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Resumo

Figueira IBLS. Efeitos da vitamina E associada a nanoparticulas lipidicas no
remodelamento cardiaco, em ratos infartados [tese]. S&o Paulo: Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Do ponto de vista clinico, o remodelamento ventricular esta associado a um
pior progndstico. Pacientes com remodelamento ja diagnosticado, ou com alto
risco de desenvolvé-lo, devem ser tratados de forma intensiva, a fim de
prevenir, atenuar ou mesmo reverter esse processo. O objetivo do presente
estudo foi investigar os efeitos da vitamina E associada a nanoparticulas
lipidicas no remodelamento cardiaco, em ratos. Medidas ecocardiogréaficas
foram determinadas 24 horas pds infarto e seis semanas ap0s tratamento.
Cortes teciduais do coragao foram submetidos a coloragdo com Hematoxilina
eosina e Picrosirius red. Duas regides distintas do ventriculo esquerdo remotas
ao infarto foram examinadas: subendocardica e ndo subendocardica. A
extensdo do infarto, o didametro dos midcitos, a fracdo de variacdo da area e o
indice de expansdo do ventriculo esquerdo foram determinados. No
ecocardiograma observamos que 0s grupos infartados apresentaram um
aumento no diametro diastolico e sistdlico, uma diminuicdo da fracdo de
encurtamento e da fracdo de variagcdo da area quando comparados ao grupo
controle. Na analise morfométrica, foi observado que nos animais infartados
houve um aumento do didmetro dos midcitos, da expansdo do ventriculo
esquerdo e da fragdo de volume do colageno, principalmente na regido
subendocérdica, quando comparado ao grupo controle. A vitamina E associada
a nanoparticulas lipidicas, ndo apresentou efeitos protetores e nem atenuantes

no remodelamento cardiaco nesse modelo experimental.

Descritores: Vitamina E; Infarto do miocérdio; Remodelagdo ventricular;
Fibrose; ecocardiografia; Ratos wistar; Hipertrofia.



Abstract

Figueira IBLS. Effects of vitamin E associated to lipid nanoparticles in the
cardiac remodeling, in infarcted rats [Thesis]. S&o Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2016.

From a clinical point of view, the ventricular remodeling is associated with a
worse prognosis. Patients already diagnosed remodeling or at high risk of
developing it, should be treated intensively to prevent, attenuate or even
reverse this process. The aim of this study was to investigate the effects of
vitamin E associated with lipid nanoparticles on cardiac remodeling in rats.
Echocardiographic measurements were determined 24 hours post infarction
and six weeks after treatment. Heart tissue sections were stained with
Hematoxylin eosin and Picrosirius red. Two distinct regions of the left ventricle,
remote to infarction, were examined: subendocardial and not subendocardial.
The extent of the infarction, the diameter myocytes, collagen volume fraction
and expansion index of the left ventricle were determined. On echocardiogram
we observed that infarcted groups showed an increase in diastolic and systolic
diameter and decreased in fractional shortening and the area variation fraction
when compared to the control group. In the morphometric analysis, was
observed that in infarcted animals there was an increase in the diameter
myocytes, the expansion of the left ventricle and collagen volume fraction,
especially in the subendocardial region, when compared to the control group.
Vitamin E associated to lipid nanoparticles, showed no protective nor

attenuated effects on cardiac remodeling in this experimental model.

Descriptors: Vitamin E; Myocardial infarction; Ventricular remodeling; Fibrosis;

Echocardiography; Wistar rats; Hypertrophy.
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1 Introducéo

1.1 Remodelamento Cardiaco

O processo de remodelamento cardiaco tem como finalidade principal a
manutencao da funcdo cardiaca estavel frente a determinada injuria como, por
exemplo, isquemia, inflamacéo, alteracées genéticas e sobrecarga volumétrica
ou de pressédo. A principio, esse processo pode ser adaptativo, mas, a longo
prazo, uma das consequéncias do remodelamento seria o aparecimento de
disfuncéo ventricular progressiva com dilatacdo do ventriculo esquerdo, piora
da funcdo sistdlica e potencialmente o desenvolvimento de arritmias
ventriculares, insuficiéncia cardiaca e subsequente mortalidade cardiovascular
(Zornoff & Spadaro, 1997; Bolognese et al, 2002).

O remodelamento cardiaco compreende variacbes moleculares,
celulares e intersticiais cardiacas, que vao se manifestar macroscopicamente
por alteragdes no tamanho, na massa, na geometria e na funcéo cardiaca, que
irdo repercutir em manifestacbes clinicas (Bettencourt et al, 1999). As
alteragcOes celulares e moleculares associadas ao remodelamento ventricular
afetam a area necrética e também segmentos ndo infartados dos ventriculos. E
como manifestacédo clinica, além das alteracbes na geometria do ventriculo,
pode ocorrer comprometimento da funcédo e desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca (Rocha, 2013).

Clinicamente, o remodelamento cardiaco é caracterizado por aumento
da cavidade ventricular, que pode ocorrer tanto na fase aguda quanto na fase
cronica do infarto (Zornoff & Spadaro, 1997). Na fase aguda, pode ocorrer o
afilamento e aumento da extensdo da parede infartada, caracterizando o
processo de expansédo do infarto (Hutchins & Bulkley,1978). Esse fenbmeno
predispbe a rotura ventricular, bem como propicia a formagdo de aneurismas

(Francis, 2001). Na fase crbnica, o processo de remodelamento cardiaco se



caracteriza pela hipertrofia da regido ndo infartada e desempenha papel
fundamental na fisiopatologia da disfuncéo ventricular, apos infarto (Cohn et al,
2000). Inicialmente haveria manutencao da fungéo ventricular e cronicamente,
com a continuidade e/ou com a progressao do processo, ocorreriam diversas
alteracbes que resultariam em disfuncéo ventricular progressiva (Grieve et al,
2004).

Em coragbes infartados, consequentemente a expansao, o ventriculo
perde sua forma eliptica normal, assumindo configuracdo esférica. Nesse novo
formato, ha aumento importante da tenséo parietal no apice, de forma a iguala-
la aos valores da regido medial. Além dessa redistribuicdo de forcas, verifica-se
aumento significativamente maior da tenséo parietal na diastole que na sistole.
Acredita-se que o aumento desse estresse estimularia a replicacdo dos
sarcomeros, preferencialmente em série. Comumente, em funcao da interacéo
desses fatores, a relacdo dilatacdo/espessura da parede aumenta
caracterizando hipertrofia ventricular do tipo excéntrico. Assim, essa dilatacéo
ventricular crénica, secundaria a hipertrofia excéntrica, seria uma adaptacao
que permitiia a manutencdo da funcdo ventricular, em contraposicdo ao
aumento do estresse parietal (Ashrafian et al, 2007).

Assim, a extensdo do remodelamento depende da area infartada, mas
também é afetada pelas alteracdes estruturais decorrentes da cicatrizacao
(Anzai, 2013). Portanto, o tamanho do infarto determina o grau de disfuncédo do

ventriculo (Opie et al,2006).

1.2 Infarto do Miocardio

O infarto do miocéardio € o principal causador de insuficiéncia cardiaca
que leva a morbimortalidade, constituindo um dos mais custosos problemas de
saude publica, sua prevaléncia tende a subir por conta do envelhecimento

populacional. Apesar dos avangos na terapéutica, o progndstico ainda € ruim



podendo levar a 6bito em curto prazo, metade dos pacientes diagnosticados
com insuficiéncia cardiaca. A identificacdo de intervencdes terapéuticas e
modificacdo no estilo de vida sado de fundamental importancia para auxiliar na
prevencao primaria da insuficiéncia cardiaca (Chae et al, 2012).

O infarto do miocardio € um processo que pode levar a necrose de parte
do musculo cardiaco por falta de aporte adequado de nutrientes e oxigénio,
consequente a obstrucdo do fluxo coronariano, transitoria  ou
permanentemente, de magnitude e duracdo suficiente para néo ser
compensado pelas reservas organicas (Kanaan & Horstmann, 2006).

A causa habitual da morte celular € uma isquemia no musculo cardiaco
por oclusdo de uma artéria corondria. A oclusdo se d4 em geral pela formacéo
de um coagulo sobre uma area previamente comprometida por aterosclerose
causando estreitamentos luminais de dimensdes variadas. Abaixo de um
determinado nivel de fluxo sanguineo para a musculatura cardiaca surge um
quadro isquémico. Quando esta isquemia se prolonga, danos irreversiveis
ocorrem, configurando uma é&rea de infarto na musculatura do miocardio
(Gutterman, 2009).

A capacidade de adaptacdo do miocardio ao estresse externo, seja ele
resultante de sobrecarga hemodinadmica ou de isquemia e/ou infarto do
miocardio, determina se o coracdo ira descompensar ou manter sua funcdo
preservada (Mann, 2003).

