao arterial pulmonar (Brennan, Steinhorn et al. 2003; Bowers,
Cool et al. 2004), inclusive durante a EPA, estudada tanto em modelos
experimentais (Dikshit, Srivastava et al. 1989; Kumari, Dikshit et al. 1993; Dias-
Junior, Souza-Costa et al. 2005; Souza-Silva, Dias-Junior et al. 2005; Souza-Costa,
Zerbini et al. 2005), quanto em estudos clinicos (Shimizu, Nagaya et al. 2002; Muhl,
Furedi et al. 2006).

Varias vias metabdlicas sao propostas como fonte de espécies reativas de
oxigénio para a circulagdo pulmonar. Duas destas vias referem-se ao
desacoplamento da enzima sintase do 6xido nitrico (eNOS) e a NADPH oxidase, as
quais tem sido sugeridas como fontes de anion O, para os pulmdes, com possiveis
implicagcdes nas alteracbes hemodinamicas instaladas apds a EPA, visto que o Oy
reage com NO disponivel reduzindo sua biodisponibilidade e consequentemente
seus efeitos sobre a circulagdo pulmonar (Li, Wallerath et al. 2002; Dias-Junior,
Souza-Costa et al. 2005; Souza-Costa, Zerbini et al. 2005; Grobe, Wells et al. 2006;
Liu, Zelko et al. 2006).

Logo, sabendo-se que o estresse oxidativo esta elevado durante a hipertensao
arterial pulmonar induzida por EPA e que as EROs podem comprometer a fungao

vascular pulmonar por diminuir as concentragdes enddégenas do NO, um
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sequestrador de radicais livres, desenvolvendo propriedades antioxidantes poderia
aumentar a biodisponibilidade de NO conduzindo a uma atenuagao da hipertensao

pulmonar.

1.8 Tempol como antioxidante na circulagdo pulmonar

Os niveis de espécies reativas de oxigénio sdo determinados pelas enzimas
geradoras de EROs nos compartimentos intracelulares e extracelulares, como por
exemplo: NAD(P)H oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase, dentre outras
(Griendling e FitzGerald 2003).

Ha naturalmente mecanismos de defesas antioxidantes intra e extracelulares
que sequestram radicais livres. Um desses principais mecanismos € desenvolvido
pela enzima superdxido dismutase (SOD). A SOD catalisa a conversao de Oy a
H,O2, o qual pode ser transformado em agua por acédo de catalases ou glutationa
peroxidase. Embora a SOD seja o primeiro mecanismo de defesa fisiolégico contra o
estresse oxidativo, a reagcao do O, com o NO ocorre de maneira muito mais rapida
do que com a superoéxido dismutase (Beckman e Koppenol 1996).

Os primeiros estudos de sintese e acdo do tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametillpiperidine 1-oxil) foram descritos pelos cientistas russos Rozantsev, Swartz
e colaboradores na década de 1970. Em 1990 Schnackenberg, Welch e Wilcox
registraram os primeiros estudos com administragao intravenosa e intraperitoneal do
tempol em modelos de ratos hipertensos, o que levou a redugao da pressao
sanguinea e peroxidagao lipidica (para revisao ver Wilcox e Pearliman 2008). Estes

estudos foram seguidos por varios outros, e juntos langaram as bases para um
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crescente interesse cientifico nos nitroxidos como agentes para reduzir as espécies
reativas de oxigénio.

Trata-se de um composto externamente estavel e permeavel a membrana o
que permite com que exerga efeitos antioxidantes tanto no meio extracelular como
intracelular. Tem sido amplamente citado como mimético da enzima superoxido
dismutase (SOD), provavelmente porque esse mecanismo foi o primeiro descrito a
nivel molecular (Krishna, Grahame et al. 1992). Contudo, outros mecanismos estao
inclusos nos seus efeitos antioxidantes, uma vez que o tempol reage com uma
diversidade de oxidantes e redutantes biologicos, dentre os quais radical hidroxil
(OH"), peroxil (RO), dinitrogénio (NOy), til (RS), dentre outros (Simonsen,
Christensen et al. 2009).

Elmedal e colaboradores demonstraram em modelo de hipdxia crénica em
ratos que o tempol previne o desenvolvimento de hipertensdo pulmonar, diminui a
pressao sistdlica e a hipertrofia do ventriculo direito, assim como melhora as
propriedades funcional e estrutural das pequenas artérias pulmonares (Elmedal, de
Dam et al. 2004). Estes achados corroboram o resultado recentemente encontrado
por Hodyc e colaboradores, no qual o tempol inibe completamente a resposta
vasoconstritora a hipoxia ventilatéria aguda em pulmao de ratos (Hodyc, Snorek et
al. 2007). Em ratos geneticamente modificados (Ren2) com super expressao de
angiotensina Il intrapulmonar, o tratamento com tempol atenuou substancialmente o
desenvolvimento da hipertensao pulmonar, provavelmente por reduzir o estresse

oxidativo induzido pela NADPH oxidase (DeMarco, Habibi et al. 2008).
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2.Hipotese



Levando-se em consideracdo que o0 estresse oxidativo participa da
fisiopatologia da EPA e que ha ativagdo de MMPs em ventriculo direito com
liberacdo de troponina | nesta condigcao, a hipotese a ser testada neste estudo é a de
que o tratamento com tempol possa produzir efeitos antioxidantes e atenuar as
alteragcbes hemodinamicas associadas a embolia pulmonar. Além disto, também
acreditamos que o tempol possa atenuar a ativagdo de MMPs no ventriculo direito,
possivelmente atenuando o aumento das concentragdes circulantes de troponina |

cardiaca.
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3.0Dbjetivo



3.1. Avaliar os efeitos do tempol sobre as alteragdes hemodinamicas observadas
durante a embolia pulmonar aguda em carneiros.

3.2. Avaliar se o tratamento como tempol atenua o aumento de atividade de MMPs
no ventriculo direito de carneiros submetidos a EPA, atenuando também os

aumentos das concentracgdes circulantes de troponina | cardiaca.
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4.Materials e métodos



4.1. Preparo e monitoragdo dos animais

Os protocolos e procedimentos cirurgicos empregados neste estudo foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto (CETEA-FMRP).

Vinte e sete carneiros da raga Santa Inés (peso médio + desvio padrao = 18 +
2,0kg) obtidos de criador particular, foram anestesiados com Xilazina (0,1mg/kg) e
Ketamina (15mg/kg) por via intra-muscular e a manutencéo da anestesia foi feita
com injegdes IM repetidas a cada hora de Ketamina (7,0mg/kg) e Midazolam
(2,0mg/kg). Os animais também receberam pancurénio (0,10mg/kg; dose unica intra
venosa), com o objetivo de impedir que o animal tente “competir” com o ventilador
mecanico, uma vez que, apos a indugdo da embolia pulmonar aguda, o animal
tende a entrar em hipdxia, o que estimula o centro respiratério bem como os
movimentos respiratérios, favorecendo esta competicao.

Apos entubacgao traqueal, os animais foram ventilados mecanicamente com
um ventilador (Ventilador EFRA ROAD C.F., Palmer SWZ Ltda, London, UK),
utilizando-se ar ambiente e volume corrente de 15 ml/kg. A frequéncia respiratoria
foi ajustada de modo a se obter niveis fisiologicos de ETCO; (30 a 40 mmHg).

Para monitoramento hemodinédmica, foi inicialmente introduzido um cateter
em uma das artérias femorais, cuja extremidade foi posicionada na artéria aorta,
visando-se obter medida direta da pressao arterial sistémica média (PAM). Uma das
veias femorais foi isolada e introduzido um cateter de Swan-Ganz 7,5-F (Edwards
Lifesciences, USA), cuja extremidade distal foi posicionada num dos ramos da

artéria pulmonar, objetivando-se medir os seguintes parametros hemodinamicos:
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pressdao média da artéria pulmonar (PMAP), pressao de oclusao da artéria pulmonar
(Poap). O débito cardiaco (DC) foi avaliado em ftriplicata pelo método da
termodiluigdo, injetando-se 3ml de solugdo salina resfriada a 0° Centigrados. A veia
femoral contra-lateral foi canulada para introducdo do cateter, cuja extremidade foi
posicionado no interior da camera do ventriculo direito, com a finalidade de
mensurar a velocidade maxima de elevagao da pressao ventricular direita durante a
sistole (dP/dt max. mmHg). Num segundo momento este cateter também foi
utilizado para injecado dos trombos para indugdo da EPA. O lumen proximal deste
cateter posicionado na veia cava inferior foi utilizado para medir a pressao venosa
central (PVC). A frequéncia cardiaca (FC), saturacdo de oxigénio (SpO;) e
quantidade de gas exalado (ETCO,) foi avaliada por oximetria de pulso. Todos os
cateteres de pressdo foram acoplados aos transdutores de pressao do monitor
hemodinamico (Dixtal modelo DX2010, Dixtal do Brasil, Manaus, Brasil).

