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Resumo

Lima AD. Efeito do tratamento cronico do metotrexat 0 associado a
nanoemulsdo de LDE no remodelamento cardiaco por in  farto do
miocardio em ratos Wistar [Tese]. Sdo Paulo: Faculd ade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2017.

O infarto agudo do miocardio (IAM) é a principal causa de
mortalidade mundial. O IAM é acompanhado de remodelamento cardiaco,
caracterizado por alteracdes génicas, moleculares e celulares, com
consequentes alteragbes no tamanho, forma e funcdo do coracdo, e
resultante disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca. Evidéncias
experimentais e clinicas indicam que a prevencdo ou o tratamento do
remodelamento cardiaco beneficiam a fungéo ventricular. A LDE é uma
nanoparticula lipidica, com estrutura semelhante a lipoproteina de baixa
densidade (LDL). A LDE tem a capacidade de se concentrar em células com
superexpressao de receptores de LDL, como em processos proliferativos e
inflamatodrios, sendo utilizada com um direcionador de farmacos a sitios
especificos. Nosso laboratério demonstrou que o0 tratamento com
metotrexato (MTX), um farmaco antiproliferativo e imunossupressor,
associado a LDE reduziu acentuadamente as lesfes aterosclerdticas na
aorta de coelhos submetidos a dieta hipercolesterolémica. Esses resultados
nos levaram a hipétese de que a LDE-MTX possa ser utilizada para
minimizar o processo inflamatério pos-IAM, determinante para o
remodelamento cardiaco, e seus efeitos deletérios. O objetivo do trabalho foi
investigar o efeito do tratamento da LDE-MTX sobre o remodelamento
cardiaco em ratos submetidos ao IAM. Ratos machos Wistar (300-400g)
foram submetidos ao modelo cirdrgico de IAM ou a cirurgia ficticia (SHAM).
Os grupos foram divididos entre: SHAM (solucéo fisiologica), IAM-LDE, IAM-
MTXc (metotrexato comercial), IAM-LDE-MTX. Os animais foram tratados
uma vez por semana na dose de 1 mg/kg intraperitonealmente, por 6
semanas. Apos 24 horas do IAM e ao final do seguimento, foi realizado o

ecocardiograma. O coracdo, o pulmao, o figado e os rins foram coletados



para obtencdo do peso relativo dos 6rgdos. O tamanho do IAM foi estimado
pela média dos tamanhos dos IAM externo e interno. A avaliacdo da necrose
dos midcitos, processo inflamatério, diametro dos miécitos e fibrose
miocardica nas regides subendocardica (SE) e intersticial (INT) foi realizada
na regiao remota ao IAM. Marcadores de estresse oxidativo, inflamacéo,
fibrose, angiogénese e os receptores de lipoproteinas foram quantificados
por PCR em tempo real. O tratamento com LDE-MTX diminuiu a dilatacéo do
VE, hipertrofia cardiaca, volumes sistdlicos e diastélicos, espessura do septo
interventricular e da parede posterior e massa do VE, comparado aos grupos
IAM-LDE e IAM-MTXc. Além disso, houve uma melhora de
aproximadamente 40% da funcao sistélica do VE em relacdo aos demais
grupos IAM. O tratamento com LDE-MTX né&o alterou a funcao diastolica. O
peso relativo do coragdo e do pulméo foi menor no grupo IAM-LDE-MTX
quando comparado ao IAM-LDE. Na histomorfometria, houve diminuicdo no
tamanho do infarto no grupo IAM-LDE-MTX quando comparado com |AM-
LDE. A necrose, infiltrado inflamatério e fracdo de volume do colageno nas
regides INT e SE foram menores no IAM-LDE-MTX em relagdo aos grupos
IAM-LDE e IAM-MTXc, assim como o didametro dos midcitos. A expressao
génica dos marcadores de estresse oxidativo e fibrose foi menor no grupo
IAM-LDE-MTX quando comparado ao grupo IAM-MTXc. Com relacdo a
inflamacé&o, o grupo IAM-LDE-MTX apresentou menor expressao do gene
para TNF-a quando comparado aos grupos IAM-MTXc e SHAM. No que se
refere ao receptor de lipoproteina, nos grupos IAM-LDE-MTX houve menor
expressao do gene para receptor de lipoproteina de baixa densidade (LDLR)
guando comparado ao grupo tratado com MTXc. Nao foi observada
toxicidade em nenhum grupo. Os resultados deste estudo indicam que o
tratamento com LDE-MTX melhora significantemente a funcdo cardiaca e
atenua o remodelamento cardiaco em modelo experimental cirirgico para
IAM.

Descritores: 1. Remodelamento cardiaco 2. Infarto do miocardio 3.

Metotrexato 4. Nanoparticula 5. Ratos Wistar.



Abstract

Lima AD. Effect of chronic treatment of methotrexat e associated with
LDE nanoemulsion on cardiac remodeling by myocardia | infarction in
Wistar rats [Thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medi  cina, Universidade
de Sao Paulo”; 2017.

Acute myocardial infarction (AMI) is the main cause of worldwide mortality.
AMI is accompanied by cardiac remodeling, characterized by genetic,
molecular and cellular alterations, with consequent changes in the size,
shape and function of the heart, resulting in ventricular dysfunction and heart
failure. Experimental and clinical evidence indicate that prevention or
treatment of cardiac remodeling benefits the ventricular function. LDE is a
lipid nanoparticle with a structure similar to low density lipoprotein (LDL). LDE
has the ability to concentrate in cells with overexpression of LDL receptors,
such as in proliferative and inflammatory processes, and is used with a drug-
targeting agent at specific sites. Our laboratory demonstrated that the
treatment  with  methotrexate  (MTX), an antiproliferative  and
immunosuppressive  drug, associated to LDE markedly reduced
atherosclerotic lesions in aorta of rabbits submitted to the
hypercholesterolemic diet. These results led us to the hypothesis that LDE-
MTX could be used to minimize the post-AMI inflammatory process,
determinant for cardiac remodeling, and their deleterious effects. The aim of
this study was to investigate the effect of LDE-MTX treatment on cardiac
remodeling in rats submitted to AMI. Male Wistar rats (300-400g) were
submitted to the surgical model of AMI or Sham surgery. The groups were
divided into: SHAM (saline solution), AMI-LDE, AMI-MTXc (commercial
methotrexate), AMI-LDE-MTX. The animals were treated once a week at a
dose of 1 mg/kg intraperitoneally, for 6 weeks. After 24 hours of AMI and at
the end of the follow-up, the echocardiogram was performed. The heart, lung,
liver and kidneys were collected to obtain the relative weight of the organs.
Infaction size was estimated by mean extern and intern size of IAM.

Evaluation of myocyte necrosis, inflammatory process, myocyte diameter and



myocardial fibrosis in the subendocardial (SE) and interstitial (INT) areas was
performed in remote area from AMI. Markers of oxidative stress,
inflammation, fibrosis, angiogenesis and lipoprotein receptors were quantified
by quantitative real-time PCR. Treatment with LDE-MTX decreased LV
dilation, cardiac hypertrophy, systolic and diastolic volumes, interventricular
septum and posterior wall thickness and LV mass, compared to AMI-LDE
and AMI-MTXc groups. In addition, there was an improvement of
approximately 40% of LV systolic function compared to other AMI groups.
Treatment with LDE-MTX did not alter diastolic function. The relative weight
of the heart and lung were lower in the AMI-LDE-MTX group when compared
to the AMI-LDE. In morphometry, infarct size decreased in the AMI-LDE-MTX
group when compared to AMI-LDE. Necrosis, inflammatory infiltrate and
collagen volume fraction in the INT and SE regions were lower in AMI-LDE-
MTX than in AMI-LDE and AMI-MTXc groups, as well as the myocyte
diameter. The gene expression of oxidative stress and fibrosis markers were
lower in the AMI-LDE-MTX group when compared to the AMI-MTXc.
Regarding inflammation, the AMI-LDE-MTX group had lower expression of
the TNF-a gene when compared to the AMI-MTXc group and the SHAM
group. As regards the lipoprotein receptor, in the AMI-LDE-MTX there was
lower expression of the gene for low-density lipoprotein (LDLR) receptor
compared to MTXc treated animals. No toxicity was observed in any groups.
The results of this study indicate that treatment with LDE-MTX significantly
improves cardiac function and attenuates cardiac remodeling in an

experimental surgical model for AMI.