Blankesteijn et al (2001), relacionaram o processo de restabelecimento
cardiaco em quatro fases: de 6 horas a 4 dias ocorre a morte dos
cardiomiocitos (fasel). Em 12 a 16 horas apds o inicio da isquemia comeca
uma resposta inflamatéria aguda (fase 2), com migracdo de neutréfilos
granuldcitos para a area infartada, atingindo um pico em 24 a 48 horas ap6s o
infarto. A principal funcdo dos granulécitos é fagocitar e remover o0s
cardiomiocitos mortos. Em seguida, os macrofagos e linfocitos acompanham os
granuldcitos para dentro da area infartada e ajudam na limpeza das células
debris. Dois ou trés dias ap0s o infarto do miocardio, inicia-se a formacgédo de
tecido de granulacdo na margem da éarea infartada (fase 3). Finalmente, o
remodelamento e cicatrizacdo da area infartada inicia-se de 2 a 3 semanas e

continua por 1 ano apds o infarto do miocardio (fase 4).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Necrose
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A limpeza dos debris celulares pelos neutrofilos, mondcitos e
macrofagos é fundamental na cicatrizacdo do infarto, no entanto, a modulacao
desta resposta inflamatoria € importante para prevenir excessiva degradagao
tecidual levando a expansdo do infarto e insuficiéncia cardiaca. O
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca apos o infarto é determinado pelo
tamanho da area necrética, resposta cicatricial que ocorre nos dias e semanas
apds o evento e o remodelamento crbnico da cicatriz do infarto, regido peri-
infarto e ndo infartada do ventriculo esquerdo (Kempf et al, 2012).

A terapia antioxidante tem sido apontada como promissora na reducéo
do risco de insuficiéncia cardiaca, baseado em dados experimentais que
mostram que o0 estresse oxidativo tem fundamental importancia na
patofisiologia da insuficiéncia cardiaca e que os riscos podem ser amenizados

por terapias antioxidantes (Chae et al, 2012).

1.3 A nanoparticula lipidica artificial e o transporte direcionado de

drogas

Na década de 80, Maranhéo et al, desenvolveram uma emulséo lipidica
destituida de proteinas e com conteudo lipidico semelhante ao da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) natural. A nanoparticula lipidica adquire
apolipoproteina E na circulagdo sanguinea e dessa maneira se liga aos
receptores da LDL. (Hirata et al, 1999). A emulséo lipidica tem sido utilizada em
estudos que avaliam o metabolismo da LDL (Maranhéo et al, 1997).

Os primeiros estudos com a nanoparticula lipidica demonstraram, em
animais de experimentacdo e posteriormente em seres humanos, que ela
apresenta cinética de remocéao plasmatica semelhante a da lipoproteina natural
(Maranhéo et al, 1993; Maranh&o et al, 1994). Em algumas neoplasias, a sua
remocao plasmética encontra-se acelerada, devido ao aumento de receptores

de LDL nas células tumorais, provavelmente pela necessidade de colesterol



nas células proliferativas. A nanoparticula tem a capacidade de se concentrar
em tecidos que sofrem proliferacdo como ocorre, no cancer de mama
(Graziane et al, 2002) e de ovario (Graziane et al, 2002; Ades et al, 2001), na
leucemia mieldide aguda (Maranh@o et al, 1994) e no mieloma mudltiplo
(Maranhéo et al, 1994; Hungria et al, 2004).

Quando agentes antiproliferativos, como paclitaxel, carmustina ou
etoposideo sdo associados com a nanoparticula lipidica, eles inibem o
crescimento tumoral em camundongos e o desenvolvimento de lesGes
ateromatosas em coelhos (Maranhdo et al, 2002). A associacdo da
nanoparticula com essas drogas reduz notavelmente a toxicidade das mesmas,
preservando ou até mesmo aumentando sua atividade antineoplasica, como
demonstrado por Teixeira et al, 2004 e Rodrigues et al, 2005. Essa reducao de
toxicidade a agentes quimioterapicos foi confirmada em testes clinicos
(Pinheiro et al, 2006; Pires et al, 2009).

Maranhao et al, 2008 mostraram que a nanoparticula lipidica também
pode se concentrar em aortas lesionadas de coelhos tratados com dieta rica
em colesterol. O tratamento de coelhos com placas ateroscleréticas com a
associacdo de nanoparticula ao paclitaxel reduziu significativamente essas

lesbes aterosclerdéticas (Tavares et al, 2011).

1.4 Vitamina E

A vitamina E € um termo genérico utilizado para descrever um grupo de
moléculas lipossolaveis estruturalmente relacionadas, os tocoferdis e
tocotriendis. A vitamina E € um dos mais importantes antioxidantes conhecidos
e tem sido investigada na inflamacéo (Silva, 2007).

Bell (1987) demonstrou a protecdo conferida pela vitamina E contra o
dano oxidativo aos acidos graxos insaturados teciduais. Quatro tocoferéis sdo

conhecidos, porém o alfa-tocoferol € o mais importante biologicamente, e as



denominacdes alfa-tocoferol e vitamina E sdo intercambidveis na literatura
(Halliwell et al, 1988).

O alfa-tocoferol é o componente mais importante da vitamina E sendo
considerado o mais eficaz antioxidante lipossolivel encontrado no nosso
sistema biologico. Ao interagir com radicais livres, interrompe a cadeia de
reacoes destes e previne a peroxidacdo dos lipidios, processo que gera
produtos nocivos as células (Lehr & Messmer, 1996).

A vitamina E atua como scavenger (varredor) de radicais livres, pois
possui em sua molécula um grupo hidroxila, do qual o atomo de hidrogénio &
facilmente removido. ApGs sua atividade antioxidante, o alfa tocoferol torna-se
alfa-tocoferil, um radical livre de baixa reatividade que pode reagir com outros
antioxidantes, como a vitamina c, para ser regenerada ao seu estado original. A
vitamina E preserva a integridade das membranas biologicas, estabiliza sua
permeabilidade e fluidez e previne a apoptose induzida por estresse oxidativo.
Além disso, o alfa-tocoferol é capaz de prender Oxidos de nitrogénio na
membrana soluvel eletrofilica e, assim, de forma eficiente inibir danos
derivados de espécies reativas de nitrogénio (Cohen, 2011).

Os tocotrien6is sdo potentes antioxidantes presentes em todas as
membranas celulares tendo efeito sobre os lipides, atuando na protecéo contra
lipoperoxidagdo (Pelaquim et al, 2008), diminuindo o colesterol total, as
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), a apolipoproteina B (apoB) e a
lipoproteina a (Lpa). Possuem também efeitos anticoagulantes e
antiagregantes, efeito hipoglicemiante além de efeito anti-proliferativo e
apoptotico sobre diversos tipos de cancer (Kenneth, 1995). A vitamina E pode
reagir diretamente com uma variedade de oxiradicais, como o superéxido e a
hidroxila, e também com o oxigénio singlet (Machlin & Bendich, 1987).

Em um estudo caso-controle, conduzido por kardinaal et al (1993), ndo
foram observados efeitos do alfa-tocoferol sobre o risco cardiovascular,
sugerindo os autores, que este fato se deva, provavelmente, a maior parte do
alfa-tocoferol ter sido obtida da dieta e os niveis sanguineos de alfa-tocoferol
nao serem suficientemente elevados para a reducgao do risco.

Queshi et al (1995), observaram que o numero de mortes por causas

cardiacas foi significativamente menor em pacientes portadores de insuficiéncia



renal crbnica ao ser administrado altas doses de Vitamina E, apesar de nao ter
sido observada mudanca significativa da incidéncia de doencas
cardiovasculares.

Nos estudos de caso, muitos trabalhos avaliaram a raz&o infarto do
miocardio e as concentracfes plasmaticas de vitamina E. Alguns estudos
mostram que baixas doses de vitamina podem ser um fator de risco para
doencas cardiovasculares, enquanto, que altos niveis ndo oferecem prote¢cédo
(Gey et al, 1993; Hense et al, 1993). Elevadas concentracfes plasmaticas de
colesterol e baixas concentracdes de alfa-tocoferol foram associadas com o
aumento do risco de infarto do miocardio (Street et al, 1994).

Enquanto o alfa-tocoferol € bem conhecido por suas propriedades
antioxidantes, pouco se sabe sobre os mecanismos de acdo do tocotrienol.
Contudo, estudos recentes sobre tocotrienol sugerem que este possa melhorar
a funcao imunolégica in vitro e confere efeito neuroprotetor em modelo animal
(Sen et al, 2006). Curiosamente, o alfa-tocoferol sozinho ndo foi capaz de
prevenir a formacdo de aterosclerose em camundongos, enquanto que uma
mistura de alfa-tocoferol e tocotrienol reduziram os niveis de colesterol hepatico
e a formacéo de ateroma (Black et al, 2000).