A figura 1 apresenta de maneira esquematica o texto descrito acima.

Figura 1: llustracdo esquematica do preparo e monitoragdo do animal.
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4.2. Peculiaridades do cateter de Swan-Ganz e seu posicionamento adequado

O cateter de Swan-Ganz 7,5-F (figura 2) possui trés lumens e um termistor
incorporado, que se destina a medida do débito cardiaco por termodiluicdo. Por
meio da extremidade distal € possivel medir a pressao arterial pulmonar (lumen

distal) e a pressdo de oclusdo da artéria pulmonar (lumen distal com o balado

insuflado).
Encaixe do Lumen Distal
Encaixe do Termistor Orificio do Limen Proximal
] Termistor

| -? _ R \\

*

f I I'l.I

Orificio do Lumen Distal— N
/ Valvula de inflagao do baldo Balo

Encaixe do Lumen Proximal

Figura 2: llustracdo do cateter de Swan-Ganz 7,5-F.

O cateter de Swan-Ganz 7,5-F foi introduzido pela veia femoral direita
seguindo pela veia cava inferior, atrio direito, ventriculo direito ate atingir a artéria
pulmonar. A sua localizagdo pelos vasos sanguineos ou camaras cardiacas por
onde passou foi dada por registros de curvas de pressao caracteristicas de cada um
destes vasos ou camaras. Assim, o cateter de Swan-Ganz 7,5-F atingiu o atrio

direito, prosseguiu até o ventriculo direito, registrando as curvas de pressao tipicas
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destas camaras ao longo do ciclo cardiaco, que foram confirmadas insuflando-se o
baldo na extremidade do cateter (figura 3 A e 3 B).

Progrediu-se a circulagao pulmonar, onde ocorre uma mudang¢a no padrao de
registro de curva, pois a presséo sistolica normal na artéria pulmonar pode variar de
15 a 20 mmHg, sendo esta a mesma pressdo sistolica do ventriculo direito.
Entretanto, a pressao diastolica ventricular direita € em torno de 0 a 2 mmHg
enquanto que a da artéria pulmonar pode variar de 5 a 12 mmHg (ilustrado na figura
3 C). Estes registros de presséo constituem a primeira confirmagéo da canulagao da
artéria pulmonar.

A segunda confirmacgado desta canulagao foi dada pela oclusdo de um dos
ramos da artéria pulmonar que mostrou um tragcado de pressao semelhante ao da
PVC, porém com identificagdo das ondas tipicas das pressdes retrogradas dos
capilares pulmonares (Poap), apresentando valores discretamente maiores (8 a 10
mmHg — ilustrado na figura 3 D) em comparacao aos valores tipicos da PVC (entre
2 e 5 mmHg). A Poap é uma medida indireta da pressao atrial esquerda, sendo
assim, um bom parametro para auxiliar na avaliagdo da pré-carga do ventriculo
esquerdo. Depois deste procedimento, o volume insuflado no baldo do cateter de
Swan-Ganz 7,5-F foi liberado e obteve-se novamente o tracado da pressédo da

artéria pulmonar (figura 3 C).
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Curva da pressdo obtida no
ventriculo direito

Curva da pressao obtida no
atrio direito
Afrio Direito Ventriculo Direito
Curva da pressdo obtida na
artéria pulmonar Curva da pressio obtida
num ramo da artéria
pulmonar ocluida
<ria Pubnonar Artéria Pulmonar

Figura 3: Evolugcdo do cateter de Swan-Ganz ao longo da circulagdo venosa e
registros das curvas de pressfes caracteristicas de cada vaso sangiliineo ou
cavidade cardiaca, a saber: atrio direito (A), ventriculo direito (B), artéria pulmonar

(C) e artéria pulmonar com um de seus ramos ocluido pelo baldo insuflado (D).

4.3. Medida do Débito Cardiaco

A medida adotada para mensuracdo do débito cardiaco foi o método da
termodilui¢cao, técnica mais utilizada para a medida do débito cardiaco. Este método
foi descrito pela primeira vez em 1954 por Fegler, mas foi utilizado na pratica com o

desenvolvimento do cateter de artéria pulmonar (Fegler 1954).
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Neste método, o "indicador" é a solugao resfriada. Uma quantidade conhecida da
solucao indicadora, que no caso € mais fria que o sangue, € injetada na via proximal
do cateter de Swan Ganz.

A solucéo indicadora, salina gelada (3mL), foi introduzida de maneira rapida e
continua em bolus no atrio direito (via proximal). Este bolus passa pelo ventriculo
direito e é injetado até a artéria pulmonar.

A diferenca de temperatura é dada por um termistor posicionado na salina
resfriada (aproximadamente 0 °C), enquanto outro termistor, encontrado na
extremidade do cateter, registra a temperatura corporal do animal. Imediatamente
apos a injecao de salina resfriada, o tempo necessario para o retorno a temperatura
fisiolégica (39,5 — 40,5°C em carneiros saudaveis) é representado na forma de uma
curva de variacdo da temperatura em fungdo do tempo onde temos o tempo do
sangue resfriado na horizontal e a temperatura na vertical (ilustrado na figura 4). O
volume do débito cardiaco € inversamente proporcional a area formada pela curva.
O resultado do débito cardiaco é apresentado de forma digital na tela do monitor,
que usando uma féormula convencional, calcula o volume de sangue bombeado pelo

coragao por minuto, sendo o débito cardiaco (DC) expresso em L/minuto.
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Figura 4: llustracdo esquematica da curva de termodiluicao.

4.4. Calculo dos parametros hemodinamicos

Os parametros hemodinamicos calculados foram: Resisténcia Vascular
Sistémica (RVS), indice de RVS (IRVS), Resisténcia Vascular Pulmonar (RVP),

indice de RVP (IRVP) e indice Cardiaco (IC), através das seguintes férmulas:

RVS = PAM — PVC x 80
DC

IRVS = PAM — PVC x 80
IC

RvP = PMAP — Poap x 80
DC

IRVP = PMAP — Poap x 80
IC
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Onde 80 é uma constante que converte mmHg/L/min em dina.s/cm*’’m? e IC é o
indice cardiaco, que foi calculado conforme a formula a seguir:

IC = D_C
ASC

Onde ASC é a area de superficie corporea e foi calculada segundo a formula
abaixo: (Wood 2002)

ASC = {peso (kg)}***° x {altura(m)}>*"*

4.5. Droga utilizada

Neste trabalho experimental utilizamos o Tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-
tetrametillpiperidine 1-oxil) como ferramenta farmacolégica. Foi fornecido pela
empresa Sigma Aldrich, EUA. Minutos antes do inicio da infusdo 1,0 mg/Kg/min foi

pesado e diluido em salina a temperatura ambiente e protegido da luz.
4.6. Protocolo experimental

O seguinte esquema ilustra o protocolo experimental a ser detalhado:

Salina ou Tempol Salina ou Tempol
(Img/Kg/min) (Img/Kg/min)
____________________________________________ >
Anestesia Coleta
monitoragdo tecidos

| I

\ 4

F 1 1 1 1§ f f 1 f 7T

20minde BL T15 T30 EI5 E30 E45 E60 E75 E9 EI105 EI120

I estabilizacdo I 30min—|7 60 min } 60 min 4|

Figura 5: Desenho esquemaético do protocolo experimental
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Apos o primeiro acesso venoso, foram colhidos 2 mL/kg de sangue venoso
do animal com agulha e seringa estéreis. Este sangue foi acondicionado em placa
de vidro por 1 hora para a formagao de coagulos. Entdo, o coagulo foi cortado e
passado através de uma peneira (tamis), de poros iguais a 3 mm. Assim,
conseguimos coagulos de 2-3 mm de didmetro. Tais coagulos foram pesados e
misturados a 10 mL de salina 0,9%, 5 minutos antes da indugdo da embolia, de
maneira que cada animal recebeu 0,25 /Kg de trombo.

O estudo foi composto por 4 grupos experimentais:

# Grupo Sham (n=4): recebeu apenas a infusao de salina durante o periodo

experimental.