Descriptors: 1. Cardiac remodeling 2. Myocardial infarction 3. Methotrexate
4. Nanoparticle 5. Wistar rats.



1. Introducao

1.1 Remodelamento cardiaco no infarto agudo do

miocardio

O infarto agudo do miocéardio (IAM) é a principal causa de
mortalidade no mundo (Mozaffarian et al., 2016). O IAM é causado por
isquemia tecidual decorrente da obstrucao transitoria ou permanente do
fluxo coronariano, com diminuicdo da oferta de oxigénio e de nutrientes
ocasionando necrose do musculo miocérdico (Burkeet al., 2007).
Geralmente, a isquemia é decorrente da ruptura da placa aterosclerotica
vulneravel e formacéo de coagulo e/ou vasoespasmo (Kelleyet al., 1999;
Sutton & Sharpe, 2000; Ashrafi et al., 2014).

Pacientes que sobrevivem ao IAM podem ter como uma das
complicacBes possiveis a insuficiéncia cardiaca (IC), sendo esta uma
condicdo associada a pior prognostico (Opie et al., 2006; Heusch et al.,
2014). Apés a agressao ao miocérdio, para que ocorram as respostas
compensatérias a fim de manter o débito cardiaco normal, um conjunto
de alteracdes genéticas, moleculares e celulares se manifesta, alterando
a forma, tamanho e funcéo do coracéo (Pfefferet al., 1990). Este conjunto
de alteracbes é denominado remodelamento cardiaco (Cohn et al., 2000;
Savergnini et al., 2013). No inicio da década de 80, estudos descreveram
pioneiramente em modelo experimental de IAM em ratos que 0 processo
do remodelamento cardiaco desempenha um papel fundamental na
fisiopatologia da disfuncdo ventricular e na progressado da IC (Pfeffer et
al., 1979).

Portanto, logo apds um dano isquémico as porgdes integras do
miocardio apresentam aumento da contratilidade como forma de manter o

débito cardiaco, em resposta a perda abrupta do tecido contratil. Isto

1



resulta em aumento do estresse e dilatacdo da parede ventricular, com
aumento do gasto energético dos cardiomidcitos e expansdo da area
infartada, que ocorre poucas horas apés o dano miocardico (Pfeffer et al.,
1990). A dilatacdo ventricular, embora represente um mecanismo
eficiente de compensacéao, restabelecendo o volume sistolico, também
tem sido consistentemente associada com diminuicdo de sobrevida
(Colucci, 1997).

Blankesteijn e colaboradores (2001) classificaram o processo de
restabelecimento cardiaco em quatro fases. Na primeira fase, ocorre a
morte dos cardiomiocitos de 6 horas a 4 dias. A resposta inflamatoria
aguda comeca na fase 2, em 12 a 16 horas ap0s o inicio do processo
isquémico. Neutrdfilos granuldcitos migram para a é&rea infartada,
atingindo um pico em 24 a 48 horas apo0s o infarto, para fagocitar e
remover 0s miocitos mortos. Posteriormente, os macréfagos e linfécitos
sdo recrutados juntamente com o0s granuldcitos na area do IAM com o
objetivo de remocdo de células mortas por fagocitose (Frangogiannis,
2014). De 2 a 3 dias apos o infarto do miocardio, inicia-se a formacgao do
tecido de granulacdo na margem da area infartada, na fase 3. Finalmente,
na fase 4, o remodelamento e cicatrizacdo da area infartada inicia-se de 2
a 3 semanas e continua por 1 ano apds o infarto do miocardio.

As alteracOes teciduais decorrentes do remodelamento cardiaco
incluem: hipertrofia dos cardiomiécitos da regido remota ao IAM, morte
celular, ativagdo de processos inflamatérios e, por fim a ocorréncia de
fiborose miocérdica para formacdo da cicatriz de reparagdo tecidual
(Sutton & Sharpe, 2000). Estes eventos comecam a se estabelecer
imediatamente apds a ocluséo arterial, progredindo por varias semanas
ap6s o dano isquémico inicial. A prépria agressao ao miocardio ativa e
expressa 0S mecanismos reparadores ao dano cardiaco
concomitantemente, mas um processo pode ocorrer de maneira
independente do outro. Como por exemplo, o processo inflamatorio pode

ocorrer tanto de forma dependente quanto de forma independente do



processo de necrose pos-IAM (Haunstetter et al., 1998; Khanet al.,2006;
Frangogiannis, 2014).

A hipertrofia cardiaca é caracterizada pelo aumento da massa do
miocardio, tanto pelo aumento do volume dos midcitos quanto pelo
aumento dos componentes da matriz extracelular. Ocorre de forma
compensatoéria ou adaptativa em resposta ao aumento da sobrecarga de
pressdo ou de volume visando a manutencdo do débito cardiaco. No
entanto, um longo periodo de hipertrofia promove descompensacdo ou
ma-adaptacdo que predispde a morte celular e deposicdo de fibrose
miocardica, podendo levar a dilatacdo cardiaca e disfuncédo ventricular
(Pfeffer et al., 1990; Frangogiannis, 2014).

A hipertrofia cardiaca pode ser classificada como concéntrica ou
excéntrica (Opie et al., 2006; Aro et al., 2016). A hipertrofia concéntrica
ocorre em resposta a sobrecarga de pressdo. O aumento da massa
ventricular, com aumento da espessura de parede e reducdo da
cavidade, é decorrente da replicacdo em paralelo dos sarcomeros. Assim,
a hipertrofia concéntrica desencadeia disfuncdo diastolica (Cantor et al.,
2005; Litwin et al., 1995).

A hipertrofia excéntrica ocorre em resposta a sobrecarga de
volume. O aumento da massa ventricular, seguido do aumento do volume
da cavidade e da espessura de parede, se da por replicacdo em série dos
sarcomeros, permitindo que a célula aumente de comprimento e
desencadeando a disfungéo sistolica. (Cantor et al., 2005; Burchfield et
al., 2013).

Nas adaptacbes hemodinamicas apos o infarto do miocardio, o
predominio € a ocorréncia de hipertrofia excéntrica dos cardiomiécitos
(Cantor et al.,, 2005). Nestas circunstancias, a hipertrofia excéntrica
permite ao miocardio adaptar-se as condicbes para lidar com maior
volume de sangue. Se por um lado a hipertrofia excéntrica procura
manter preservada a funcdo ventricular sistélica (Bernardo et al., 2010), o
aumento de raio e sobrecarga de volume tendem a piorar o déficit no

metabolismo energético, remodelamento vascular e eletrofisiolégico e
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processos de morte dos cardiomidcitos, como ativacdo de apoptose,
necrose e modificacdes no processo de autofagia (Dorn, 2009; Abbate &
Narula, 2012; Burchfield et al., 2013).