Li et al (2010) mostraram que o tocotrienol suprimiu o sinal inflamatério
induzido pelo éxido nitrico produzido pelos macréfagos e dessa forma, agindo
como modulador inflamatoério. Mais estudos sédo necessarios para analisar se 0
tocotrienol pode impedir a formacdo de aterosclerose e reduzir riscos
cardiovasculares.

Shargorodsky et al, 2010 mostraram efeitos vasculares benéficos do
tratamento com antioxidantes combinados como, a vitamina E, vitamina C,
selénio e coenzima Q10 no metabolismo lipidico, na pressdo sanguinea e na
glicemia de pacientes com multiplos fatores de risco cardiovascular.

Bitu-Moreno et al (2001) e Bozkurt (2002), observaram que o uso do
alfa-tocoferol apés isquemia e reperfusdo em animais de experimentacao,
atenuou a lesdo oxidativa das células musculares e também diminuiu a
formacao de edema destas células, tendo assim uma acédo protetora e parcial.

O uso preventivo da vitamina E reduziu significativamente o risco de

desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca em mulheres saudaveis com fracéo



de ejecdo normal, maior ou igual a 50% (Chae et al, 2012). O mesmo nao foi
observado por Marchioli et al (2006) e Lonn et al (2005) que observaram que a
vitamina E aumentou o risco de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca em
pacientes com doenca cardiovascular preexistente.

Pinho (2011), sugeriu que carotendides e tocoferbis possuem
propriedades antioxidantes efetivas capazes de amenizar os efeitos oxidativos
no musculo cardiaco. Pelo exposto, a vitamina E pode ter papel nos
mecanismos fisiopatoldégicos associados ao processo de remodelamento
cardiaco. Contudo, seus efeitos em coracao de ratos infartados ainda ndo séo

conhecidos.



2 Objetivo

Avaliar os efeitos da Vitamina E associada a nanoparticulas lipidicas no

remodelamento cardiaco, em ratos infartados.

2.1 Objetivo Especificos

Avaliar os efeitos da Vitamina E associada a nanoparticulas lipidicas, em
ratos infartados:
¢ Na morfologia cardiaca;
¢ Na funcéao ventricular;
¢ Na extensao do infarto;
¢ No didmetro dos midcitos;
¢ No processo de fibrose;

¢ No perfil hemodinamico.
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3 Material e Métodos

3.1 Modelo Experimental

Foram utilizados 53 ratos machos Wistar com peso inicial entre 250 a
3509, provenientes do Biotério do Instituto do Coragédo do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (InCor-HC-FMUSP).

Os animais foram divididos em 3 grupos:

- Grupo Infarto Ve: 17 animais infartados que receberam a Vitamina E
associada a nanoparticula lipidica.

- Grupo Infarto SAL: 15 animais infartados que receberam solugéo salina
0,9%.

- Grupo Controle: 21 animais nao infartados que receberam solucéo
salina 0,9%.

O exame de ecodopplercardiograma foi realizado 24 horas apds a
inducdo do infarto. O tratamento com Vitamina E associada a nanoparticula
lipidica, do grupo Ve e o tratamento com salina do grupo SAL iniciou-se
imediatamente apds a recuperacdo dos animais da anestesia para o
ecocardiograma. O tratamento do grupo controle foi iniciado juntamente com os
demais grupos. ApOs seis semanas de tratamento, os animais foram
submetidos a novos exames de ecocardiograma para avaliagdo morfoldgica e
funcional cardiaca. Em seguida foi realizada a eutanasia para coleta do
material a ser analisado.

Os animais foram acondicionados em grupos de cinco, em gaiolas de
polipropileno, forradas com maravalha, com tampa de arame cromado,
ambiente com temperatura (22 - 26°C) e luminosidade (ciclo claro e escuro —
12h) controlados. A mortalidade dos animais foi observada diariamente desde
o inicio do tratamento até 0 momento do sacrificio. O consumo de ra¢ado e agua

foi ad libitum, o peso corporal dos animais foi aferido utilizando-se uma balanca
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digital, duas vezes por semana antes de cada aplicacdo, para ajuste da
dosagem de vitamina E a ser injetada. O esquema do protocolo experimental

esta representado na figura 1.

0 24 horas

6 semanas
Tratamento 2 vezes/semana com
Ve/nanoemulsdo: 10mg/Kg e Salina na
v
v v eps e
} E gi v Sacrificio
Inducéo cocar +|ograma Ecocardiograma
do IM Canulag&o

Inicio Tratamento

. Hemodinamica
(Intraperitoneal)

Figura 1 - Esquematizac&o do protocolo experimental.

3.2 Preparo da nanoparticula lipidica artificial e incorporacdo da

Vitamina E

A nanoparticula lipidica artificial foi preparada segundo a técnica descrita
por Ginsburg et al (1982), modificada por Maranhéo et al (1993). A associacao
da nanoparticula lipidica artificial ao alfa-tocoferol, foi realizada por irradiacao
ultrassénica.

Em um frasco, foram pipetados 20 mg de fosfatidilcolina, 10 mg de
oleato de colesterol e 0,25 mg de colesterol (Sigma Chemical Co — St. Louis,
EUA), a partir de estoques preparados em cloroformio/metanol (2:1) (Merck —
Darmstadt, Alemanha). Em seguida, a mistura foi seca sob fluxo de nitrogénio e
mantida em dessecador a vacuo, por 16 horas, a 4°C, para remocdo dos
solventes residuais. Foi adicionado a mistura de lipides tampéo Tris-HCI pH 8,0

e emulsificada por irradiacdo ultra-sonica de 125 watts de poténcia, durante 2
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horas, sob atmosfera de nitrogénio, com temperatura variando de 51 e 55°C.
Apoés a sonicacao foram adicionados 10 mg/mL de a-tocoferol (Sigma-Aldrich,
St. Louis, E.U.A.) e a mistura foi sonicada por mais 1 hora.

A emulsdo foi purificada por centrifugacdo e esterilizada através de
passagem em filtro Millipore 0,22 um de diametro.

A emulsdo radioativa foi preparada pela mesma técnica descrita
anteriormente, porém ao invés da associacdo da vitamina E, foi associado o

radioisétopo tricio (H®)-colesterol éter.

3.3 Avaliacdo da taxa de incorporacdao da vitamina E a nanoparticula

lipidica

A taxa de incorporacdo do alfa-tocoferol a nanoparticula lipidica artificial
foi avaliada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). O diametro de
particula foi determinado por espalhamento de luz (light scattering), utilizando o
equipamento Laser Light Scattering ZetaPALMS, Brookhaven Instr. Corp., em
um angulo de 90° e 658 nm e expressos pelo resultado médio obtido em 5

corridas.

3.4 Determinacgao da biodistribuicdo da nanoparticula lipidica.

Aproximadamente 100 pL da nanoparticula lipidica, sem a vitamina E, foi
marcada radioativamente com tricio (H®)-colesterol éter, que fixa no tecido, e
injetada por via intraperitoneal em um grupo, de 10 ratos, sendo 5 infartados e
5 controles no dia prévio a eutanasia. Os animais foram sacrificados apés 24
horas da injegdo. Amostras com cerca de 1g foram retiradas dos seguintes

orgaos: figado, pancreas, pulméao, rins, adrenais, gordura retroperitoneal
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esquerda, intestino delgado (duodeno), intestino grosso (reto), testiculo,
gastrocnémio, quadriceps esquerdo, cérebro, cerebelo, tronco encefalico,
sangue, pele do torax, bacgo, aorta e coracdo. Os lipides foram extraidos das
amostras de tecidos coletados seguindo o método convencional descrito por
Folch et al, 1957. Os fragmentos foram limpos em condi¢cdes adequadas sob
placa de gelo, em seguida pesados e entdo macerados de forma que ficassem
com o aspecto pastoso. Os fragmentos foram transferidos para tubos grandes
(20x160) onde se adicionaram 10 mL de metanol e 20 mL de cloroférmio. As
amostras ficaram em repouso overnight a 4 °C. Depois, por duas vezes foram
filtradas, lavadas com 2,5 mL de cloroférmio e adicionados 7mL de agua
destilada. A fase sobrenadante foi aspirada a vacuo e descartada.
Adicionaram-se 4mL de “Clear Folch” (CHCI3/ MEOH/ H20, 3:48:47) e a
amostra ficou mais uma vez em repouso de um dia para o outro a temperatura
ambiente e novamente o sobrenadante foi descartado. Em seguida, as
amostras foram secas sob fluxo de nitrogénio (N2), dissolvidas em solucao de
Folch e transferidas para tubos menores, lavando-se varias vezes e foram mais
uma vez secas sob fluxo de nitrogénio e reconstituidas em 500 pL de solucao
de Folch em gelo. Foram entdo adicionados 4mL de solucédo cintiladora e
mediu-se a radioatividade com um espectrometro de cintilag&o liquida (Packard
1600 TR, Palo Alto, CA). O perfil de biodistribuicdo ou captacdo da
nanoparticula lipidica foi obtido em amostra dos animais, por marcagcdo com
radioisotopo (3H)-Colesterol Eter da nanoparticula, e analisado em contador de

radiacéo beta.