# Grupo EPA (n=8): recebeu infusdo de salina como pré-tratamento seguido

de infusdo de coagulos autélogos (0,25g/kg).

# Grupo Tempol+EPA (n=7): recebeu pré-tratamento com tempol (1,0

mg/kg/min) seguido de infusdo de coagulos autélogos (0,25g/kg).

# Grupo EPA+Tempol (n=8): recebeu infusdo de coagulos (0,25g/Kg)

seguido de tratamento com tempol (1,0 mg/Kg/min).

Apos anestesia, monitoragao e estabilizagdo hemodinamica por 20 minutos,
foi feita a avaliacdo hemodindmica inicial (Basal) utilizando os parametros
hemodinamicos (descritos na secdo 4.1). Depois de finalizada a avaliagao
hemodinamica do momento basal os animais pertencentes aos grupos tempol+EPA
receberam pré-tratamento com tempol (1,0 mg/kg/min) (Majid, Nishiyama et al. 2005;
Dutta, Lane et al. 2006), trinta minutos antes da indugdo da EPA, e os animais

pertencentes aos grupos Sham e EPA receberam apenas infusdo de salina como
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pré-tratamento. A embolia foi induzida por infusdo dos coagulos autélogos por
aproximadamente 15 minutos com o auxilio de uma seringa estéril conectada ao
cateter inserido no ventriculo direito. Em seguida, foram feitas avaliagdes
hemodinamicas nos respectivos momentos: T15, T30; correspondentes a 15 e 30
minutos de infusdo do tempol no grupo tratado e E15, E30, E45, E60, E75, E9O,
E105 e E120, correspondentes a 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 e 120 minutos apds a
infusdo de salina no grupo Sham; ou infusdo de salina seguida pela indugédo da
embolia no grupo EPA; ou infusdo de tempol antes da indugdo da embolia no grupo
tempol+EPA. A figura 5 ilustra o procedimento experimental descrito.

Nos momentos Basal, E60 e E120 foram coletados 3mL de sangue arterial
adicionados a tubos contendo heparina e EDTA para a separacdo do plasma por
centrifugacédo (1000g por 10 minutos) e armazenamento a -70°C para posteriores
analises bioquimicas. Nestes mesmos momentos foram coletados mais 4 mL de
sangue e colocados em tubo estéril para separacdo do soro apds centrifugacao
(1000g por 20 minutos). Seguidamente, foram feitas aliquotas de 1 mL e
acondicionadas a -70°C para posteriores analises bioquimicas.

Apos a avaliagdo hemodinamica final os animais foram eutanasiados por
meio de injec&o intravenosa de cloreto de potassio. Assim que 0s animais vieram a
obito foi realizada uma toracotomia, pela qual o coracao foi rapidamente acessado
para a retirada de amostras de tecido do ventriculo direito (VE) e artéria pulmonar
(AP) que foram rapidamente congeladas e estocadas a -70 °C e posteriormente

utilizadas para as analises bioquimicas que serdo melhores descritas na sec¢ao 4.6.
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4.7. Parametros bioquimicos

4.7.1. Dosagem de espécies reativas de oxigénio no ventriculo direito

As concentragdes de EROs foram analisadas in situ, no ventriculo direito,
utilizando dihidroetideo (DHE) na concentracdo de 10ug/mL (Hao, Nishimura et al.
2006; Viel, Benkirane et al. 2008). Trata-se de um marcador que reage com Oy
presente nos tecidos resultando na formagao de 2-hidroxietideo e etideo. O etideo
emite uma fluorescéncia vermelha no local que é tida como indicador da presenca
de estresse oxidativo. Inicialmente, os tecidos foram congelados em OCT (Sakura
Finetek, Torrance, CA,USA), utilizando isopentano e nitrogénio liquido. Eles foram
cortados, em criostato, a 5 um de espessura, e incubados com DHE em uma camera
umida e escura por 30 minutos. Apos este periodo de incubagao os cortes foram
lavados com tampé&o salina fosfato (PBS). Com auxilio de um microscépio de
fluorescéncia (Leica Imaging Systems Ltd., Cambridge, England) acoplado a uma
camera fotografica, as imagens dos cortes foram registradas na objetiva de 40x. A
quantificacdo da intensidade de fluorescéncia vermelha emitida foi realizada

utilizando o programa ImageJ.

4.7.2. Determinacao da atividade gelatinolitica por zimografia in situ

Diferente da zimografia convencional que reflete os niveis das MMPs, este
método reflete a atividade in situ destas enzimas. Ele permite localizar e quantificar as
gelatinases diretamente nos tecidos (Galis, Sukhova et al. 1995).

A atividade das MMPs, in situ (ventriculo direito), foi analisada utilizando como

substrato DQ gelatin (E12055, Molecular Probes, Oregon, USA) na concentragao de
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1,0 mg/mL, preparada em tampao Tris-CaCl, (Tris a 50 mM, CaCl, a 10 mM, ZnCl; a
1 yM). Inicialmente, os tecidos foram congelados em OCT (Sakura Finetek, Torrance,
CA, USA), utilizando isopentano e nitrogénio liquido; cortados em criostato a 5 ym de
espessura, e incubados com o substrato DQ gelatin por 60 minutos em camara umida
e escura. Apos este periodo, os cortes foram lavados com PBS. Com auxilio de um
microscopio de fluorescéncia (Leica) acoplado a uma camera fotografica, as imagens
dos cortes foram registradas na objetiva de 40x. A atividade gelatinolitica, in situ, foi
visualizada por uma emissao de fluorescéncia verde. Para analise e quantificagdo da

atividade, utilizou-se o programa ImageJ.

4.7.3. Determinacao dos niveis de MMP-2 e -9 por zimografia em gel

Método muito utilizado para determinagao dos niveis de MMPs no plasma e
amostras de tecidos biolégicos (Gerlach, Uzuelli et al. 2005; Souza-Tarla, Uzuelli et
al. 2005; Souza-Costa, Figueiredo-Lopes et al. 2007). No caso de zimografia de
tecidos, € preciso determinar a quantidade de proteina presente em cada amostra,
para aplicar no gel a mesma quantidade de proteina por amostra, pois variagdes

protéicas entre uma e outra podem interferir nos resultados finais desse método.

4.7.3.1. Dosagem de proteina pelo método de Bradford

Para a quantificagdo de proteinas foi utilizado o método de Bradford, que
consiste em um ensaio colorimétrico quantitativo, em que ao se ligar as proteinas do
tecido o reagente adquire uma coloragéo azul. As amostras do ventriculo direito foram
trituradas e homogeneizadas em tampao de extragdo de proteinas (CaCl, 10 mM,

Tris 20 mM pH 7,4, fenantrolina 1 mM, PMSF 1 mM, NEM 1 mM) e incubadas por 16
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horas em geladeira. Para cada 0,1 g de tecido foram acrescentados 300 uL do
tampao. Apos as 16 horas, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos, e os
sobrenadantes retirados para determinagao protéica. A curva padrao foi realizada
com albumina do soro bovino (BSA) diluido em agua destilada nas seguintes
concentragdes em mg/mL: 0,085; 0,175; 0,35; 0,7; 1,4; 2,0; 4,0 e 8,0.

O reagente de Bradford foi utilizado para determinar as concentragdes de
proteina para cada amostra analisada. A coloragao azul desenvolvida no contato com
as proteinas pode ser quantificada em espectrofotémetro de luz visivel (595 nm). A
intensidade da cor varia de acordo com a quantidade de proteina presente na
amostra. Para cada 5 yL de amostra foi adicionado 250 uL de reagente de Bradford.
Pelos valores obtidos apds a leitura, em ug/uL, foi possivel aplicar 40 ug de proteina

no pogo do gel.

4.7.3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12%:

As amostras foram previamente preparadas com tampao nao redutor 2X
(SDS 2%, Tris-HCI 125 mM, glicerol 10% e azul de bromofenol 0,001%) e aplicadas
em géis de poliacrilamida a 12% e separadas por eletroforese, conforme a técnica
SDS-PAGE, que inclui o substrato da enzima (gelatina) no gel de separacao, de
modo a permitir a evidenciagado e quantificacdo da atividade da MMP. Apds o tempo
da eletroforese, os géis foram submetidos a dois banhos de Triton X-100 a 2%, para
remover o SDS, e colocados em solugao de Tris CaCl2 50 mM, por 24 horas, a 37 °C.
Posteriormente foram fixados e corados em solugdo Coommassie Blue 0,05% por 4
horas. Para a visualizagao das bandas referentes as MMPs os géis foram descorados

com metanol a 30% e acido acético a 10%. Observa-se a formagao de bandas claras
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contra o fundo azul do Coommassie (devido a degradacao da gelatina incorporada ao
gel pelas MMPs).