A morte progressiva dos cardiomidcitos, tanto por necrose quanto
por apoptose, € um dos eventos-chave que influencia o remodelamento
cardiaco e esta envolvida no processo de dilatacdo e disfuncéo cardiaca
(Baldi et al., 2002; Whelan et al., 2010).

A necrose dos cardiomiocitos desencadeia uma intensa reacao
inflamatoria, para remocéao das células mortas e detritos de matriz, assim
como para a formacdo de uma cicatriz a base de colageno (Whelan,
2010). Em modelo de hamster com cardiomiopatia, a necrose foi o
mecanismo predominante na perda de cardiomidcitos e esta relacionada
com disfuncao ventricular (Ryoke et al., 2002). Entretanto, a contribuicdo
dos diferentes tipos de morte celular no processo de remodelamento
cardiaco ainda ndo estd completamente estabelecida (Whelan et al.,
2010).

A apoptose € um processo de morte celular programada, na qual
estimulos internos e externos a célula podem ativar proteinas
intracelulares que resulta na ativacdo do processo de morte celular e é
acompanhado por mudancas morfologicas das células (Whelan et al.,
2010). O processo de apoptose nédo gera inflamacgéao, sendo os corpos
apoptéticos fagocitados por macrofagos (Abbate et al., 2012). O aumento
da apoptose é suficiente para induzir faléncia cardiaca em camundongos
(Wencker et al., 2003). Prench e colaboradores (2010) mostraram em
necropsias de coracdes de individuos pos-IAM alto indice apoptético na
regiao remota ao IAM na fase cronica.

Imediatamente ap6s o IAM, ocorrem ativacdes imunomodulatéria
e inflamatoria que sdo essenciais para a reparacdo cardiaca. Desta
forma, ha inducdo de quimiocinas e citocinas fazendo com que células
inflamatorias migrem para o miocardio infartado. Os leucdcitos sao os
principais participantes da reacdo e infiltragcdo inflamatéria no coracao

infartado e estdo predominantemente localizados na area de border zone
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(area de borda) da regido infartada, onde podem interagir com
cardiomidcitos viaveis. A ativacdo da resposta inflamatéria pelo 1AM
também inclui o recrutamento de neutrdfilos, atingindo o pico maximo no
primeiro ao quarto dia de oclusdo, e de macrofagos e linfocitos, que
aumentam a partir do segundo dia permanecendo elevado por periodos
superiores a 4 semanas apos o evento (Frangogiannis, 2014).

O miocardio infartado pode ativar os sinalizadores dos receptores
toll-like, ocorrendo a ativacdo e producdo de espécies reativas de
oxigénio que induzem a superexpressdo de citocinas e quimiocinas. A
producdo exacerbada destes mediadores inflamatorios pode implicar na
disfuncéo endotelial e a progresséo da IC (Anzai, 2013).

Citocinas como interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e 0
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) também sdo expressas no
miocardio infartado (Irwin et al., 1999; Deten et al., 2003; Seropianet al.,
2014; Ritschel et al., 2016). Estudos demonstraram maior concentracéo
de TNF-a e IL-6 no sangue de pacientes com IC quando comparados ao
grupo controle (Torre-Amione et al, 1996; Kubota et al.,, 2000).
Camundongos knockout para TNF-oapresentaram redugcéo dos eventos
de ruptura cardiaca (Sun et al., 2004). Além disso, correlacéo positiva foi
evidenciada entre IL-18 e IL-6 na dilatagdo do VE em ratos infartados
(Ono et al., 1998).

Estudos experimentais discutem se a inflamacéo pode estender a
injuria isquémica (Briaud et al., 2001; Chen et al., 2012). Entretanto, o
processo inflamatorio estd certamente envolvido na dilatacdo e fibrose
cardiaca, conduzindo eventos-chave na patogénese da IC pos-infarto
(Frangogiannis, 2014).

Além das alteragBes ocorridas nos cardiomiocitos, os demais
componentes celulares do miocardio também sofrem alteragbes durante a
hipertrofia. Sob estresse, os fibroblastos cardiacos proliferam e se
diferenciam em miofibroblastos. Estes tém a capacidade de contracdo e
secrecdo de colageno |, colageno Ill e fibronectina, dando inicio ao
processo de deposicdo anormal de matriz extracelular e formacao de
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fibrose, promovendo a disfuncdo contratil e disturbios no ritmo cardiaco
(Burchfieldet al., 2013).

Estudos mostram que, na regiao remota ao IAM, o estresse da
parede ventricular e a cicatrizacdo tecidual podem influenciar no processo
de dilatacdo cardiaca e posteriormente na IC (Hanemaaijer et al., 1993;
Cohn, 2000; Frangogiannis, 2014). Em modelo de porcos e ratos, a
oclusdo da artéria coronaria, em lesbes transmurais de grandes
proporgdes, resulta em alteragbes complexas da arquitetura ventricular,
decorrentes do acumulo de colageno, que provoca rigidez da parede
ventricular e reparo do tecido lesado (Etoh et al., 2001; Rohde et al.,
1999).

Em modelos experimentais, logo apds o 1AM, foi demonstrado um
aumento da expressao dos genes de colageno | e colageno lll, durante a
cicatrizacdo no sitio onde ocorre a perda de miécitos. Nos primeiros dias
apos o IAM, ocorre degradacdo da rede de colageno no local da lesdo
cardiaca (Kucharz et al., 1982; Jensen et al., 1990; Ward, 2000).

Durante o processo de IAM, existem dois tipos de fibrose
miocardica, uma na regido intersticial (INT) e outra na regido
subendocardica (SE). A fibrose INT é decorrente de mediadores locais
como ativacdo do sistema renina-angiotensina, do sistema adrenérgico e
de endotelinas no miocardio remoto, que estdo associados a disfuncéo
sistélica. J4 a fibrose no SE é uma consequéncia da diminuicdo da
pressao de perfusédo coronariana ou do fluxo coronario que contribui para
progressdo do remodelamento cardiaco e também para a disfuncao
ventricular (Weber et al., 1989; De Carvalho Frimm et al., 1997; Toyota et
al., 2005).

E descrito que nas regides infartadas e remotas ao IAM héa
formacgéo do tecido fibroso em coracdes de ratos a partir do sétimo dia
pos oclusao do fluxo coronariano, e eventos moleculares desencadeiam a
fiborogénese e persistem ativos por varias semanas (Omerovic et al.,
1999; Siwik et al., 2004; Koike et al., 2007). Estudos demonstram que o
IAM esta associado com uma abundante perda de miocardio que é
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substituida por uma cicatriz a base de colageno (Guido et al., 2004;
Frangogiannis, 2014).

Pesquisas com modelos animais sobre remodelamento cardiaco
no IAM possibilitou, nos ultimos anos, um melhor conhecimento da
fisiologia das doencas cardiovasculares (DCV). Isto permitiu a
investigacdo dos mecanismos desde 0s estagios iniciais da doenca e dos
efeitos de diferentes intervengdes, incluindo o uso de farmacos. O modelo
de IAM em ratos € frequentemente utilizado para mimetizar o
remodelamento ventricular levando a IC, ja que a progressdo da
disfuncéo do ventriculo esquerdo (VE) em modelos animais é semelhante
ao observado em humanos (Goldman et al., 1995; Francis et al., 2001,

Savergnini et al., 2013).