3.5 Inducéo do Infarto do Miocardio

A inducéo do infarto do miocardio foi realizada de acordo com a técnica
de Johns & Olson, 1954, com algumas adaptacdes. Os animais foram

anestesiados com mistura de ketamina (50 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) via
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intraperitoneal, entubados e ventilados com pressdo positiva em ventilador
apropriado. Apos tricotomia do térax, foi feita a toracotomia lateral no local
onde o coragdo causa impacto a palpacdo e em seguida, com o animal em
posicdo supina, foi feita incisdo de pele, divulsdo dos musculos peitorais e
intercostais, e afastamento das costelas. A pericardiotomia foi produzida e a
artéria coronaria descendente anterior esquerda foi ligada, a aproximadamente
3 mm da origem, com fio de nylon 6.0. A isquemia resultante foi visualizada
pelo descoramento muscular da parede do ventriculo esquerdo. Em seguida, o
térax foi fechado por meio de sutura com fio de polipropileno 3.0 e o ar do
espaco pleural foi drenado. Os musculos peitorais foram reposicionados e 0s
animais foram mantidos em mesa cirlrgica aquecida até o retorno da
anestesia. A extubacéo foi feita apenas quando o animal se mostrou estavel.
Esse procedimento foi realizado nos grupos Vitamina E e Salina com a
colaboracédo do Laboratério de Hipertensdo Experimental do InCor-HC-FMUSP,

sendo o procedimento cirurgico realizado por um unico profissional.

Figura 2 - Pericardiotomia para visualizagdo da artéria coronéria.
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3.6 Administracdo da Nanoparticula Lipidica com Vitamina E

A administracdo da vitamina E veiculada pela nanoparticula lipidica foi
realizada por injecéo intraperitoneal (Pace et al, 2006) no grupo Vitamina E.
Foram injetados 10 mg/kg de peso corpéreo de vitamina E (a-tocoferol - Sigma-
Aldrich, St. Louis, E.U.A), (Antoniades et al, 2003; Ficker et al, 2010). O
tratamento foi realizado duas vezes por semana, durante seis semanas,
iniciando-se imediatamente apds a realizacdo do ecocardiograma (Antoniades
et al, 2003; Ficker et al, 2010).

O tratamento dos Grupo Salina e Controle foi feito com administracéo de
solucéo salina 0,9% duas vezes por semana, durante seis semanas, iniciando-
se imediatamente apos a realizacdo do ecocardiograma, pela mesma via de

acesso descrita e em volume equivalente ao do grupo Vitamina E.

3.7 Canulacéao

ApOs a 62 semana de tratamento, os animais foram anestesiados com
Ketamina (50 mg/kg) e Xilazina (10mg/kg) para colocacdo de canulas de
polietileno (P-100, com 1,5 mm de didametro externo e 0,80 mm de diametro
interno, conectada a 3cm de P-50, com 0,80 mm de diametro externo e 0,50
mm de diametro interno, para colocacdo de céanula na veia femural e P-100
conectada a 5cm de P-10, com 0,61 mm de diametro externo e 0,28 mm de
didmetro interno, para colocacao da canula na artéria femural).

As canulas foram preenchidas com solucéo fisiolégica a 0,9% para
registro da pressdo e frequéncia cardiaca. A extremidade da canula

exteriorizada no dorso foi ocluida por um pino de aco inoxidavel.



16

Apods, as extremidades da P-10 e P-50 posicionadas na artéria e veia
foram fixadas com fios de algodédo e as extremidades do P-100 mais calibrosas
foram passadas subcutaneamente até a regidao dorsal da coluna cervical, onde

foram exteriorizadas e fixadas na pele também com fios de algodao.

3.8 Avaliacao do Reflexo Barorreceptor

Para aferir a sensibilidade dos pressoreceptores foram feitas infusées de
fenilefrina seguida da administracao de nitroprussiato de sédio.

A fenilefrina (Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA), um
potente estimulador alfa-1, cuja acdo predominante € a vasoconstricdo das
arteriolas periféricas, foi administrada em doses crescentes pela canula da veia
femural. Esse farmaco foi escolhido por aumentar a pressao arterial, efeito que
provoca bradicardia reflexa gerenciada pelos pressoreceptores. O efeito
oposto, reducdo da pressao arterial com resposta taquicardica, também
comandada pelos pressoreceptores, foi provocado pela infusdo de doses
crescentes de nitroprussiato de sédio (Sigma Chemical Company, St Louis,
MO, EUA), um potente vasodilatador tanto de arteriolas como veias, cuja acao
ocorre por meio da ativacdo da guanilato ciclase e aumento da sintese de 3,
5°- guanosina monofosfato (GMO ciclico) na musculatura lisa de vasos e outros
tecidos.

Na avaliacdo da sensibilidade dos pressoreceptores, 0 pico maximo ou o
minimo da pressao arterial média (PAM) devera reduzir dos valores que foram
obtidos no periodo controle. Espera-se a mesma reducdo quanto a frequéncia
cardiaca (FC), imediatamente antes da infusdo das drogas para posterior
quantificacdo de respostas. A sensibilidade barorreflexa foi avaliada por meio
da divisdo do delta de frequéncia cardiaca (variacédo da frequéncia cardiaca pré

e pos droga) pelo delta de pressédo arterial média (variacdo da presséao arterial
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pré e pés droga), onde chegamos a um indice de taquicardia reflexa (ITR) e

indice de bradicardia reflexa (IBR).

3.9 Medida de Pressdo Arterial, Intervalo de Pulso, Labilidade da

Pressao Arterial e do Intervalo de Pulso.

Apéds o tratamento com vitamina E associada a nanoparticulas lipidicas,
0s registros de pressao pulsatil continuo forneceram os valores diretos da
pressao arterial de todos 0s grupos experimentais. A canula da artéria femural
exteriorizada no dorso do animal, foi conectada a um tubo de polietileno P-100
e este a um transdutor eletromagnético (P23 Db; Gould-Statham) que, por sua
vez, foi conectado a um amplificador de sinal (General Purpose Amplifier-
Stemtech, Inc.). O sinal analogico de pressao arterial foi convertido para digital
(Stemtech, Inc.) e registrado em tempo real por um microcomputador com
sistema CODAS, com frequéncia de amostragem de 2000 Hz por canal.

A analise dos sinais da presséao foi realizada utilizando-se um programa
comercial associado ao sistema de aquisi¢cdo. O referido software permite a
deteccgdo de picos maximos e minimos da curva da pressao de cada batimento,
fornecendo os valores de presséo arterial sistolica (PAS) e diastolica (PAD)
pela integral da area sob a curva no tempo. A FC no intervalo de pulso (IP) foi
determinada a partir do intervalo entre dois picos sistolicos, os resultados foram
apresentados em valores médios e desvio padrdes dos periodos em que 0s
dados foram analisados para FC e PA. As planilhas de dados foram obtidas e
analisadas por um programa comercial de analise Excel 5.0, onde foi calculada
a média, desvio padrdo da PAM, PAS e PAD de cada animal. A labilidade da
PA de cada animal foi calculada, utilizando-se a média dos desvios padrdes de

cada animal.
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3.10 Variabilidade no Dominio da Frequéncia (Analise Espectral

Modelamento Auto-Regressivo)

Cada batimento cardiaco foi identificado através de um algoritmo
implementado no Windag/DATAQ, que automaticamente realiza a deteccédo
dos intervalos de pulso, do evento sistélico da onda do sinal de presséo
arterial. ApOs a leitura automéatica foi realizada uma inspecdo visual para
identificar e/ou corrigir alguma marcacao incorreta. Posteriormente foi gerada a
série temporal de cada sinal a ser estudado, isto €, o intervalo de pulso
cardiaco (tacograma) e da pressdo arterial sistdlica (sistograma). Quando
necessario, utilizou-se a interpolacdo linear 24 horas, o qual detecta a
frequéncia central, nimero e poténcia de cada componente (Pagani M, 1986;
Pagani M,1987). A faixa de frequéncia de interesse para andlise espectral no
rato encontra-se no intervalo que vai de 0 a 3 Hz.

A poténcia espectral foi integrada em trés faixas de frequéncia de
interesse: altas frequéncias (HF), entre 0,75 e 3 Hz; baixas frequéncias (LF),

entre 0,2 e 0,75 Hz e muito baixas frequéncias (VLF), menores que 0,2 Hz.