Para cada gel foi utilizado um padréo interno (soro fetal bovino a 2%). Por ele
foi possivel normalizar as quantidades de proteinas obtidas entre os géis, podendo
compara-los entre si. A quantificacdo das bandas da MMP-2 e MMP-9 foi feita
utilizando o programa ImageJ. As formas pr6 e ativa da MMP-2 foram identificadas
como bandas em 72 e 67 kDa e as formas pro6 e ativa da MMP-9 como bandas em

92 e 87 kDa.

4.7.4. Determinacédo da atividade gelatinolitica total por fluorimetria

A atividade gelatinolitica total em extrato de coragao foi determinada utilizando
o kit EnzChek Gelatinase/Collagenase (E12055, Molecular Probes, Oregon, USA),
esse método avalia a atividade gelatinolitica in vivo (Lalu, Cena et al. 2006). Antes da
execucgao do ensaio foi realizada a dosagem de proteina das amostras pelo método
de Bradford como descrito anteriormente (item 4.6.3.1). Trés mil microgramas de
proteina de cada amostra foram aplicados nos pogos de uma microplaca. Como
substrato foi utilizado DQ gelatin (E12055, Molecular Probes, Oregon, USA) na
concentracdo de 1,0 mg/mL em tampao Tris-CaCl, 50 mM. A intensidade de
fluorescéncia foi determinada em espectrofluorimetro (Aexcitacdo: 495 nm e
Aemissdo: 515 nm; Gemini EM, Molecular Devices, USA), ap6s 120 minutos de
incubacdo a 37 °C. A curva padrao foi preparada conforme recomendado pelo
fabricante. Para isso, Clostridium sp. Foi diluido em tampao Tris-CaCl, 50 mM nas

concentracdes de 2,0; 1,0; 0,5; e 0,25 uU.
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4.7.5. Dosagem datroponinal cardiaca

A troponina | cardiaca foi dosada em amostras de soro. Trata-se de uma
associacdo do método imunoenzimatico tipo sanduiche numa etapa com uma
deteccdo final em fluorescéncia (ELFA). Para tanto foi utilizado o Kit VIDAS
TROPONIN | Ultra — TNIU (Biomérieux — USA). A fase sdlida, um cone de utilizagcao
unica, € recoberta com imunoglobulinas monoclonais de rato anti-troponina |
cardiaca. Duzentos microlitros (200uL) de soro foram pipetados no pogo-amostra da
barrete. Este poco contém anticorpos anti-troponina cardiaca marcados com
fosfatase alcalina (conjugado). A mistura da amostra/conjugado foi aspirada e depois
dispensada varias vezes no cone. Esta operagao permite a troponinal ligar-se, por
um lado, as imunoglobulinas fixadas no cone, e por outro lado, ao conjugado,
formando assim um sanduiche. Os componentes nao fixados foram eliminados por
lavagens. Em seguida, foram efetuadas duas etapas de revelagdo sucessivas. Em
cada etapa, o substrato (4-metil-umbeliferil fosfato) foi aspirado e depois dispensado
no cone; a enzima do conjugado catalisou a reagao de hidrélise deste substrato num
produto (4-metil-umbeliferona) cuja fluorescéncia emitida foi medida em 450nm. O
valor do sinal de fluorescéncia é proporcional a concentragdao de antigeno presente
na amostra. Terminado o teste, os resultados foram calculados automaticamente
pelo aparelno em relagdo a duas curvas de calibracdo memorizadas que
correspondem as duas etapas de revelacdo. Um sinal limiar gerou a escolha da
curva de calibragcdo a ser utilizada para cada amostra. Em seguida, os resultados

foram impressos. A concentragdo minima detectavel pelo ensaio € de 0,01ug/L.
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4.8. Andlise Estatistica

Os resultados pertinentes as medidas hemodindmicas, bem como os
parametros bioquimicos em amostras de ventriculo direito e soro foram
apresentados como média e erro padrao da média (média + EPM).

A comparacgao entre os grupos experimentais a cada momento experimental
foi feita por uma analise de variancia de medidas repetidas (ANOVA 2 vias), seguida
pelo pos-teste de Bonferronni. A comparacéao intragrupo nos momentos basal e final
(120 minutos apds a embolia) foi feita por uma analise de variancia utilizando teste
pareado nao paramétrico de Wilcoxon.

Para comparar os parametros bioquimicos entre grupos foi usada uma
ANOVA de medidas nao repetidas seguida pelo pos-teste de Bonferronni.

Foi considerado estatisticamente significativo o valor minimo de probabilidade

(p<0,05).
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5.Resultados



5.1. Efeitos do tempol sobre os parametros hemodinamicos

Os parametros hemodindmicos basais, antes da inducdo da embolia
pulmonar aguda (EPA), foram semelhantes nos trés grupos experimentais: EPA,
tempol+EPA e EPA+tempol. Os dados hemodindmicos do grupo controle né&o
mostraram mudancgas estatisticamente significativas durante todo protocolo
experimental (150 minutos de monitoragao).

A embolia foi induzida por meio da infusdo de 0,25 mg/kg de coagulos do
proprio animal num tempo maximo de quinze minutos, quando ao término do
procedimento observamos a subita instalacdo da hipertensdo pulmonar,
ocasionando um aumento de 146% na PMAP (15 + 2 para 37 + 6 mmHg), que se
manteve constante até o final do experimento. Todos os animais do grupo EPA nao
mostraram mudangas na PMAP apos a hipertensdo pulmonar induzida pela embolia,
entretanto, a administragdo endovenosa de tempol trinta minutos antes da indugao
da embolia ocasionou uma redugédo de aproximadamente 55% na PMAP (16 * 2
para 26 £ 2 mmHg) a qual se manteve estabilizada nestes valores em todos os
animais pré-tratados. Uma redugao da PMAP de 27% (12 £ 3 para 28 £ 6 mmHg) foi
obtida com a infusdo continua de tempol trinta minutos apdés a indugcéo da embolia,
admitindo-se valores estaveis para todos os animais até o final do experimento,

como apresentado na figura 6 e tabela 1.
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Figura 6 — Efeito do tempol sobre a pressdo média da artéria pulmonar (PMAP)
em mmHg nos grupos: EPA (o) N=8, Tempol+EPA (e) N=7, EPA+Tempol (¥) N=8 e
Sham (1) N=4; nos momentos basal (BL), T15 e T30 (correspondentes a 15 e 30
minutos apos infusdo do tempol no grupo Tempol+EPA e salina no grupo EPA e
Sham) e E15 a E120 (correspondentes ao periodo de 2 horas de indugdo da embolia
nos grupos EPA, Tempol+EPA e EPA+Tempol). Grupo Tempol+EPA vs EPA
(*p<0,05); grupo EPA+tempol vs EPA (**p<0,05); grupo EPA vs Sham (*p<0,001) —
ANOVA 2 vias+pos-teste Bonferronni. Os valores sdo as médias + Erro padrdo da

média.
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O indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP) aumentou 164% (211 + 71
para 558 + 153 dina.s.cm™.m™) no grupo EPA ap6s a hipertensao pulmonar induzida
pela embolia como apresentado na figura 7. Contudo, nao foi observada redugao

estatisticamente significativa deste parametro durante a administragcdo endovenosa

de tempol trinta minutos antes ou apés a inducédo da embolia (figura 7 e tabela 2).
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Figura 7 — Efeito do tempol sobre o indice de resisténcia vascular pulmonar
(IRVP) em dina.s.cm®m? nos grupos: EPA (o) N=8, Tempol+EPA (e) N=7,
EPA+Tempol (¥) N=8 e Sham (LJ) N=4; nos momentos basal (BL), T15 e T30
(correspondentes a 15 e 30 minutos apés infusdo do tempol no grupo Tempol+EPA
e salina no grupo EPA e Sham) e E15 a E120 (correspondentes ao periodo de 2
horas de indugdo da embolia nos grupos EPA, Tempol+EPA e EPA+Tempol) —
ANOVA 2 vias+pds-teste Bonferronni. Grupo EPA vs Sham (*p<0,05). Os valores

sao as médias £ Erro padrdo da média.