1.2 Tratamentos para o |IAM

Um dos maiores desafios na area da cardiologia intervencionista
€ 0 desenho de estratégias com o objetivo de reduzir os danos do tecido
do miocéardio pos-IAM. Durante a evolugdo da isquemia miocéardica
prolongada, o processo de reperfusdo é um requisito primordial para
preservar os cardiomiocitos, e uma terapia de reperfusdo precoce €
certamente a mais efetiva estratégia para reduzir o tamanho da lesdo em
pacientes pés-IAM (Piot et al., 2008). Porém, a restauracdo do fluxo
sanguineo desencadeia uma série de eventos que, eventualmente,
culminam em aceleracdo da apoptose podendo reduzir os efeitos
benéficos da terapia de reperfuséo (Timmerset al., 2012).

Estudos demonstram que as estratégias médicas convencionais
para o tratamento da IC sdo ainda em grande parte com base nas causas

e suas consequéncias neuro-humorais. Uma perspectiva mais ampla
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pode ser util para o desenvolvimento de novos tratamentos focados na
prevencdo ou reverter o remodelamento cardiaco e reduzir a IC
(Gonzélez et al, 2011; Distefano & Sciacca, 2012). No entanto,
estratégias como utilizacdo de inibidores da enzima conversora de
angiotensina (ECA), o Captopril, e de bloqueadores de receptor de
angiotensina, como o Losartan, protegem o miocardio e reduzem a
velocidade de progressdo para disfungdo. Entretanto, os efeitos destes
farmacos sobre o miocérdio sdo secundarios a atuacéo sobre os sistemas
neuro-hormonais, que consequentemente estdo associados com
atenuacao dos processos do remodelamento cardiaco (Gonzalez et al.,
2011; Onodera et al., 2005; Diez et al., 2002).

Trabalhos experimentais e clinicos indicam que a preven¢ao ou o
tratamento do remodelamento cardiaco podem beneficiar a funcéo
ventricular (Schoemaker et al., 1991; Van Der Bijlet al., 2016). Sabe-se
gue a interferéncia sobre o0s mediadores inflamatérios resulta em
remodelamento reverso com menos fibrose e melhora da fungéo cardiaca
(Hammermanet al., 1983; Vuet al.,2014). Entretanto, interferéncias no
processo inflamatério podem ser deletérias, dependendo da fase do IAM
em que sao introduzidas, pois um processo fisiologico de reparo é
fundamental para a manutencdo da homeostasia e processo cicatricial
(Schoemaker et al., 1991; Hammermanet al., 1984; Anzai, 2013).

Além disso, varios estudos experimentais sugerem que O
processo inflamatério pode estender a injaria cardiaca, exercendo efeitos
citotoxicos sobre os cardiomidcitos da border zone (Enthan et al., 1992;
Francis et al., 2001; Savergnini et al., 2013). Estas observacdes geram
um entusiasmo para 0 uso de novas estratégias anti-inflamatérias
direcionadas para reduzir o tamanho do infarto.

As falhas dos estudos clinicos diminuiram o contentamento sobre
o potencial translacional do campo, gerando déficits na area de estudo.
Infelizmente, alguns ensaios clinicos ndo mostraram efeitos das
abordagens que interferem na cascata inflamatéria por meio da inibicdo
de sinais pré-inflamatérios (tais como IL-1B) na redu¢do do tamanho do
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infarto em pacientes p6s-IAM (Christia & Frangogiannis, 2013; Faxon et
al.,, 2002). Por outro lado, como o uso de anti-inflamatérios no
remodelamento cardiaco foi pouco estudado e sabendo que eles podem
exercer acbes benéficas atenuando a dilatacdo cardiaca, além de,
apresentarem acdes cardioprotetoras e regenerativas, fica clara a
importancia do seu conhecimento integral para futuras possibilidades no
tratamento do IAM (Saxenaet al., 2016).

Sendo assim, mesmo com a evolucao de estudos na &rea médica
para melhor compreenséo da fisiopatologia do remodelamento cardiaco,
muitos pacientes pés-IAM que séo tratados de forma otimizada, ainda
desenvolvem dilatagcdo ventricular e progridem para IC. Assim, faz-se
necessario a busca de novas opcdes terapéuticas do remodelamento

cardiaco pos-IAM.

1.3 Metotrexato

O metotrexato (MTX) foi desenvolvido nos anos 40 como um
antagonista ao acido félico. O farmaco inibe a enzima diidrofolato
redutase e diminui os niveis da enzima tetraidrofolato. Como
consequéncia, ha diminuicdo da sintese de purina e pirimidina, que séo
essenciais na sintese e replicacdo do DNA (acido desoxirribonucléico). A
guebra no ciclo de duplicacdo do DNA celular advindo do uso do MTX
resulta na liberagdo para o meio extracelular de adenosina, como
consequéncia do acumulo da enzima aminoimidazol carboximida
ribonucleotideo formil transferase (AICAR) (Puig, 2014).

Ha evidéncias de que o MTX também possa interferir na
modulagdo da resposta inflamatéria. A adenosina, por meio de seus

receptores, € um mediador chave do efeito anti-inflamatério do MTX,
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entretanto, 0 mecanismo envolvido na regulacdo endogena da inflamacéo
pela adenosina nédo esta completamente elucidado (Cronstein, 2010).
Mecanismos de regulacdo da inflamacéo ja foram observados durante a
reducdo de citocinas inflamatérias, como IL-1B, IL-6 e TNF-a, e pela
reducdo de moléculas de adesdo, como molécula de adeséo intercelular-
1 (ICAM-1) e E-selectina (Chan &Cronstein, 2002).

Da classe dos quimioterdpicos com acdo antiproliferativa e
imunossupressora, MTX é amplamente utilizado no tratamento de varios
tipos de doencas, como cancer, psoriase, doenca de Crohn e
principalmente na artrite reumatoide (Kuhn et al., 2010; Khan et al., 2011;
Scott, 2012; Patel, 2014). Alguns estudos tém demonstrado o beneficio
do tratamento com MTX no IAM. Em ratos com miocardite tratados com
MTX, houve aumento da fracdo de ejecdo e de fracdo de encurtamento
do VE, diminuicdo de mediadores inflamatoérios, diminuicdo do diametro
diastdlico do VE e fibrose miocérdica (Zhang et al., 2009). O uso do MTX
na fase aguda reduziu o tamanho do IAM em cées submetidos a isquemia
e reperfusdo pelo mecanismo de adenosina quinase e seu potente efeito
cardioprotetor (Asanuma et al., 2004).

A comparacdo entre pacientes com tratamento medicamentoso e
com a intervencgdao cirdrgica, como a revascularizacdo, demonstrou que o
MTX pode retardar a progressdo da aterosclerose e estabilizar angina
(Risos et al., 2014). Pacientes com DCV tratados com MTX apresentaram
menor concentragdo de LDL oxidada e menor risco de outros eventos
cardiovasculares (Ajeganova et al., 2012). Houve diminui¢cdo do processo
inflamatorio, reducéo no risco de DCV e melhora da qualidade de vida em
pacientes com faléncia cardiaca decorrente da artrite reumatoide apés o
tratamento com MTX (Gong et al., 2006; Popkovet al., 2015).