3.11 Ecocardiograma

Foi realizado o ecocardiograma para a quantificacdo da area infartada e
avaliacdo da funcdo ventricular seguindo as recomendagbes da Sociedade
Americana de Ecocardiografia. Utilizou-se o aparelho Acuson, modelo Sequodia
512 (ACUSON Corporation, Mountain View, CA), com transdutor linear
multifrequencial  (10-14mHz), que permite imagens bidimensional e
monodimensional simultaneas. O padrdo de contracdo regional e global foi

avaliado, em tempo real, nos cortes paraesternal longitudinal e transverso do
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ventriculo esquerdo. Os exames foram realizados por um Unico observador e
as imagens foram gravadas em fitas VHS.

Os animais foram submetidos a este exame 24 horas apés a inducao do
infarto e ao final de seis semanas, sendo previamente pesados e submetidos a
tricotomia de térax e sedacdo com o mesmo anestésico e dose utilizados na
cirurgia de ocluséo coronariana. Para obtencéo das imagens ecocardiograficas,
os animais foram posicionados em decubito lateral esquerdo. Os registros dos
tracados do modo M tiveram velocidade de 100 mm/s.

As medidas das estruturas cardiacas foram realizadas nas imagens
obtidas pelo modo M, conforme Schiller et al (1979), com as seguintes medidas
e calculos: tamanho de &trio, espessura diastolica da parede posterior do
ventriculo esquerdo (PPd), espessura diastélica do septo interventricular
(ESId), diametro diastolico do ventriculo esquerdo (Dd) e diametro sistolico do
ventriculo esquerdo (Ds).

A massa ventricular esquerda (MVE) foi entdo obtida a partir da férmula:
1,047 x [(ESId+ Dd+PPd)3- Dd®] x 0,8 + 0,6 onde: 1,047 representa a
densidade do miocardio, validada em ratos (Fard et al,2000) e os indices 0,8 e
0,6, fatores de correcdo (Watson et al, 2004). Para caracterizac&do da hipertrofia
foi utilizado a espessura relativa da parede (ERP), obtida pela formula: (ESId +
PPd)/Dd (Qu et al, 2000).

As estruturas cardiacas foram avaliadas seguindo as recomendac¢des da
American  Society of  Echocardiography/European  Association  of
Echocardiography (Lang et al, 2005) e ja validadas em modelo de ratos
infartados (Solomon et al, 1999).

A funcado ventricular sistélica foi analisada pela fracdo de encurtamento
(FE%), pela fracdo de variacdo da area (FVA%) (Solomon et al, 1999) e pela
velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP), obtidas pelas
férmulas:

FE% = (Dd-Ds/Dd) x 100

FVA = AD-AS/AD x 100, sendo: AD area diastolica e AS éarea sistolica

VEPP = (Dd-Ds)/(Dd x AOV), sendo: AQOV, tempo de ejecéo da aorta.

A funcéo ventricular diastdlica foi calculada pela relacdo E/A — razéo entre

a velocidade maxima da onda E e a velocidade maxima da onda A; pela
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obtencéo do tempo de desaceleracdo da onda E (DESAC E) — medido entre o
pico da onda E e o ponto em que a rampa de desaceleracao intercepta a linha
de base da curva de velocidade do fluxo diastélico mitral e também pela analise
do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) - medido entre o final do fluxo
sistolico na via de saida do VE e o inicio do fluxo diastolico mitral. Esse indice
analisa basicamente a fase de relaxamento do miocardio, que ocorre apos o
pico sistélico, no periodo entre o fechamento da valva adrtica e a abertura da
valva mitral, no qual o ventriculo esquerdo ndo altera seu volume. Esse
parametro pode ser obtido tanto por meio do modo M quanto pelo Doppler, com
a aquisicdo simultanea das curvas de fluxo mitral e adrtico. Usualmente,
quando o relaxamento torna-se prejudicado, o TRIV esta prolongado, sendo o
valor normal em humanos de aproximadamente 65 + 20 ms, com alguma
variacdo conforme diferentes autores. O DESAC E e o TRIV foram corrigidos
pela raiz quadrada do intervalo R-R.

Para andlise de funcdo global foi usado o indice de desempenho
miocardico (IDM), validado em camundongos por Broberg et al (2003), e que
representa a razao do tempo total gasto na atividade isovolumétrica (contracao
e relaxamento isovolumétrico) pelo tempo de ejecédo. Dessa maneira, obtém-se
o IDM por meio da formula (TFM-AQOV)/AQV sendo TFM, tempo de fechamento
mitral.

Utilizamos como  prognoéstico independente do processo de
remodelamento ventricular a taxa de estresse da parede do VE (TEP). A
mesma foi determinada pela formula: (AD/2xESId), onde AD, area diastdlica e
ESId, espessura do septo interventricular (Minicucci et al,2011).

O tamanho do infarto também foi avaliado pela ecocardiografia, sendo
obtido pela razédo percentual entre a area total do infarto e area diastélica.

Foi considerado infarto a ecocardiografia regides hipocinéticas (baixa
contratilidade da musculatura), acinéticas (auséncia de contratilidade) e
discinéticas (contracdes irregulares). Sendo classificado infarto pequeno
guando menor que 20%, moderado entre 20 e 40% e grande quando maior que
40% (Santos, 2009).
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3.12 Processamento das amostras

Os animais foram submetidos a eutanasia apés seis semanas do inicio do
tratamento, sob anestesia, com ketamina 50mg/kg e xylazina 10mg/kg. Foi
realizada laparotomia mediana, com dissec¢ao e puncdo da veia cava para
coleta de sangue e administracdo de solucdo de cloreto de potassio (soro
fisiologico 0,9% 80mL + KCI 19,1% 20mL), até a parada cardiaca. Apés a
remocao do coracdo, o mesmo foi pesado e em seguida dividido em base, 1/3
médio e apice, sendo o 1/3 médio fixado em formol 10% e emblocado em
parafina. A base e o apice foram congelados em nitrogénio liquido. O peso
relativo do coracéo foi normalizado pelo peso corporal do animal obtido ao final
do experimento (g/kg).

Os animais foram entdo armazenados em sacos brancos, identificados e

refrigerados, para serem encaminhados posteriormente a incineragao.

Figura 3 - Localizac&o do infarto (seta).
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3.13 Perfil hematolégico

A andlise do perfil hematolégico dos ratos foi realizada ao final do
tratamento, apds coleta de sangue em tubos com anticoagulante EDTA. A
contagem de leucécitos totais, hemacias, hemoglobina, plaguetas e a
contagem diferencial dos leucécitos foi feita por meio do aparelho Poch 100iV
Diff (Roche).

3.14 Histologia

Uma fatia transversal do miocardio na porcao equatorial dos ventriculos
foi processada, embebida e emblocada em parafina e dela foram obtidos cortes
histolégicos de 5 micra de espessura.

3.15 Anélise morfométrica

Para a avaliagdo da hipertrofia cardiaca, foram utilizados cortes
histol6gicos corados com solucdo Hematoxilina-Eosina (HE), sob aumento de
40x. As medidas foram realizadas por meio do programa QWIN Image
Processing and Analysis Software (Leica Microsystems Cambridge Ltd.),
acoplado a microscopia otica. Foram selecionados os midcitos de toda a
parede ventricular da regido remota ao infarto, com nucleo ovalado e
centralizado, localizados na regido instersticial do ventriculo esquerdo. A
hipertrofia foi entdo obtida pelo didametro dos midcitos em torno do nucleo (um),
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(Figura 4) e as médias das areas seccionais obtidas para cada grupo foram

utilizadas como indicador do tamanho celular (Koike et al, 2007).

Figura 4 - Mi6cito com disposicao longitudinal, ntcleo ovalado e centralizado.

A avaliacdo da fibrose miocéardica foi feita em cortes histolégicos corados
com Picrosirius red (figura 5), coloracdo especifica para o colageno, por meio
do programa QWIN Image Processing and Analysis Software (Leica
Microsystems Cambridge Ltd.), acoplado a microscopia 6tica, utilizando-se a
objetiva de 40x. Foi analisada toda a parede do ventriculo esquerdo, de duas
regides distintas, ndo subendocardica (figura 6) e subendocéardica (figura 7), na
area remota ao infarto. A fibrose foi estimada pela fracdo de volume do
colageno (FVC%), calculada pela razdo percentual entre a area de tecido
corado positivamente para colageno, em vermelho, e a area total do miocéardio
(Piedade, 2006).

Figura 5 - Corte transversal médio do coracdo, na regido equatorial, corado com
Picrosirius Red (setas indicando o colageno intersticial, em vermelho).



Figura 6 - Fibrose ndo Subendocardica (setas).

Figura 7 - Fibrose Subendocardica (setas).
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Para estimativa da area infartada foram utilizados os mesmos cortes e a
mesma coloracao feita para a quantificagdo da fragdo do volume de colageno.
As laminas foram escaneadas e as medidas foram realizadas por meio do
programa Image J, com as devidas calibracdes. O infarto foi definido como
correspondendo a regido da parede ventricular esquerda, entre as bordas
exteriores, onde foi identificado tecido de cicatrizagdo. O tamanho do infarto
(%) foi estimado calculando-se a média dos tamanhos do infarto externo e
interno. O infarto externo foi calculado pela razdo percentual entre o
comprimento da superficie epicardica com infarto e o comprimento total da
superficie epicardica do ventriculo esquerdo. O infarto interno foi calculado pela
razdo percentual entre o comprimento da superficie endocérdica com infarto e
o comprimento total da superficie endocéardica do ventriculo esquerdo (Koike et
al, 2007) (figuras 8 e 9).