57



A indugdo da EPA nao causou diferengas significativas na pressao arterial
média (PAM) nos diferentes grupos, apenas ocorreram pequenas flutuagdes que
nao foram estatisticamente significativas nos grupos durante todo o experimento

(figura 8 e tabela 3).
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Figura 8 — Efeito do tempol sobre a presséo arterial média (PAM) em mmHg nos
grupos: EPA (o) N=8, Tempol+EPA (e) N=7, EPA+Tempol (¥) N=8 e Sham ([1)
N=4; nos momentos basal (BL), T15 e T30 (correspondentes a 15 e 30 minutos apos
infusdo do tempol no grupo Tempol+EPA e salina no grupo EPA e Sham) e E15 a
E120 (correspondentes ao periodo de 2 horas de indugdo da embolia nos grupos
EPA, Tempol+EPA e EPA+Tempol). Grupo Tempol+EPA vs EPA; grupo
EPA+Tempol vs EPA; grupo EPA vs Sham (NS p>0,05) — ANOVA 2 vias+pos-teste

Bonferronni. Os valores sao as médias * Erro padrao da média.
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De maneira semelhante ao ocorrido com a PAM as mudangas no indice de
resisténcia vascular sistémico (IRVS) apds a hipertensao pulmonar induzida pela
EPA nos diferentes grupos nao alcangaram valores estatisticamente significativos

como apresentados na figura 9 e tabela 4.
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Figura 9 — Efeito do tempol sobre o indice de resisténcia vascular sistémico
(IRVS) em dina.s.cm®.m? nos grupos: EPA (o) N=8, Tempol+EPA (e) N=7,
EPA+Tempol (¥) N=8 e Sham (LJ) N=4; nos momentos basal (BL), T15 e T30
(correspondentes a 15 e 30 minutos apds infusdo do tempol no grupo Tempol+EPA
e salina no grupo EPA e Sham) e E15 a E120 (correspondentes ao periodo de 2
horas de indugao da embolia nos grupos EPA, Tempol+EPA e EPA+Tempol). Grupo
Tempol+EPA vs EPA; grupo EPA+Tempol vs EPA, grupo EPA vs Sham (NS p>0,05)
- ANOVA 2 vias+pos-teste Bonferronni. Os valores sdo as médias + Erro padrdo da

média.
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A inducdo da EPA aumentou a frequéncia cardiaca (FC) em 60% (112+21
para 18036 batimentos/min), como apresentado na figura 10. A administragao
endovenosa de tempol trinta minutos antes da indugdo da embolia pulmonar aguda
reduziu a FC em 76% (943 para 11017 batimentos/min), entretanto quando
infundido trinta minutos apds a EPA ele nao foi capaz de exercer os mesmos efeitos,

segundo mostrado na figura 10 e tabela 5.
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Figura 10 — Efeito do tempol sobre a frequéncia cardiaca (FC) em batimentos por
minuto nos grupos: EPA (o) N=8, Tempol+EPA (e) N=7, EPA+Tempol (¥) N=8 e
Sham (1) N=4; nos momentos basal (BL), T15 e T30 (correspondentes a 15 e 30
minutos apos infusdo do tempol no grupo Tempol+EPA e salina no grupo EPA e
Sham) e E15 a E120 (correspondentes ao periodo de 2 horas de indugdo da embolia
nos grupos EPA, Tempol+EPA e EPA+Tempol). Grupo Tempol+EPA vs EPA
(*p<0,05); Grupo EPA vs Sham (¥p<0,001) — ANOVA 2 vias+pds-teste Bonferronni.

Os valores sao as meédias £ Erro padrdo da média.
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A hipertensdo pulmonar induzida pela EPA ndo ocasionou mudanca

estatisticamente significativa no indice cardiaco (IC), somente uma pequena

oscilacdo que se manteve até o final do experimento (figura 11 e tabela 6).
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Figura 11 — Efeito do tempol sobre o indice cardiaco (IC) em .min™".m? nos grupos:
EPA (o) N=8, Tempol+EPA (e) N=7, EPA+Tempol (¥) N=8 e Sham (L) N=4; nos

momentos basal (BL), T15 e T30 (correspondentes a 15 e 30 minutos apos infuséo

do tempol no grupo Tempol+EPA e salina no grupo EPA e Sham) e E15 a E120

(correspondentes ao periodo de 2 horas de indugdo da embolia nos grupos EPA,
Tempol+EPA e EPA+Tempol). Grupo Tempol+EPA vs EPA; grupo EPA+Tempol vs
EPA, grupo EPA vs Sham (NS p>0,05) — ANOVA 2 vias+pds-teste Bonferronni. Os

valores sdo as médias £ Erro padrdo da média.
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A forca de contracdo sistdlica do miocardio, interpretado pela variavel dP/dt
maxima, do ventriculo direito sofreu um aumento de 89% (605+£112 para 1143+309)
em consequéncia da embolia pulmonar aguda. A administragao prévia do tempol,
trinta minutos antes da indugao da EPA, diminuiu a dP/dt maxima em 65% (553145
para 737+53), apesar de que no grupo EPA+tempol tenha mostrado uma tendéncia

a reducao (figura 12 e tabela 7).
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Figura 12 — Efeito do tempol sobre a dP/dt maxima do ventriculo direito em
mmHg/s nos grupos: EPA (o) N=8, Tempol+EPA (e) N=7, EPA+Tempol (¥) N=8 e
Sham ([J) N=4; nos momentos basal (BL), T15 e T30 (correspondentes a 15 e 30
minutos apos a infusdo do tempol no grupo Tempol+EPA e salina no grupo EPA e
Sham) e E15 a E120 (correspondentes ao periodo de 2 horas de indugao da embolia
nos grupos EPA, Tempol+EPA e EPA+Tempol). Grupo Tempol+EPA vs EPA
(*p<0,05); EPA vs Sham (*p<0,05) — ANOVA 2 vias+pds-teste Bonferronni. Os

valores sao as médias * Erro padrao da média.
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5.2. Efeitos do tempol sobre as MMP-2 e -9

Em se tratando do ensaio de zimografia nas amostras de ventriculo direito, os
niveis da MMP-2 n&o tiveram variacdo significativa apés a EPA (figura 14A),
entretanto, os niveis da MMP-9 aumentaram substancialmente apds a indugao da
embolia pulmonar aguda. O pré-tratamento com tempol, bem como o tratamento
com tempol trinta minutos apos a EPA diminuiram os niveis da MMP-9 no ventriculo

direito para valores basais (figura 14B).
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Figura 13: Gel de zimografia do ventriculo direito. Exibicdo das bandas
caracteristicas de pr6o-MMP-2 e pr6o-MMP-9 nos grupos Sham (N=4), EPA (N=8),
Tempol+EPA (N=7) e EPA+Tempol (N=8).
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Figura 14: Quantificacdo das MMP-2 e -9 pelo método da zimografia. Niveis de
MMP-2 e MMP-9 em amostras de ventriculo direito nos grupos Sham (N=4), EPA
(N=8), Tempol+EPA (N=7) e EPA+Tempol (N=8) 120 minutos apds a indugdo da
embolia pulmonar aguda nos grupos EPA, Tempol+EPA, EPA+Tempol ou salina no
grupo Sham. EPA vs Sham (*p<0,05); Tempol+EPA vs EPA (*p<0,05); EPA+Tempol
vs EPA (**p<0,05) - ANOVA 1 via+p0s-teste Bonferronni. Os valores s&o as médias

+ Erro padrdo da média.
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No ensaio que avalia a atividade gelatinolitica das MMPs, utilizando um kit de
atividade gelatinolitica, notou-se que a indugdo da embolia pulmonar aguda
promoveu um aumento da atividade das gelatinases no grupo EPA quando
comparado ao grupo Sham. O pré-tratamento com tempol diminuiu a atividade das
gelatinases de forma significativa quando comparado ao grupo EPA (Figura 16).
Quando infundido trinta minutos apds a EPA seu efeito sobre a atividade enzimatica

nao foi significativamente diferente (figura 15).