Micha e colaboradores (2011) avaliaram que 0s pacientes com
artrite reumatoide, psoriase ou poliartrite tratados com MTX possuem
menor risco de DCV e menor risco de IAM quando comparados com
pacientes nao tratados com MTX, indicando que o tratamento com anti-
inflamatério, especialmente com o MTX, pode reduzir os riscos de DCV.
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Infelizmente, apesar dos resultados promissores de estudos
experimentais, o tratamento em pacientes com IAM focado na inflamacéo
ndo foi bem-sucedido e véarios medicamentos anti-inflamatérios néo
conseguiram obter sucesso na melhora da funcdo cardiaca em
investigacbes clinicas. O desapontamento a partir destes primeiros
resultados clinicos teve consequéncias duradouras neste campo de
pesquisa. Considerando o papel critico no processo inflamatorio em
resposta a lesdo cardiaca e a participacdo de mediadores inflamatérios
na reparacdo e remodelamento cardiaco pos-IAM, houve uma diminuicao
de novos estudos e abordagens na pratica clinica com tratamentos anti-
inflamatérios (Frangogiannis, 2014).

A acdo do MTX reflete tanto em sua eficacia na terapia de
doencas proliferativas como em algumas de suas manifestacdes de
toxicidade. Dentre as varias reacdes de hipersensibilidade, o MTX pode
desencadear anafilaxia, urticaria, angioedema, pneumonite aguda,
vasculite cutanea, toxicidade epidermoidal e hepéatica, anemia hemolitica
e magaloblastica, citopenia, hepatite e insuficiéncia renal. Esses efeitos
colaterais ocorrem em virtude da inespecificidade desse agente em
relacdo as células alvo, o que pode ser revertido a partir da ligagdo do
MTX a transportadores que aumentem sua especificidade (Lundberg,
1994; Aslibekyan et al., 2014).

Alguns trabalhos investigaram a veiculacdo de MTX em
nanoparticulas de lipossoma, visando diminuir os efeitos toxicos do MTX,
em células de cancer renal (Pignatello et al., 2000). A associacao
lipossoma-metotrexato-anticorpos teve maior efeito inibitorio comparada a
formulacdo comercial, além de aumentar o efeito imunomodulador do
MTX em ratos com artrite reumatdide (Prabhu et al., 2012). Esses
resultados podem aumentar o interesse em estudar novas abordagens

terapéuticas com medicamentos de acao anti-inflamatéria como o MTX.
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1.4 Nanoparticula lipidica artificial (LDE)

Em 1987, iniciaram-se o0s estudos visando reproduzir o
metabolismo da LDL por meio de uma emulsdo com composi¢ao lipidica
semelhante a da LDL natural (LDE), sem a porcdo proteica da
lipoproteina, a apolipoproteina B100 (apo B100) (Maranhao et al., 1993).
A LDE apesar de nao possuir a apoB100, ao ser injetada na circulagao
plasmatica, entra em contato com as lipoproteinas plasmaticas e adquire
a apo E (Maranhéo et al., 1997). Estudos com modelos experimentais
mostraram que a LDE apresenta cinética plasmatica semelhante a da
LDL natural, sugerindo que sua captagédo ocorra pelas mesmas vias que
retiram a LDL da circulacdo (Maranhéo et al., 1993).

Em estudos de competicdo, a LDL natural compete com a LDE
pela captacdo celularem linfocitos, comprovando que a remocdo de
ambas é feita pelo mesmo receptor (Maranhdo et al., 1997). A apoE
adquirida pela LDE da circulacdo tem mais afinidade pelo receptor de
LDL do que a apo B100 presente na LDL natural (Hirata et al., 1999).

A LDL €& o principal transportador de colesterol no plasma
humano, carregando cerca de 2/3 do colesterol total. Assim, associa¢cbes
de farmacos as nanoparticulas lipidicas criam uma nova biodistribuicao
dos farmacos a ela incorporados (Couto et al., 2007; Dietschy et al., 1993;
Goldstein et al., 1979).

A concentragdo das nanopatrticulas lipidicas no sitio de interesse
e seu efeito terapéutico baseiam-se no fato de que tecidos em
proliferacdo celular acelerada exibem expressdo aumentada dos
receptores de LDL. O aumento de expressdao desses receptores €
consequente da necessidade aumentada de lipides para a sintese de
novas membranas celulares exigida por processos de proliferacao
acelerada (Ho et al., 1978). Baseado no fato de que a LDE € mais
captada por tecidos com alta proliferacdo celular, foi levantada a hipétese

de que a LDE poderia atuar como veiculo para direcionar farmacos
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guimioterapicos para tecidos neoplasicos. Um estudo em linhagens
celulares leucémicas demonstrou que a incorporacdo do MTX a LDE
aumentou a captacao da droga em 90 vezes (Moura et al., 2011).

Em modelos animais com implante de tumores, associacdes da
LDE com os quimioterapicos daunorrubicina (Dorlhiac-Llacer et al., 2001),
carmustina (Teixeira et al., 2004), etoposideo (LoPrete et al., 2006;
Valduga et al.,, 2003) e paclitaxel (Rodrigues et al., 2005) reduziram
drasticamente a toxicidade destes farmacos, aumentando a acao
antitumoral e a sobrevida desses animais.

Estudos pré-clinicos com paclitaxel, etoposideo e carmustina
associados a LDE realizados em pacientes com cancer de mama
(Maranhéo et al., 2002), ovario (Azevedo et al., 2005; Dias et al., 2007),
linfomas de Hodgkin e ndo-Hodgkin (Pinheiro et al., 2006) e mieloma
multiplo (Hungria et al.,, 2004) demonstraram menor toxicidade dos
quimioterapicos associados a LDE quando comparados ao uso dos
farmacos em sua formulagdo comercial, mesmo quando administrados
em doses superiores as utilizadas no tratamento convencional.

O aumento dos receptores de LDL também estad presente em
outras doencas proliferativas e inflamatérias, entre elas podemos
destacar a aterosclerose (Zhu et al., 2002). Em experiéncias realizadas
em coelhos com aterosclerose induzida por dieta rica em colesterol, foi
demonstrado que a LDE se concentra duas vezes mais nas artérias com
lesbes ateroscleroticas em comparacdo com as artérias de coelhos
submetidos a dieta normal (Maranhao et al., 2008). O tratamento com o
guimioterapico paclitaxel associado a LDE de coelhos com aterosclerose
induzida por dieta resultou em reducao de cerca de 60% nas lesGes, com
diminuicdo da relagédo intima/média em quatro vezes, sem que toxicidade
apreciavel fosse registrada (Maranhdo et al., 2008). Em trabalhos
subsequentes, foi demonstrado que outro quimioterapico associado a
LDE, o etoposideo, também reduziu as lesdes ateroscleréticas em
coelhos em 85% (Tavares et al., 2011). Em pacientes com doenca arterial
coronaria e aterosclerose, também foi observado que a LDE é captada
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por segmentos arteriais e reduziu as lesbes ateroscleroticas (Couto et al.,
2003; Shiozaki et al., 2016).

Em estudos com coelhos submetidos a inducéo de artrite tratados
com LDE-MTX, foi observada reduc¢do no influxo de leucdcitos no fluido
sinovial em aproximadamente 65% (Mello et al., 2016). Além disso, em
coelhos submetidos a dieta hipercolesterolémica tratados com LDE-MTX,
foi observada reducdo entre 75% e 81% da lesdo aterosclerética, de 2
vezes da espessura de parede da aorta, da expressao génica de MMP-9,
TNF-a e IL-1B e aumento da expressdo de IL-10 (Bulgarelli et al., 2013;
Leite et al., 2015).

Ao destacarmos os resultados prévios do uso da nanoparticula
lipidica no tratamento de diversas patologias, principalmente no
tratamento com o MTX, podemos concluir que o MTX apresentou acéo
anti-aterosclerdtica e pode apresentar potencial no tratamento de
doencas em que o processo inflamatério é importante, como no caso do
IAM. Essa importancia € ainda mais ressaltada por ndo existir estudos
gue demonstrem o efeito imunomodulador do MTX na fase crénica do
IAM.