Figura 8 - Medida de tamanho do infarto: PE IAM (perimetro externo do infarto), Pl IAM
(perimetro interno do infarto), AE VE (&rea externa do ventriculo esquerdo), Al VE (&rea
interna do ventriculo esquerdo).

PE IAM + PI IAM
Area do infarto (%) = 2 X 100
AE VE + Al VE
2

Figura 9 - Férmula para célculo da area de infarto.
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A dilatacdo do ventriculo esquerdo foi estimada pelo indice de expanséao
do ventriculo esquerdo, calculado pela razdo entre a area da cavidade
ventricular esquerda (cavVE) e a éarea total do ventriculo esquerdo (totalVE)
multiplicada pela razdo entre a espessura do septo (Lsepto) e a espessura da
parede com infarto (Linfarto) ou da parede livre, no grupo controle (Koike et al,
2007).

indice de expanséo= (cavVE/totalVE) x (Lsepto/Linfarto)

3.16 Andlise estatistica

Os resultados séao apresentados como média + desvio padrdo. O tipo de
distribuicdo das variaveis e a hipotese de igualdade das variancias foram
testados em todos os casos.

A analise de variancia (ANOVA) de um fator, com o po6s-teste de Student
Newmann Keuls foi realizada para comparacao entre os grupos pelo software
SigmasStat® versao 3.1. O nivel de significancia estatistica foi estabelecido pelo
valor P < 0,05.



27

4 Resultados

4.1 Peso corporal e peso relativo do coragéo

O peso corporal médio ao final do tratamento dos animais do grupo
controle foi de 443 = 469, enquanto que o grupo infarto vitamina E foi de 442 +
39g e do grupo infarto salina foi de 425 + 28g, sem diferenca estatistica
significativa entre os grupos. Houve um ganho de peso proporcional entre os
grupos desde o inicio do tratamento.

O peso relativo do coracédo foi calculado pela razdo entre o peso do
coracao (g) e peso corporal do animal (g), multiplicado por 1000, sendo o
resultado obtido em g/Kg. O coracdo dos animais dos grupos infartados
apresentou um peso maior quando comparado ao dos animais do grupo
controle (P<0,05). Ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos infartados
(Tabela 1).

Tabela 1 - Peso corporal e Peso relativo do coracao

Controle Infarto Sal Infarto VE

24h 6 sem 24h 6 sem 24h 6 sem

Peso corporal | 301+57 | 443+46+++ | 282+40 | 425+28+++ | 297+51 | 442+39+++
Q)

Peso relativo - 2,910,1 - 3,4+0,3* - 3,4+0,2*
do coracgéo
(9/kg)

Valores expressos como média + DP. * P<0,05 vs Controle no mesmo tempo; +++P<0,001 vs
24h do mesmo grupo.
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4.2 Mortalidade

A mortalidade foi de 22% no grupo infarto vitamina E e 52% no grupo
infarto salina. Essa mortalidade ocorreu principalmente entre a 32 e 42 semana

de tratamento.

4.3 Biodistribuicao

Como apresentado na figura 10 n&do houve diferenca na captacédo da
nanoparticula marcada com radioisétopo (H%) pelo coracdo de ratos controles e
ratos infartados.

Controle
Il Infartado

p=0,097

8o lipidica-H3 (%l/q)

o
a1
1

dananoemuls

o
<

% de captacéo

Figura 10 - Percentual de capta¢gao da nanoparticula lipidica marcada com H3 do coracéo
de ratos controle e infartados.
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Dados normalizados por grama de tecido, exceto para medula dssea, que foi avaliado o contetdo do fémur esquerdo e do plasma (1mL). Dados expressos em média+DP.

Figura 11 - Percentual de captacdo da nanoparticula lipidica marcada com H3 por érgéo
de ratos controle e infartados.

A figura 11 mostra o percentual de captacdo da nanoparticula marcada
com radioisétopo (H®) por 6rgdo estudado de ratos controles e infartados,
sendo observado que a captacdo € maior pelas glandulas adrenais dos
infartados quando comparado ao grupo controle (p<0,01).

A aorta dos ratos controle mostrou uma maior captacdo da nanoparticula
marcada com radioisétopo (H®) quando comparado ao grupo infartado (p<

0,05).
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4.4 Ecocardiograma

Os resultados obtidos na avaliacdo morfologica feita pelo ecocardiograma
estao apresentados na tabela 2.

Como observado, o tamanho do atrio (TA) foi maior no grupo infarto
vitamina E tanto pré quanto pés tratamento, quando comparado ao grupo
controle no mesmo tempo. Esse aumento também foi observado no grupo
salina 6 semanas quando comparado a ele mesmo ao inicio do tratamento e ao
grupo controle pés tratamento. N&o foi observada diferenca estatistica entre os
grupos infartados em nenhum momento. O grupo infarto salina apresentou uma
diminuicdo na espessura do septo interventricular na diastole (ESId) apos seis
semanas quando comparado ao grupo controle no mesmo tempo. O diametro
diastélico (Dd) e o diametro sistolico (Ds) dos grupos infartados foram maiores
apos seis semanas quando comparado ao grupo controle no mesmo tempo e
quando comparado a 24 horas poés infarto. Houve um aumento da massa do
ventriculo esquerdo (MVE) apds seis semanas em cada grupo quando
comparado ao inicio do tratamento, sendo que nos grupos infartados esse
aumento foi mais expressivo. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos.

A espessura relativa de parede (ERP), nos mostra a proporcéo
hipertrofia/dilatacdo e pode-se observar que h& uma diminuicdo dessa
proporgdo nos grupos infartados, quando comparado ao inicio do tratamento.

N&ao foi observada nenhuma diferenca estatistica apds o tratamento, nos

parametros morfolégicos entre os grupos infartados.



Tabela 2 - Avaliacao morfologica obtida por ecocardiografia
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Controle Infarto Sal Infarto VE
24h 6 sem 24h 6 sem 24h 6 sem
0,34+0,05 | 0,41+0,06 | 0,41+0,08 0,53+0,13** | 0,42+0,10** 0,52+0,07**
+++ ++ ++
TA (cm)
ESId 0,15+0,04 | 0,16+0,05 | 0,14+0,05 0,12+0,03* 0,16+0,04 0,15+0,04
(cm)
0,16+0,04 | 0,17+0,04 0,14+0,04 0,15+0,03 0,17+0,05 0,18+0,05
PPd (cm)
0,72+0,05 | 0,74+0,06 0,70+0,10 0,89+0,09*** 0,67+0,08 0,89+0,09***
+++ +++
Dd (cm)
0,42+0,08 | 0,44+0,08 | 0,54+0,11** | 0,70+0,14*** 0,48+0,08 0,64+0,12***
++ +++
Ds(cm)
1,2+0,2 1,4+0,3 1,1+0,2 1,3+0,2++ 1,2+0,3 1,5+0,3++
MVE (g)
0,4+0,1 0,4+0,1 0,4+0,2 0,3+0,1*+ 0,5+0,2 0,4+0,1+
ERP(cm)

TA(cm), tamanho de atrio em centimetros; ESld(cm), espessura do septo interventricular na
diastole em centimetros; PPd(cm), parede posterior na diastole em centimetros; Dd(cm),
diametro diastolico em centimetros; Ds(cm), diametro sistolico em centimetros; MVE(g), massa
ventricular esquerda em gramas; ERP(cm), espessura relativa da parede em centimetros.
Valores expressos como média + desvio padrdo. *,P<0,05; **,P<0,01; ***,P<0,001 vs Controle
no mesmo tempo. +, P<0,05; ++,P<0,01; +++,P<0,001 vs 24h do mesmo grupo.

Tabela 3 - Avaliacao da funcéao diastdlica do ventriculo esquerdo

Controle Infarto Sal Infarto VE
24h 6 sem 24h 24h 6 sem 24h
2,2+0,7 2+0,5 2,9+0,4 2,6x1.,4 2,6+1,1 2,8+1,6

E/A (cml/s)
DESACE 4+0,9 4+0,8 4+0,8 4+0,6 4+1.1 4+1,3
(ms)

2+0,5 2+0,5 2+0,7 2+0,6 2+0,8 2+0,7
TRIV (ms)

E/A(cm/s), relacdo Onda E/onda A em centimetros por segundo; DESAC E (ms), tempo de
desaceleragdo da onda E em milissegundos; TRIV (ms), tempo de relaxamento isovolumétrico
em milissegundos. Valores expressos como média + desvio padrao.