UFR
(Unidade de fluorescéncia relativa)

Figura 15: Avaliacéo da atividade das MMP-2 e -9 utilizando um kit de atividade
gelatinolitica. Atividade gelatinolitica da MMP-2 e MMP-9 em amostras de
ventriculo direito nos grupos Sham (N=4), EPA (N=8), Tempol+EPA (N=7) e
EPA+Tempol (N=8) 120 minutos apds a indugédo da embolia pulmonar aguda nos
grupos EPA, Tempol+EPA e EPA+Tempol ou salina no grupo Sham. Grupo EPA vs
Sham (*p< 0,05), grupo Tempol+EPA vs EPA (**p<0,05) - ANOVA 1 via+pos-teste
Bonferronni. Os valores sao as médias * Erro padrao da média.
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Outro ensaio realizado com o propdsito de avaliar a atividade das gelatinases
foi a zimografia in situ. A indugcdo da embolia pulmonar aguda promoveu um
aumento evidente da atividade das gelatinases em cortes histolégicos do ventriculo
direito dos animais do grupo EPA quando comparados aos animais do grupo Sham.
Tanto o pré-tratamento quanto o tratamento com tempol reduziu de forma

significativa a atividade das gelatinases (figura 16 e 17).
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Tempol+EPA EPA+Tempol

Figura 16: Fotografia de cortes de ventriculo direito de carneiros nos grupos Sham
(N=4), EPA (N=8), Tempol+EPA (N=7) e EPA+Tempol (N=8).
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Figura 17: Avaliacado da atividade das MMP-2 e -9 pelo método da zimografia in
situ. Atividade gelatinolitica da MMP-2 e MMP-9 em amostras de ventriculo direito
nos grupos Sham (N=4), EPA (N=8), Tempol+EPA (N=7) e EPA+Tempol (N=8) 120
minutos apds a indugdo da embolia pulmonar aguda nos grupos EPA, Tempol+EPA
e EPA+Tempol ou salina no grupo Sham. Grupo Tempol+EPA vs EPA (*p<0,05);
grupo EPA+Tempol vs EPA (**p<0,05), grupo EPA vs Sham (*p<0,05) - ANOVA 1

viat+pos-teste Bonferronni. Os valores sdo as médias + Erro padrao da média.
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5.3. Efeitos do tempol sobre a troponina | cardiaca (Tnlic)

Com relagao aos resultados da troponina | cardiaca, os animais do grupo
Sham nao apresentaram mudancgas significativas. Entretanto a indugao da embolia
pulmonar aguda foi associada com aumento significativo da troponina | cardiaca no
soro dos animais do grupo EPA. Nos grupos pré-tratados ou tratados com tempol

nao houve aumento significativo da troponina | cardiaca (figura 18).
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Figura 18: Avaliacdo da concentracdo de troponina | cardiaca pelo método de
imunoensaio enzimatico e fluorescéncia. Concentragdo de troponina | no soro
nos grupos Sham (N=4), EPA (N=8), Tempol+EPA (N=7) e EPA+Tempol (N=8) nos
momentos basal (BL) e final (120 minutos apds a indugdo da tromboembolia
pulmonar aguda nos grupos EPA, Tempol+EPA e EPA+Tempol ou salina no grupo
Sham). Grupo EPA Final vs EPA BL (*p<0,05) - Teste de Wilcoxon. Os valores sé&o
as médias £ Erro padrdo da média.
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5.4. Efeitos do tempol sobre as espécies reativas de oxigénio (EROSs)

O ensaio utilizando dihidroetideo (DHE) foi realizado para analisar os niveis
de espécies reativas de oxigénio no coracgao (ventriculo direito). Observamos niveis
maiores de fluorescéncia de etideo no miocardio dos animais do grupo EPA em
comparagao aos animais do grupo Sham, ao passo que nos animais do grupo
Tempol+EPA e EPA+Tempol observamos niveis de fluorescéncia similares aos

animais do grupo Sham (figura 19 e 20).
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Tempol+EPA EPA+Tempol

Figura 19: Fotografia de cortes de ventriculo direito de carneiros nos grupos Sham
(N=4), EPA (N=8), Tempol+EPA (N=7) e EPA+Tempol (N=8).
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Figura 20: Avaliacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) pelo
método de DHE. Niveis de espécies reativas de oxigénio em amostras de
ventriculo direito nos grupos Sham (N=4), EPA (N=8), Tempol+EPA (N=7) e
EPA+Tempol (N=8) 120 minutos apds a indugdo da embolia pulmonar aguda nos
grupos EPA, Tempol+EPA, EPA+Tempol ou salina no grupo Sham. Grupo
Tempol+EPA vs EPA (*p<0,05); grupo EPA+Tempol vs EPA (**p<0,05), grupo EPA
vs Sham (*p<0,05) - ANOVA 1 via+pos-teste de Bonferronni. Os valores sdo as

meédias + Erro padrao da meédia.
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6.Di1scussao



Neste estudo demonstramos pela primeira vez que o tempol (antioxidante
amplamente descrito) atenua algumas das alteracbes hemodinamicas instaladas
apos a embolia pulmonar aguda (EPA) em carneiros. Os animais embolizados com
trombos autdlogos do grupo EPA tiveram aumentos tanto da pressao média arterial
pulmonar (PMAP) quanto do indice de resisténcia vascular pulmonar (IRVP),
caracterizando a hipertensao pulmonar aguda induzida por EPA. Em contraste, os
aumentos da PMAP dos animais do grupo tempol+EPA (pré-tratados com tempol na
dose de 1Tmg/Kg/min trinta minutos antes da indugao da EPA) foram menos intensos
que do grupo EPA, observando-se uma queda ao longo do tempo, que foi
significativa 120 minutos apdés a indugcdao da embolia. Quando infundido trinta
minutos apdés a EPA (grupo EPA+tempol) o tempol reproduziu os mesmos efeitos,
de maneira que a queda da PMAP se manteve significativamente menor durante os
90 minutos seguintes a instalacdo da EPA. Estes resultados sugerem que o estresse
oxidativo participa do processo de hipertensao pulmonar induzida por EPA, e que a
inibicdo dos radicais livres por atuacdo de antioxidantes possa ser utilizada para
atenuar alguns dos disturbios hemodinamicos veiculado a ela. Esta sugestdo é
apoiada tanto por achados experimentais em nosso laboratério, que indicam uma
relagdo entre a reducdo da hipertensdo pulmonar relacionada a EPA devido aos
efeitos antioxidantes (Dikshit, Srivastava et al. 1989; Souza-Costa, Zerbini et al.
2005), quanto pelos nossos demais resultados descritos a seguir.

Devido ao aumento da pressdao média na artéria pulmonar (PMAP) a poés-
carga do ventriculo direito eleva-se consistentemente, de maneira que é a regiao do
coragao mais comprometida durante o processo de embolia. Desta forma se

constitui uma importante area para analises histologicas.

71



Em nossos achados, associado a redugao da PMAP, o pré-tratamento (trinta
minutos antes da inducado da EPA) e o tratamento (trinta minutos ap6s a EPA) com
tempol reduziram significativamente os niveis de radicais livres no ventriculo direito,
fazendo com que se tornassem proximos aos observados no grupo sham.

Estes resultados s&o apoiados por outros trabalhos desenvolvidos tanto com
animais quanto em estudos clinicos. Alguns estudos em modelo animal de
tromboembolia mostraram um aumento na peroxidagdo lipidica e produgcdo de
radicais livres (Dikshit, Srivastava et al. 1989; Souza-Costa, Zerbini et al. 2005). Em
se tratando de estudos clinicos, pacientes com embolia pulmonar aguda macica e
sub-maciga apresentaram um aumento no marcador de peroxidacao lipidica, MDA
plasmatico; producdo de radicais livres e alteragdes na atividade enzimatica da
mieloperoxidase (MPO) plasmatica (Muhl, Furedi et al. 2006).

Além da participacdo do estresse oxidativo na instalagdo da hipertensao
pulmonar induzida pela EPA, um crescente corpo de evidencias indicam que
superoxidos e outras espécies reativas de oxigénio (EROs) contribuem para
vasoconstricdo pulmonar hipdxia (Waypa, Chandel et al. 2001), um aspecto
fisiopatolégico presente na EPA (Stratmann e Gregory 2003), amplamente
discutido como uma das principais causas da hipertensdo pulmonar desenvolvida
apos instalagdo da embolia. A administracdo de superéxido dismutase (SOD) tem
sido eficaz em atenuar de maneira significativa a vasoconstricao induzida por hipdxia
em artéria pulmonar isolada de ratos (Thompson, Jones et al. 1998) e de porcos
(Liu, Zelko et al. 2006).

O tempol, amplamente descrito como mimético da SOD, é um composto

permeavel a membrana e eficiente sequestrador de radicais livres (Nilsson, Olsson
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et al. 1989). Seus efeitos antioxidantes tem sido atribuido principalmente a
dismutagao de radicais superédxidos e radicais hidroxil (Thiemermann 2003; Sainz,
Wangensteen et al. 2005), embora haja outros trabalhos apresentando interacao
deste composto com diferentes radicais. Esta droga tem sido amplamente descrita
por diferentes autores e diferentes épocas ser um agente altamente eficiente em
reduzir a pressao arterial sisttmica nos mais diversos modelos animais de
hipertensado sistémica (Wilcox e Peariman 2008). Em se tratando dos efeitos do
tempol sobre hipertensao arterial pulmonar induzida por EPA, estes sao os primeiros
achados experimentais.