Portanto, elaboramos a hipétese de que o MTX associado a LDE
possa potencializar o efeito anti-inflamatério e imunomodulador do
farmaco, devido ao seu tropismo pelos tecidos alvo, e contribuir para a

prevencao do remodelamento cardiaco pos-IAM.
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2. Objetivos

Investigar os efeitos do MTX associado a nanoparticula LDE
sobre o remodelamento cardiaco em ratos submetidos ao modelo de 1AM,
avaliando-se a hipertrofia cardiaca, a fibrose miocardica, a estrutura e
funcdo ventricular, necrose dos midcitos, o estresse oxidativo e o

processo inflamatério.
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3. Material e métodos

3.1  Modelo biologico

Este estudo foi realizado de acordo com as normas estabelecidas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e pelo “The
Universities Federation for Animal Welfare”.

Ratos machos Wistar foram utilizados, pesando entre 300-400g,
provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. O protocolo experimental foi aprovado pela
CaPPesq do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HCFMUSP) (n° 271/12).

3.2  Modelo cirargico para infarto agudo do miocardi o]

A técnica de inducdo do IAM utilizada foi uma modificacdo das
descritas por Selye e colaboradores (1960) e Koike e colaboradores
(2007). Os animais foram anestesiados com xilazina (CEVA, Brazil)
(10mg/kg i.p.) e cetamina (Cristalia, Brasil) (50mg/kg i.p.), entubados
orotraquealmente com jelco 14G e submetidos a ventilagho mecanica
(rodent Ventilator, modelo 683, Harvard, USA) com frequéncia de 60
ciclos/min e volume corrente de 10 mL/kg. Uma inciséo transversal na
pele foi realizada sobre o hemitérax esquerdo para exposicdo dos
musculos peitorais, os quais foram delicadamente afastados. A seguir, a
toracotomia foi realizada no nivel do terceiro espaco intercostal para a

visibilizacdo da parede antero-lateral do VE préximo a base do coracéo.
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ApOs periocardiotomia, a artéria coronaria esquerda foi identificada na
regido do atrio esquerdo a emergéncia da artéria pulmonar. A ligadura da
artéria foi realizada com fio de nylon 6.0, um a dois mm apdés a origem. A
isquemia resultante foi visualizada pelo descoramento muscular da
parede livre do VE. A parede do torax foi suturada com fio de
polipropileno 3.0 e o ar do espaco pleural foi drenado. Os musculos
peitorais foram reposicionados e os animais foram mantidos em mesa
cirrgica aquecida a 37°C até o retorno da anestesia.

O grupo de cirurgia ficticia (SHAM) foi submetido aos mesmos
procedimentos, porém, sem a ligadura da artéria coronaria. Apdés a
recuperagcdo plena da cirurgia, os animais foram mantidos em gaiolas
com no maximo trés animais durante todo o tempo de seguimento. Os
animais receberam agua e comida a vontade e permaneceram durante
todo o experimento em local com temperatura e ciclo de luz
controladosno Biotério do Instituto do Coracdo (Incor-HCFMUSP), sob

responsabilidade da veterinaria Dra Edna Aparecida Diniz Paulo.

3.3  Protocolo experimental, tratamento e eutanasia

Os animais foram divididos em 4 grupos experimentais:

1. SHAM: animais submetidos a cirurgia ficticia tratados com
solucao fisiolégica.

2. IAM-LDE: animais submetidos ao IAM tratados com LDE.

3. IAM-MTXc: animais submetidos ao IAM tratados com MTX
comercial.

4. |IAM-LDE-MTX: animais submetidos ao IAM tratados com a
nanoparticula LDE associada ao MTX.

Os animais foram tratados uma vez por semana durante 6
semanas com MTXc (Hytas, Accord Farmacéutica, Brasil) (50mg/ml)

(0,63mg/kg) e MTX-LDE (1mg/kg) intraperiotoneal (i.p.). A modificagéo do
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MTX para a incorporacdo na LDE aumenta a massa molar do farmaco.
Portanto, consideramos a massa molar do MTX comercial (498,44g/mol)
e do di-dodecilmetotrexato (791,48 g/mol) para o célculo das doses
utilizadas. Os animais do grupo IAM-LDE foram tratados com solucao
fisioldgica equivalente ao volume injetado nos animais IAM-MTXc e IAM-
LDE-MTX (100-200pL).

Apés 24 horas da inducdo do infarto, foi realizado o
ecocardiograma inicial, logo apdés a recuperacdo dos animais da
anestesia foi iniciado o tratamento. Uma vez por semana durante 6
semanas, 0s animais foram submetidos aos respectivos tratamentos.
Apébs tempo de seguimento, a eutanasia dos animais foi realizada apés o
ecocardiograma final por dose letal de anestésico tiopental soédico
(Cristalia, 1,0g/mL).

Abaixo esta representado o esquema do protocolo experimental:

0 24 horas 6 semanas

>
-~

Tratamento semanal i.p.

1mg/kg
Cirurgia Ecocardiograma Ecocardiograma
SH ou IAM e Eutanasia
Inicio do tratamento Ensaios laboratoriais e

histomorfometria

3.4Sintese do di-Dodecil Metotrexato

Metotrexato (sal sédico) (2,0 g, 4,01 mmol) foi diluido em 120 mL
de dimetilsulféxido e foram adicionados carbonato de césio (1,43 g, 4,40
mmol) e brometo de dodecila (2,5 g, 10 mmol). Ap6s 24 horas de

agitacdo, a temperatura ambiente, foram adicionados 100 mL de agua e o
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produto foi extraido com cloroférmio (5x 50 mL). A fase organica foi
lavada com solucéo saturada de cloreto de sodio (3x 100 mL), seca com
sulfato de magnésio, filtrada e evaporada. O produto foi purificado em
coluna de silica-gel (230-400 mesh), utilizando como fase
metanol/cloroformio 2,5%/5% e por ultimo, metanol 100 mL. O

rendimento da reacao foi de 98% e o ponto de fusao foi de 122-124°C.

3.5Preparac¢do da nanoparticula lipidica LDE e asso  ciacao ao
MTX

A nanoparticula lipidica (LDE) foi preparada a partir de uma
mistura de lipides constituida por 64% de fosfatidilcolina, 33% colesterol
esterificado, 1% de colesterol ndo esterificado e 2% de triglicérides
(Maranhéo et al., 1993). O di-dodecilmetotrexato (Moura et al., 2011) foi
fundido aos lipides numa razdo de 5:1 em massa lipides:farmaco. A
emulsificacdo dos lipides foi iniciada adicionando-se solugdo tampéo
TRIS-HCI 0,001MpH 8,05, e um agente tensoativo, Tween 80 (Merck,
Alemanha) em um homogenizador de alta pressdo, Microfluidizer -
M110S (Microfluidizer® Processor, Microfluidics™, EUA). O processo de
homogenizagdo ocorreu durante 30-40 minutos a uma temperatura
constante de 55-60C, e o diametro das particulas | ipidicas foi monitorado
pelo equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern, UK) durante todo o
periodo de producdo. A nanoparticula foi esterilizada em filtro de
policarbonato 0,22 um (Merck Millipore Corporation, Billerica, EUA) e
armazenada a 4. A quantificacdo do di-dodecilmeto trexato associado a
LDE foi determinada utilizando o HPLC - Shimadzu LC10A (Shimadzu,
EUA).
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3.6 Ecocardiograma

O exame ecocardiograma foi realizado 24 horas apo6s a inducéo do
IAM e ao final das 6 semanas de tratamento. O aparelho utilizado foi o
Sequoéia 512 (Mountain View, EUA), com transdutor linear de 14MHz. Os
registros dos tracados do modo M e do Doppler com velocidade de 100
mm/s foram analisados. Todos 0s exames seguiram as nhormas
preconizadas pela American Society of Echocardiography (Salemi et al.,
2005; Lang et al., 2005). O ecocardiograma foi realizado pela Profa. Dra.
Vera Maria Salemi e Dr. Marcelo Melo do Laboratorio de Insuficiéncia
Cardiaca do Instituto do Cora¢cdo do HCFMUSP.