N&o houve diferenga quanto a fungéo diastdlica do ventriculo esquerdo

entre os grupos apoés tratamento com a vitamina E associada a nanoparticula

lipidica, como demonstrado na tabela .3




Tabela 4 - Avaliacao da funcdo sistélica do ventriculo esquerdo
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Controle Infarto Sal Infarto VE
24h 6 sem 24h 24h 6 sem 24h
4448 4549 25+13** 26+12** 29+7** 28+9**
FE (%)
1,0+0,2 1,1+0,3 0,8+0,3 1,6+0,4* 0,8+0,3 1,7+0,5*
+++ +++
TEP
0,0047+0,0012 | 0,0048+0,009 | 0,0035:0,0019* | 0,0032t0,0014 | 0,0064+0,0015* | 0,0061+0,0011
VEPP(ms)
4948 44+9 21+10** 26+8** 23+11** 29+10**
FVA (%)
0,3+0,2 0,4+0,2 0,6+0,2** 0,5+0,2 0,4+0,2 0,741,1
IDM

FE, fragdo de encurtamento; TEP,taxa de estresse da parede; VEPP, velocidade de encurtamento
da parede posterior; FVA, fracdo de variacdo da area e IDM, indice de desempenho miocardico.
Valores expressos como média = desvio padrdo. *,P<0,05; **,P0,001; *** P<0,001 vs controle no
mesmo tempo. #P<0,05, vs infarto salina no mesmo tempo.

Como apresentado na tabela 4, a fracdo de encurtamento (FE), foi
menor nos grupos infartados quando comparada ao grupo controle nos dois
tempos, ndo havendo diferenca estatistica entre os grupos. Ja a Taxa de
estresse da parede (TEP) foi maior nos grupos infartados apds 6 semanas
quando comparada ao inicio do tratamento, e no grupo infarto vitamina E, a
TEP foi maior quando comparada ao do grupo controle apds o tratamento. Com
relacdo a velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP), o grupo
infarto vitamina E obteve valor maior quando comparado ao grupo controle, nos
dois tempos. Ja no grupo infarto salina esse valor foi menor em comparacao ao
grupo controle, porém sem diferenca estatistica entre os grupos infartados e
apos o tratamento. A fracdo de variacdo da area (FVA) foi menor nos grupos
infartados pré e pods tratamento, quando comparado ao grupo controle nos
mesmos tempos.

O indice de desempenho miocéardico (IDM) mostrou-se maior no grupo
infarto salina em relagéo ao grupo controle e ao grupo infarto vitamina E, em 24
horas. Esse aumento ndo foi observado apds seis semanas de tratamento em

nenhum dos grupos. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos.
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A figura 12 mostra um grafico de correlacdo entre as variaveis fracdo de
encurtamento e diametro sistolico. Observamos que o grupo infarto vitamina E,

obteve valores intermediérios aos grupos controle e infarto salina.
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Figura 12 - Correlacéo das variaveis fracdo de encurtamento (FE%) e diametro sistélico
(Ds), entre os grupos controle, infarto salina e infarto vitamina E.

45 Tamanho do Infarto

O resultado obtido pelo ecocardiograma, mostrou que no grupo infarto
salina, houve um aumento significativo do tamanho do infarto apds 6 semanas.
O mesmo néo foi observado no grupo infarto vitamina E, como representado na
figura 13. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos em 24 horas e em 6

semanas.
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Figura 13 - Tamanho do infarto pré e pds tratamento, obtido por ecocardiograma.

4.6 Anélise morfométrica

Os resultados estdo apresentados na tabela 5. Nao houve diferenca
estatistica entre os grupos infartados com relacdo ao tamanho do infarto ap6s
seis semanas, 0 que condiz com os resultados obtidos pelo ecocardiograma.
Os grupos infarto salina e infarto vitamina E, apresentaram um diametro maior
em comparagdo ao grupo controle. A fracdo de volume de colageno do
ventriculo esquerdo mostrou um aumento da fibrose ndo subendocardica e da
subendocardica em areas remotas ao infarto nos grupos infartados, em relacéo
ao grupo controle. A expansdo do ventriculo esquerdo ocorreu,

expressivamente, nos grupos infartados quando comparado ao grupo controle.
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Tabela 5 - Dados morfométricos dos grupos controle, infarto salina e
Infarto vitamina E

Controle Infarto Sal Infarto VE
Tl (%) 0 41+6 40+6
DM (um) 2443 37+3%%* 32+4%%*
FVC NSE (%) 3+1 51 52
FVC SE (%) 4+1 11445 TE3%**
IEVE 0,15+0,04 0,78+0,32*** 0,55+0,18***

TIl, tamanho do infarto; DM, didmetro dos midcitos; FVC, fragdo de volume de colageno; NSE,
nao subendocardica; SE, subendocardica; IEVE, indice de expansdo do ventriculo esquerdo.

Valores expressos como média + desvio padrdo, **,P<0,01, ***,P<0,001 vs. Controle.

4.7 Hemodinamica

Como apresentado na tabela 6, ndo foi observado diferenca estatistica

nas variaveis hemodinamicas entre 0s grupos.

Tabela 6 - Parametros hemodinamicos

Parametro Controle Infarto Sal Infarto VE
PAS(mmHg) 136+8 130+11 130+10
PAD(mmHQ) 94+6 91+5 91+6
PAM(mmHg) 112+7 10848 10747
FC (bpm) 347+18 349+31 358+22
RESP TAQ (NITRO) 1,6+0,4 2,6£1,0 1,8+0,7
RESP BRAD (FENIL) 1,1+1,0 1,0+0,5 1,6+1,1

PAS, pressdo arterial sistélica; PAD, pressao arterial diastélica; PAM, pressao arterial
média; FC, frequéncia cardiaca; RESP TAQ, resposta taquicardica; RESP BRAD, resposta
bradicardica. Valores expressos como média + desvio padrao.



4.8 Perfil Hematolégico
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A tabela 7 mostra um valor maior nos leucdcitos totais no grupo infarto

vitamina E quando comparado ao grupo controle e ao grupo infarto salina.

Tabela 7 - Perfil hematolégico dos grupos controle, infarto salina e infarto

vitamina E

Controle | Infarto Sal Infarto VE P | VR?
Eritrécitos (milhdes/mm3) | 8,2+ 1,0 8,0+1,3 7,9+0,5 0,81 |5,4-10
Hg (g/dL) 18,1+22| 18,1+23 17,3+1,2 0,72 | 11-18
Ht (%) 447 4,9 44 £ 5,3 42625 0,66 | 35-49
\VCM (fL) 54,7+1.2 55,3+35 543+1 0,67 | 49-64
Leucdcitos totais
(mil/mm3) 57+18 6,0+2,3 9,7 + 3,0*# 0,02 | 4-17
Neutrofilos (%) 30,7 £8,2 31,6 £9,2 259+7,8 0,43 | 9-50
Eosinéfilos (%) 1,9+2,0 1,6+1,5 1,1+0,7 0,66| 0-6
Basofilos (%) 0,1+0,4 0 0 0,45] 0-1.5
Linfocitos (%) 64+9 64+ 10 70+ 8 0,33 | 50-85
Monaocitos (%) 36+1,1 30+1,0 2,6 £0,8 0,19| 0-5
Plaguetas (fL) 74+1,3 7,7+0,4 7,9+0,5 0,54 |4.5-8,8

ICubas et. al; 2007. Valores expressos como média + desvio padrédo. *P<0,05 vs Controle e

#P<0,05 vs infarto salina.
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5 Discussao

O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia da administracdo de
vitamina E associada a nanoparticulas lipidicas no remodelamento ventricular
apos o infarto do miocardio em ratos, por meio de analise de sobrevida e de
variaveis morfologicas, funcionais e intersticiais.

O primeiro aspecto a ser ressaltado refere-se ao uso da vitamina E
associada a nanoparticulas lipidicas. Nosso estudo utilizou protocolo ja
validado na literatura, com a administragcdo de injecao intraperitoneal de
vitamina E, como a-tocoferol, na dose de 10mg/Kg de peso corporal
(Antoniades et al, 2003; Ficker et al, 2010) e um modelo experimental bem
estabelecido, de injuria miocardica e fibrose intersticial que € o infarto agudo do
miocardio (Minicucci, 2011; Ardisson, 2012).