Paralelo a reducdo do estresse oxidativo encontramos uma redugao
significativa na atividade gelatinolitica da MMP-9, no ventriculo direito dos carneiros
embolizados tratados com tempol antes e apdés a inducdo da embolia. Estes
achados corroboram estudos recentes realizados em nosso laboratorio que
apresentam a participacdo das MMPs, em particular as MMPs -2 e -9, no processo
da hipertensao pulmonar aguda associada a EPA (Palei, Zaneti et al. 2005; Souza-
Costa, Zerbini et al. 2005; Fortuna, Figueiredo-Lopes et al. 2007; Souza-Costa,
Figueiredo-Lopes et al. 2007). O mecanismo preciso envolvido neste aumento das
MMPs circulantes apos a tromboembolia pulmonar permanece por ser esclarecido,
entretanto, tem sido demonstrado em modelo experimental de EPA que ha
ocorréncia de resposta inflamatéria e influxo de neutréfilos e macrofagos para a
intimidade do ventriculo direito e artéria pulmonar (Eagleton, Henke et al. 2002), o
gue nao rejeita a possibilidade do proprio tecido pulmonar isquémico gerar resposta

inflamatdria contribuindo para o aumento de MMPs. Assim, é possivel que células
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inflamatdrias possam rapidamente liberar granulos contendo grande quantidade de
MMP-9 (Fernandez-Patron, Zouki et al. 2001; Van den Steen, Dubois et al. 2002).

As MMPs podem ser ativadas por clivagem proteolitica no meio extracelular
transformando-se em uma forma enzimaticamente ativa (O'Connor and FitzGerald
1994). Dentre outras maneira de ativagao, sabe-se que as espécies reativas de
oxigénio podem modular a ativagcdo das MMPs, possivelmente pela reagdo das
especies reativas de oxigénio com o residuo de cisteina presente no pro-peptideo
das MMPs, promovendo uma ruptura do grupamento tiol com o zinco, resultando em
sua ativacao (Okamoto, Akaike et al. 2001). Tendo isto em vista, é possivel sugerir
que o tempol desenvolva seus efeitos antioxidantes reduzindo os niveis de radicais
livres e consequentemente a ativacdo das MMPs. Isto é razoavel, visto que as
MMPs modulam as ac¢des de alguns peptideos vasoativos liberados durante a EPA
que promovem hipertensdo pulmonar, a exemplo da big-endotelina (big-ET),
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e adrenomedulina (ADM). A
big-ET (peptideo vasoconstritor) é clivado pela MMP a endotelina 1-32, que tem
acao vasoconstritora mais potente que aquela produzida pela endotelina-1
(Fernandez-Patron, Radomski et al. 1999). A adrenomedulina (peptideo
vasodilatador) uma vez clivada pela MMP gera tanto produtos vasoconstritores como
vasodilatadores, enquanto que o CGRP (neuropeptideo vasodilatador relacionado
ao gene da calcitonina) tem seus efeitos suprimidos apés sua clivagem (Fernandez-
Patron, Stewart et al. 2000; Martinez, Oh et al. 2004). Dessa forma, o efeito
antioxidante do tempol agiria indiretamente sobre as enzimas da matriz extracelular
reduzindo seus efeitos deletérios contribuintes para as alteragdes instaladas apés a

EPA.
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Embora varios estudos em diferentes modelos de hipertensédo sistémica
tenham mostrado que o tempol reduz a pressao arterial sistémica (Shokoji,
Nishiyama et al. 2003), em nosso protocolo a dose de 1mg/kg/min de tempol nao
ocasionou mudancas significativas na pressao arterial sisttmica e no IRVS. Estes
achados sugerem que o tempol produziu efeitos fundamentalmente sobre a
circulagao pulmonar.

A fungao cardiaca ou contratilidade cardiaca tem sido objeto de estudo em
muitas doencas debilitantes do coracdo. Durante a EPA a obstrugao parcial ou total
da circulagao arterial pulmonar ocasiona o aumento da press&o na artéria pulmonar
que, por conseguinte, gera uma diminuicdo do volume de enchimento do ventriculo
esquerdo (VE) e o aumento da pods-carga do ventriculo direito (VD), levando a
disfungao progressiva do VD, podendo ser seguida de infarto (Lualdi and Goldhaber
1995; Smulders 2001; Konstantinides, Dias et al. 2006), o que geralmente pode levar
0 paciente a obito.

Um meétodo simples para avaliacdo da contratilidade cardiaca é a medida da
chamada dP/dt. Em nosso estudo nos apropriamos desta medida para avaliar a
funcdo do ventriculo direito frente a embolia pulmonar aguda. Foram medidas a
dP/dt max como indices de funcao sistdlica do ventriculo direito. Observamos que a
indugdo da EPA aumentou significativamente a dP/dt max quando comparada com
0s animais ndao embolizados e que o pré-tratamento com tempol (trinta minutos
antes da indugdo da embolia) reduziu a dP/dt max. Este menor aumento na dP/dt
talvez seja atribuido a uma menor sobrecarga do ventriculo direito por conta do
efeito vasodilatador. Possivelmente o efeito antioxidante do tempol tenha preservado

o0 oOxido nitrico enddégeno pulmonar ocasionando uma vasodilatagdo e
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consequentemente uma reducéo no indice de resisténcia conduzindo a uma redugao
na sobrecarga ventricular.

Estes resultados sdo apoiados pela literatura. Estudos mostraram que a
administracdo de antioxidante (vitmamina C) melhora a resposta contratil a
dobutamina e aumenta a eficiéncia do miocardio em pacientes com faléncia cardiaca
(Shinke, Shite et al. 2007). Embora tenhamos percebido em nossos achados uma
diferencga significativamente estatistica, é possivel que se aguardassemos por mais
doze horas perceberiamos uma redugdo mais evidente na dP/dt na embolia
pulmonar (Watts, Marchick et al. 2010).

Diretamente relacionada ao aumento da dP/dt max, a inducdo da EPA
aumentou de maneira significativa a concentragao de troponina | cardiaca (Tnlc) no
soro dos animais embolizados quando comparada aos animais saudaveis. Ao passo
que no soro dos animais pré-tratados e tratados com tempol ndo houve um aumento
significativo na troponina | cardiaca.

De fato a troponina | cardiaca € um dos componentes protéicos do musculo
estriado cardiaco que permite evidenciar uma lesdo do miocardio de forma
altamente especifica (Goldhaber 2003). Inumeros trabalhos, tanto em modelo
experimental quanto em estudos clinicos, tem mostrado um aumento na Tnlc na
embolia pulmonar (Konstantinides, Geibel et al. 2002; Horlander, Mannino et al.
2003; Kucher and Goldhaber 2003; Yalamanchili, Sukhija et al. 2004; Shokoohi,
Shesser et al. 2009), inclusive com sua concentragéo sérica diretamente associada
ao grau de hipertensao pulmonar (Uzuelli, Dias-Junior et al. 2008).

Tendo em vista 0s nossos resultados € possivel cogitar que se a dosagem da

Tnlc fosse realizada muito mais tardiamente (como por exemplo, 4 a 6 horas apés a
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embolia) (Punukollu, Khan et al. 2005), possivelmente as diferengas seriam muito
mais significativas entre os grupos. E possivel que o tratamento com tempol poderia
atenuar mais ainda os aumentos das concetragdes de troponina | cardiaca no soro
por proteger a fungdo cardiaca do ventriculo direito durante a instalacdo da EPA.
Isto é fortemente sugestivo levando em conta nossos achados. Tanto pelo método
de zimografia em gel e zimografia in situ quanto por fluorimetria, a indugao da EPA
aumentou a atividade gelatinolitica das MMPs em amostras de ventriculo direito de
carneiros. Tem sido descrito que MMPs -2 e -9 podem se localizar dentro dos
cardiomiocitos e degradar proteinas contrateis a exemplo da troponina | cardiaca
(Tnlc) e a miosina de cadeia leve tipo 1 (MCL 1) (Rouet-Benzineb, Buhler et al.
1999; Chow, Cena et al. 2007; Schulz 2007). Isto sugere que, além de influenciar a
hipertensdo pulmonar induzida por EPA, as MMPs-2 e -9 também possam
influenciar a fungdo cardiaca, participando de alguma forma da disfuncdo do
ventriculo direito em decorréncia da EPA.