Para obtencdo das imagens ecocardiograficas,os animais foram
submetidos a tricotomia do térax e sedacdo comxilazina (CEVA)
(10mg/kg i.p.) e cetamina (Cristalia) (50mg/kg i.p.), e entdo posicionados
em decubito dorsal, com eletrodos aderidos as patas para registro
simultdneo do tracado eletrocardiogréfico, para identificacdo do ciclo
cardiaco e determinacdo da frequéncia cardiaca. As imagens foram
gravadas em DVD para posterior analise, sendo o resultado final oriundo
da média obtida de trés ciclos cardiacos diferentes.

Os parametros ecocardiograficos avaliados e calculados
foram: didmetro diastélico (DD), diametro sistolico (DS), volume diastolico
do ventriculo esquerdo (Vol D), volume sistdlico do ventriculo esquerdo
(Vol S), espessuras diastélicas do septo interventricular (SIV) e da parede
posterior (PP), massa do ventriculo esquerdo (mVE), picos da onda E e
da onda A, relacdo E/A, tempo de desaceleracédo (DT), tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV), fracdo de ejecdo pelo método de
Simpson (FE). As Figuras 1 e 2 mostram as imagens de alguns desses
parametros analisados. Os parametros morfolégicos ecocardiograficos
foram normalizados pelo peso corporal. A formula utilizada para obter a

MVE esta representada abaixo:
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mVE = 0,8x1,04 x [(DD+PP+SIV)*-DD%+0,6

100

Figura 1. Imagens de ecocardiograma bidimensional em corte
paraesternal eixo-longo mostrando o ventriculo esquerdo
(VE), aorta (AO) e atrio esquerdo (AE) em diastole dos grupos
SHAM e IAM-LDE no segmento de 6 semanas.Observa-se o
aumento das dimensdes do VE no grupo infartado.

Figura 2. Imagens de ecocardiograma representando o modo-
M do ventriculo esquerdo (VE) dos grupos SHAM e IAM-LDE
no segmento de 6 semanas.Observa-se aumento das dimensdes do
VE no grupo infartado.

R e,
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3.7 Peso corporal e peso relativo dos 6rgaos

Os animais foram pesados no dia da cirurgia, uma vez por
semana, para ajuste da dose, e ao final do segmento. Apds a eutanasia,
0 coracdo, os pulmdes, o figado e os rins foram retirados, limpos e
pesados. O peso relativo de cada 6rgdo foi normalizado pelo peso
corporal obtido ao final do segmento dos animais para obtencdo do peso
relativo (g/kg) (Guido MC et al., 2004 e 2007).

3.8 Ensaios laboratoriais

Imediatamente apds a eutanasia, o sangue foi coletado pela veia
cava inferior, e amostras de sangue e plasma foram enviados para o
Laboratério de Investigacdo Médica (LIM 03) do HCFMUSP. Para analise
do hemograma completo e plaquetas, as amostras de sangue foram
coletadas em tubo com anticoagulante EDTA. Pelo método automatizado
(Poch 100iV Diff Sysmex - Roche, Suica), foram analisados os seguintes
parametros: eritrocitos, leucocitos e plaquetas (método automatizado de
Fo6nio). Quando necessario, foi realizado estudo morfolégico de extensao
sanguinea corados com corante panoptico para confirmacdo de
resultado. Para analise de perfil bioquimico, foi coletado sangue em tubo
com anticoagulante heparina. O plasma foi obtido por centrifugacdo a
3000 rpm por 10 minutos. Analisamos o0s seguintes parametros: 1. Perfil
lipidico: colesterol total, colesterol contido na lipoproteina de alta
densidade (HDL-C) e triglicérides, pelo método enzimético colorimétrico
automatizado (COBAS c¢ 111 - Roche). 2. Perfil hepatico: alanina
aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT), pelo método
cinético automatizado (COBAS c111 - Roche).
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3.9 Analise histomorfométrica

Uma fatia transversal do coracdo na porcdo equatorial dos
ventriculos foi processada em parafina e dela obtidos cortes histolégicos
coronais de 5 um de espessura realizados.

A preparacdo das laminas foi realizada sob supervisdo da Dra
Vera Aiello do Laboratério de Anatomia Patolégica do Incor-HCFMUSP.
As laminas foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e tricrobmio de
Masson e as medidas histomorfométricas foram realizadas utilizando-se
um sistema computadorizado de imagens (Leica Q500 iW e Leica DMLS,
Leica Imaging Systems Itd. UK).

Laminas coradas com tricromio de Masson foram escaneadas e o
tamanho do IAM foi estimado pela divisdo da area do IAM e a area total
do VE. Os resultados foram demonstrados em porcencetagem (Koike et
al., 2007) (Figura 3).

Tamanho do IAM (%) = area do IAM x 100
area total VE

A morfometria do VE foi estudada na regido remota ao IAM em
duas regides distintas: a regido INT e a regido SE. Para a avaliacao da
hipertrofia cardiaca, foram utilizados cortes histolégicos corados com HE,
sob aumento de 40x. A hipertrofia foi medida pelo didmetro dos miocitos
em torno do nucleo (um). Foram selecionados apenas midcitos da regiao
INT do VE com disposicdo longitudinal e nudcleos ovalados e
centralizados (Guido et al., 2004 e 2007) (Figura 6).

Para a avaliacdo da fibrose miocéardica, foram utilizados cortes
histolégicos corados com tricromio de Masson, sob aumento de 20x. A
fibrose foi estimada pela fracdo de volume do colageno (FVC, %),

calculada pela razdo percentual entre a é&rea de tecido corado
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positivamente para colageno, em azul, e a area total do miocéardio (Guido
et al., 2004 e 2007) (Figura 7).

FVC (%) = area de colageno x 100
area total do tecido

Para a avaliacdo de forma qualitativa da necrose dos midcitos,
foram utilizados cortes corados com HE em aumento de 40x. A necrose
foi identificada pelo aspecto nuclear (picnético ou caridlise) e pelo aspecto
citoplasmatico (contracdo de bandas, vacuolizacdo e hipereosinofilia),
além da degradacdo dos midcitos (Figura 4). Para a avaliagdo do
processo inflamatério foi determinada a infiltracdo leucocitaria em cortes
corados com HE em aumento de 40x. Os miocitos foram identificados
morfologicamente pelo aspecto nuclear e citoplasmatico. A infiltracdo de
leucdcitos foi estimada pela razdo entre o numero de leucécitos e a area

do miocérdio (células/mm?) (Koike et al., 2007) (Figura 5).