A nanoparticula lipidica faz o direcionamento de drogas a tecidos
especificos (Redgrave & Maranhdo, 1985; Maranhdo et al, 1986). Sua
capacidade de se concentrar em tecidos que sofrem processos proliferativos, ja
foi demonstrada anteriormente (Ades et al, 2001; Padoveze et al, 2009). Em
nosso estudo pudemos observar que a captacdo da nanoparticula foi maior
pelas glandulas adrenais dos infartados quando comparado ao grupo nao
infartado. Isso se deve ao fato de que a adrenal produz aldosterona, que
participa do sistema renina-angiotensina, que por sua vez € precoce e
intensamente ativado em insuficiéncia cardiaca, mesmo na presenca apenas
de disfuncéo ventricular. Assim sendo ocorre uma maior atividade da glandula
adrenal e consequentemente um aumento de aldosterona na presenca de
qualquer injaria cardiaca, como no caso desse modelo experimental. Além
disso, observamos uma maior captacdo da nanoparticula pela aorta dos ratos
controle, quando comparado ao grupo infartado, esse achado precisa ser
melhor investigado.

Para avaliarmos a presenca ou ndo de efeitos secundarios decorrentes do
uso da nanoparticula lipidica e excluir a possibilidade de uma toxicidade,

realizamos a determinacdo do perfil hematolégico desses animais.
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Observamos um valor maior nos leucdcitos totais no grupo infartado tratado
com a vitamina E associada a nanoparticula lipidica, quando comparado ao
grupo sem infarto e ao grupo infartado sem tratamento, porém esse aumento
permaneceu dentro dos valores de referéncia para o modelo experimental
(Cubas et al, 2007). Essa diferenca ndo se manteve nos demais dados do
leucograma, néo podendo ser considerado como indicativo de toxicidade.

Verificou-se também, uma mortalidade maior no grupo infartado sem
tratamento, quando comparado ao grupo infartado tratado com a vitamina E
associada a nanoparticula lipidica. Essa mortalidade ocorreu principalmente
entre a 32 e 42 semana pdés oclusdo coronariana, provavelmente, por
insuficiéncia cardiaca crbnica. A vitamina E parece ter atenuado a mortalidade
nesse modelo experimental, porém mais estudos sdo necessarios para afirmar
esse achado.

A avaliacdo da atividade do sistema nervoso autbnomo pelo uso de
diferentes técnicas nos permite estimar a contribuicdo desse sistema nas
respostas alteradas, associadas a doenca cardiovascular. A reducédo da funcao
parassimpatica parece contribuir para o aumento da variabilidade da presséao
arterial e, consequentemente, para as lesdes do 6rgdo alvo observadas na
doenca cardiovascular (Angelis et al, 2004). Respostas reflexas do simpatico e
do parassimpatico permitem ajustes do débito cardiaco e da resisténcia
vascular periférica, contribuindo para a estabilizacdo e manutencdo da presséo
arterial sistémica durante diferentes situagdes fisioldgicas (Cowley 1996).

Em modelos animais, a sensibilidade barorreflexa pode ser avaliada pela
infusdo de drogas vasoativas, fenilefrina e nitroprussiato de sodio, as quais
induzem aumentos e quedas da pressdo arterial que promovem respostas
bradicardicas e taquicéardicas, respectivamente (Angelis et al, 2004). No
presente trabalho, diferentemente do esperado, ndo foram observadas
diferencas nas variaveis hemodinamicas entre os grupos infartados, com
relacdo ao grupo controle.

Como ja esperado, o0 peso relativo do cora¢do dos animais infartados, foi
maior quando comparado ao dos animais do grupo controle, isso se deve ao

processo de remodelamento. N&o houve diferenga entre os grupos infartados.
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E importante ter em mente, que o remodelamento ventricular é
caracterizado por variacbes moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que
irdo se manifestar clinicamente por alteragcbes no tamanho, na massa, na
geometria e na funcdo do coracdo, em resposta a uma determinada injaria
(Pfeffer et al; 1985,1990). Dessa forma, o estudo de estratégias que interfiram
positivamente nesse processo torna-se necessario.

Com relagdo a morfologia, o infarto leva a alteracdes complexas da
estrutura cardiaca. A dilatacdo do ventriculo esquerdo e o afilamento da
parede, em consequéncia do processo de expansdo, sao caracteristicas da
regido infartada (Hutchins & Bulkley, 1978). Por essa razdo, esse fendmeno,
clinicamente, é diagnosticado por alteracbes do didametro da cavidade, da
massa ou da espessura ventricular esquerda (Matsubara et al, 2000). Isso foi
observado em nosso estudo, pois a espessura relativa da parede (ERP) apoés a
62 semana diminuiu, tanto no grupo tratado quanto no grupo néo tratado,
indicando um aumento da cavidade e um afilamento da espessura da parede
do coracao desses animais.

No presente estudo, considerando os efeitos da vitamina E associada a
nanoparticulas lipidicas nas varidveis morfologicas, os animais infartados
tratados ou ndo, nao apresentaram diferencas no diametro da cavidade
ventricular esquerda, na massa ventricular e na espessura da parede. Assim,
podemos concluir que o uso da vitamina E associada a nanoparticulas lipidicas
ndo atenuou essa variavel que também caracteriza o remodelamento pos
infarto.

O remodelamento ventricular pos infarto estd associado a disfungéo
ventricular progressiva, arritmias complexas e maior mortalidade (Francis
2001). No presente estudo conforme esperado, observou-se que o infarto
resultou em comprometimento da fungéo sistdlica, 0 mesmo néo foi observado
no que se refere a funcdo diastolica. Deve-se considerar que a disfuncao
sistélica é uma das principais caracteristicas do processo de remodelamento
pos infarto (Zornoff, 1997). Porém, contrariamente ao esperado, nao
observamos diferenca na fracdo de encurtamento (FE), na taxa de estresse da
parede (TEP), na velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP) e na

fracdo de variacdo da area (FVA), avaliadas pelo ecocardiograma, entre 0s
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animais infartados tratados com a vitamina E, em relagcdo aos animais
infartados nao tratados. Assim sendo, a vitamina E associada a nanoparticulas
lipidicas ndo apresentou efeito benéfico nas variaveis funcionais, nesse
modelo experimental.

Ja esta bem elucidado na literatura a importancia do colageno no
intersticio do miocardio, tanto para a manutencdo quanto para a estrutura e
funcd@o do musculo cardiaco. De acordo com Segura et al (2014), essa proteina
€ a responsavel pelo alinhamento dos midcitos, pela transmisséo de forca entre
as unidades contrateis, além da transferéncia de sinais célula a célula. A
deposicdo inadequada de colageno leva, portanto a uma desorganizacdo da
estrutura miocérdica que, ocasiona uma alteracdo da estrutura celular, por
meio de vias de sinalizacdo, e, macroscopicamente, a uma alteracdo da
geometria e funcdo cardiaca. No presente estudo, como esperado, observou-
se um aumento da fibrose ndo subendocardica e, principalmente, da
subendocérdica, em &reas remotas ao infarto nos grupos infartados, em
relacdo ao grupo controle. Ndo havendo diferenga entre os grupos infartados.
Dessa forma, intervengdes que possam modular a deposicdo desorganizada do
coladgeno no intersticio miocéardico, ou seja, a fibrose, podem promover a
protecdo das alteracdes da geometria e da funcao cardiaca (Frantz, 2009). Nao
foi observada atenuacdo na extenséo do infarto, visto que o tamanho da regiao
infartada, obtido por ecocardiografia e confirmado por morfometria, foi
semelhante entre os grupos tratado e néo tratado com vitamina E associada a
nanoparticula lipidica. Porém, o ecocardiograma mostrou que, no grupo nao
tratado a extenséo do infarto foi maior apés 6 semanas, quando comparado ao
grupo tratado com a vitamina E associada a nanoparticula lipidica.

Como esperado, os grupos infartados apresentaram um diametro maior
em comparacdo ao grupo ndo infartado, indicando a hipertrofia dos midcitos. A
expansdo do ventriculo esquerdo ocorreu, expressivamente, nos grupos
infartados quando comparado ao grupo controle. O grupo infartado tratado com
a vitamina E associada a nanoparticulas lipidicas obteve valores
intermediarios, embora sem diferenca estatistica, entre o grupo néo infartado e
0 grupo infartado sem tratamento. Esse fato em conjunto com o dado mostrado

pelo ecocardiograma, quanto a extensdo do infarto apds o tratamento, podem
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ser um indicativo de que, de alguma forma, a vitamina E interfira positivamente
no processo de remodelamento. Cabe ressaltar que existem outros
mecanismos que podem participar do processo de remodelamento ventricular
que nao foram avaliados neste trabalho. Neste sentido, sdo necessarios mais
estudos sobre a acdo da vitamina E no modelo do infarto para melhor
entendimento de seu papel nessa agressao e talvez, em tempos diferentes de
tratamento, ou até mesmo em uma fase antecedente ao infarto, com a hipétese

de minimizar os possiveis danos causados pelo remodelamento.
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6 Conclusao

No presente estudo, ndo foram evidenciados efeitos protetores ou
atenuantes da vitamina E associada a nanoparticulas lipidicas, quanto a
morfologia cardiaca, funcdo ventricular, extensdo do infarto, hipertrofia dos
midcitos, fibrose e perfil hemodinamico pés infarto do miocérdio, neste modelo

experimental.
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