Visto que, o tratamento com tempol reduziu a atividade gelatinolitica nos
diferentes ensaios realizados, € possivel que o tempol diminua o estresse oxidativo
no ventriculo direito, reduzindo a ativacdo das MMPs pelas espécies reativas de
oxigénio, atenuando, por conseguinte, a degradacado de proteinas contrateis (Tnlc)
no ventriculo direito resultando na protecdo do miocardio frente aos danos
ocasionados pela embolia pulmonar aguda.

Contudo, ndo podemos desconsiderar como uma também provavel
explicacdo para atenuacgao dos niveis de troponina, a possibilidade do tempol agir
diretamente sobre a hipertenséo pulmonar. E possivel que o tempol, desenvolvendo

propriedades antioxidantes, reduza o estresse oxidativo na EPA, aumentando a
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biodisponibilidade do 6xido nitrico enddégeno na circulagdo pulmonar, conduzindo a
vasodilatagcdo e acomodacado do fluxo sanguineo, o que contribui para menor
aumento na pressdo meédia da artéria pulmonar, menor aumento do trabalho e
sofrimento do ventriculo direito e, consequentemente, menor aumento na
concentracao de troponina | cardiaca.

Entretanto, € provavel ainda que ambas as possibilidades: o tempol atuando
indiretamente sobre as MMPs ou o tempol atuando diretamente sobre a hipertensao
pulmonar, expliqguem nossos achados experimentais. Trata-se de uma limitagdo do
nosso estudo saber a partir dos resultados obtidos neste experimento se nossos
achados se explicam pela primeira, segunda ou as duas possibilidades. Seriam

necessarios outros estudos para alcangarmos esta concluséo.
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/.Conclusao



Nossos resultados permitem concluir que o tempol atenua as alteragdes
hemodindmicas observadas durante a EPA, além de atenuar o aumento de atividade
de MMPs no ventriculo direito, o que pode se traduzir em efeito protetor contra a

lesao ventricular associada aos aumentos de troponina | cardiaca.
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9.Apéndice



Tabela 1 - Valor da Pressdo média da arteira pulmonar em mmHg (PMAP)
GRUPO BL T15 T30 E15 E30 E45 E60 E75 E90 E105 E120
SHAM 1841 || 18+1 || 18+1 1741 1741 18+1 18+1 1741 1741 17+1 17+1
EPA 1541 || 1521 || 151 || #37#2 | #37#2 #3742 #3741 #3541 #3541 #3542 #3542
TEMPOL+EPA 1622 || 16+2 || 17+2 || *28+3 | *27+2 * 2742 * 2742 * 2642 * 262 * 262 * 262
EPA+TEMPOL 1241 || 131 || 12+1 35+2 3542 #3142 || =30#2 | 3022 || *20+2 || =28+2 | #2042
Grupo EPA vs Sham (*p<0,05); Grupo Tempol+EPA vs EPA (*p<0,05)
Grupo EPA+Tempol vs EPA (**p<0,05). Média + erro padrao
Tabela 2 - Valor do indice de Resisténcia Vascular Pulmonar em dina.s.cm.m2 (IRVP)
GRUPO BL T15 T30 E15 E30 E45 E60 E75 E90 E105 E120
SHAM 209+34 || 297#25 || 32134 | 322434 339+29 342+34 342432 332420 305+21 288+15 278+16
EPA 211421 || 207#19 || 206+20 || #558+46 || #547+45 | #538+48 || #538+47 || #479+42 || #485+41 | #464+31 || 48331
TEMPOL+EPA || 275+49 || 287454 | 28443 || 426451 418457 44966 474259 440453 423451 412455 39754
EPA+TEMPOL || 158423 || 16221 || 153+24 || 469+41 488+44 455452 457453 43650 430447 421444 432446

Grupo EPA vs Sham (“p<0,05). Média + erro padréo
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Tabela 3 - Valor da pressao arterial média em mmHg (PAM)

GRUPO BL T15 T30 E15 E30 E45 E60 E75 E90 E105 E120

SHAM 1004 99:+4 9845 9745 97+4 98+3 9943 9943 9943 1013 10143

9943 10043 1004 1044 10345 10345 10445 10245 10145 10046 10045

TEMPOL+EPA 102+3 10143 1013 1061 1032 1013 10443 10143 98:+4 98+4 98+3

EPA+TEMPOL 9742 98+2 96+3 10249 10143 9343 9145 9045 867 84+8 8249

Tabela 4 - Valor do indice de Resisténcia Vascular sistémico em dina.s.cm.m2 (IRVS)
GRUPO BL T15 T30 E15 E30 E45 E60 E75 E90 E105 E120

SHAM 21294120 || 2025485 || 2047435 || 2075+54 || 2142+141 || 2103+96 || 2118443 | 2138+50 | 2068+107 | 2033+91 || 2102+93
EPA 1849+133 || 1821+115 || 1848+122 || 1738+160 || 1701*154 || 1629+140 || 1652+142 || 15254119 || 1556+118 | 1473+102 | 1546+94
TEMPOL+EPA || 2191+214 || 21864255 || 2153+174 || 1944+176 || 1877+184 || 19264259 || 20074231 || 1853+191 || 1739+152 | 1675+188 | 1611+185
EPA+TEMPOL || 1765+143 || 1790+151 || 1705145 | 1479+84 | 1521114 | 1502+158 | 1478171 | 1476+186 | 1409+170 || 1406+192 || 1397+206
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Tabela 5 - Valor da frequéncia cardiaca em batimentos por minuto (FC)

GRUPO BL T15 T30 E15 E30 E45 E60 E75 E90 E105 E120
SHAM 105+10 101+9 98+9 95+8 93+8 90+7 88+7 89+6 91+7 94+7 95+8
EPA 11246 114+6 113+6 #156x10 #161x11 #166x11 #169+12 #172x12 #173%12 #178+11 #180+11

TEMPOL+EPA 94+3 94+2 95+3 *111+9 *110+7 *113+8 *117+8 *118+7 *116+8 *122+9 *131+11

EPA+TEMPOL 11749 12449 [ 126+8 181+14 187+14 174+13 170+13 170+12 167+13 171+14 167+13

Grupo EPA vs Sham (*p<0,05); Grupo Tempol+EPA vs EPA (*p<0,05). Média + erro padréo

Tabela 6 - Valor do indice cardiaco em I/min-t.m2(IC)

GRUPO BL T15 T30 E15 E30 E45 E60 E75 E90 E105 E120
SHAM 3,6+0,1 3,7+0,2 3,7£0,3 3,6+0,2 3,4+0,1 3,5+0,1 3,5+0,1 3,5+0,1 3,6+0,2 3,7£0,1 3,6+0,2
EPA 4,3%0,2 4,3+0,2 3,9+0,2 4,2+0,3 4,3+0,4 4,6+0,4 4,7+0,4 4,9+0,3 4,9+0,3 4,9+0,2 4,5+0,2

TEMPOL+EPA 3,8+0,4 3,8+0,4 3,7£0,3 4,4+0,4 4,5+0,4 4,4+05 4,3+0,6 4,5+0,5 4,5+0,4 47405 5,0+0,6

EPA+TEMPOL 4,4+0,3 4,4+0,3 4,5+0,4 5,5+0,3 5,3+0,4 5,0+0,4 5,0+0,5 5,0+0,5 4,9+0,4 4,7+0,3 4,7+0,3
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Tabela 7 - Valor da variagao da pressao sistolica do ventriculo direito em fung¢éo do tempo em mmHg/s (dP/dt max)

GRUPO BL T15 T30 E15 E30 E45 E60 E75 E90 E105 E120
SHAM 641+65 625+64 603+55 572452 580+61 565451 557+46 542440 557+34 572444 542440
EPA 605+34 588+32 596+33 #982+82 #10574£92 |[ #1115+94 |[ #1090+86 || #1096+86 || #1127+87 #1143+93 #1096£77
TEMPOL+EPA 553+45 549+36 57531 *737+53 * 750451 * 745462 * 771480 *811+62 *806+81 * 824183 * 87688
EPA+TEMPOL 60347 629+49 618+107 1175+304 1259+99 1053+111 || 1060+116 |[ 1106+119 (| 1026+108 1034+102 965493

Grupo EPA vs Sham (*p<0,05); Grupo Tempol+EPA vs EPA (*p<0,05). Média + erro padrao
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica
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