Areado IAM Areado total do VE

Figura 3. Imagens dos miocardios corados com tricobmio de
Masson. Representacdo da medida do tamanho do IAM.
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Figura 4. Fotomicrografias do tecido miocardico do VE corado
com hematoxilina e eosina. Representacdo da analise de
necrose das regides INT e SE.As setas indicam a)
hipereosinofilia; b) degradacdo dos midcitos e c) caridlise.
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Figura 5. Fotomicrografias do tecido miocardico do VE corado
com hematoxilina e eosina. Representacdo da analise do

processo inflamatoério da regido INT e SE, como indicado nas
setas.
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Figura 6. Fotomicrografias do tecido miocardico do VE corado
com hematoxilina e eosina. Representacdo da analise do
diametro dos midcitos da regido INT, com disposicao
longitudinal, ntcleo ovalado e centralizado.
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Figura 7. Fotomicrografias do tecido miocardico do VE corado
com tricomio de Masson. Representacao da analise de fibrose
miocardica da regido INT e SE, como indicado nas setas.

3.10 Andlise da expressao génica
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Isolamento do RNA Total

ApoOs a eutanasia dos animais, fragmentos de 100 mg de tecido do
VE da regido remota ao IAM foram retirados e conservados em solugéo
de RNAlater® (Ambion Life Technologies, USA). O RNA total foi extraido
utilizando-se a homogenizacdo do tecido com o reagente TRIZOL®
(Invitrogen Life Technologies, USA) conforme instru¢des do fabricante. A
integridade do RNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose
denaturante e sua concentragdo determinada por meio de leitura em
espectrofotometro a densidade oOptica de 260nm, no aparelho NanoDrop
2000 Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific Inc, USA). O RNA
isolado foi armazenado a -80°C e uma aliquota foi utilizada para a

transcrigao reversa.

Transcricdo Reversa: Sintese de DNA complementar (cDNA)

Para cada 8,0uL contendo 2,5ug de RNA a ser reversamente
transcrito foram adicionados 0,5uL de Oligo dT (0,5 ug/uL, Invitrogen Life
Technologies), 0,5uL de Random Hexamers (50 ng/uL, Invitrogen Life
Technologies) e 1,0uL de solugdo com mistura de dNTPs (10mM,
Invitrogen). Este produto foi incubado por 5 minutos a 65T para sua
denaturacédo e, em seguida, foi imediatamente resfriado (etapa realizada
no gelo) por no minimo 2 minutos.

A seguir, foram adicionados a cada amostra 2uL do tampé&o de
sintese 10x (RT Buffer, Invitrogen Life Technologies), 4,0uL de MgCI2
25mM, 2,0uL de DTT 0,1M (Invitrogen Life Technologies), 1,0uL de
inibidor de RNase (RNaseOUT 40U/uL, Invitrogen Life Technologies,) e,
por fim, 1,0uL da enzima transcriptase reversa (Superscript Ill Reverse
Transcriptase 200U/pL, Invitrogen Life Technologies), totalizando um

volume final de 20uL de reacdo. Cada amostra foi levemente
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homogeneizada e novamente incubada por 10 minutos a 25T, por 50
minutos a 50<C e, por fim, por 5 minutos a 85T.

No final, foi pipetado 1,0uL da enzima RNase-H e incubada por
mais 20 minutos a 37<C. Ap0s esta etapa, as amostra s foram diluidas na

proporcao 1:20 em tampao Tris-EDTA e armazenadas em -20<C.

Reacdo em cadeia de polimerase quantitativa em tempo real (QRT-PCR)

Para a analise da expressdo génica, foram avaliados genes
referentes ao processo inflamatério (CD3, CD68, IL-1j3, IL-6, IL-10 e TNF-
a), a fibrose miocardica (colageno | e Illl, MMP-2 e MMP-9), ao estresse
oxidativo (NOX-1 e NOX-4), a angiogénese (VEGF), e aos receptores de
lipoproteinas (LDLR, LRP1 e SRB1) (Tabela 1). Para isso, foi realizada a
técnica de PCR quantitativa em tempo real. O sistema de deteccéo
selecionado para o estudo foi o sistema TagMan, que utiliza, além dos
primers, sondas fluorescentes para a quantificacdo do produto de PCR.
Esse tipo de deteccdo é altamente especifico, ndo necessitando a
padronizacdo da reacao.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas no equipamento
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems Life
Technologies, EUA) que contém um software que gera um grafico de
intensidade de fluorescéncia em funcdo do numero de ciclos de
amplificacdo. Um limiar (threshold) é definido automaticamente, no qual a
intensidade de fluorescéncia é estatisticamente diferente da fluorescéncia
de fundo (background) e a curva apresenta a fluorescéncia da
amplificacdo aumentando exponencialmente. O numero do ciclo cuja
fluorescéncia da amostra intercepta o threshold é chamado Ct (cycle
threshold).

Todas as reacbes foram realizadas em duplicata e foram
consideradas aceitaveis quando apresentaram desvio padrdo menor que
0,4 ou quando apresentaram diferenca de Ct<l. Em cada reacgao foi
pipetado um volume final de 12uL, constituidos de 6uL do reagente
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TagMan Gene Expression Master Mix 2x (Applied Biosystems Life
Tchnologies); 2,4uL de agua ultrapura; 0,6uL do ensaio TagMan Gene
Expression Assays 20x (Applied Biosystems Life Tchnologies) especifico
para cada gene alvo que foi analisado, e para o gene normalizador
(GAPDH); no final, foram adicionados 3,0uL de cDNA diluido (1:20). As
condicbes de termociclagem da reacdo seguiram 0s parametros de
fabrica do aparelho ajustados para um pré-aquecimento a 50C por 2
minutos, denaturacao inicial a 95T por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos
a 95T por 15 segundos de denaturacdo e 60C por 1 minuto de
anelamento dos primers e extensao.

A quantificacdo da expressao génica relativa foi calculada por meio
do método Ct comparativo demonstrado pelo algoritmo 2““* descrito por
Livak e Schmittgen (2001). O valor de ACt equivale a diferenca entre a
meédia do Ct do gene de interesse e a média do Ct do gene normalizador.
A diferenca entre os valores de Ct (ACt) entre as amostras para cada
gene alvo, apdés normalizacdo pelo Ct do gene de expressdo constante
(housekeeping gene ou endogenous control gene), reflete sua expressao
diferencial. O AACt da-se pela diferenca do ACt da amostra alvo (grupo
de estudo) — o ACt da amostra controle (grupo controle). O resultado
representa o numero de vezes que o0 gene analisado tem a sua
expressado aumentada ou diminuida.

A foérmula utilizada para obter a expressdo relativa esta

representada abaixo:

Expressao relativa = 2744¢7
onde: AACt = ACtamostra tratada - ACtamostra controle

e ACt = Crgene de interesse — Crgene de referéncia
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Tabela 1.Descricdo dos ensaios TagMan®* utilizados para analise da expressdo génica pela técnica de gRT-PCR

. Identificagéo do a . . Tamanho do
Simbolo Nomenclatura : Sequéncia de oligonucleotideos produto
ensaio amplificado(pb)
CD3 Cluster differentation 3 Rn01422553 g1 CTTCTTCACCAATGTCATCTCCATA 94
CD68 Cluster differentation 68 Rn01495634 g1 TCGGGCCATGCTTCTCTTGCGCCAG 62
CoL | Colageno tipo | Rn01463848_m1 CCAAGAAGACATCCCTGAAGTCAGC 115
COL 1l Colageno tipo lli Rn01437681 _ml1 CTCAAGAGCGGAGAATACTGGGTTG 71
GAPDH Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase = Rn01775763_ gl AGGAGTCCCCATCCCAACTCAGCCC 175
IL-1B Interleucina 1 beta RnN00580432_ m1 AGCCAACAAGTGGTATTCTCCATGA 74
IL-6 Interleucina 6 Rn01410330_m1 GGATATAACCAGGAAATTTGCCTAT 121
IL-10 Interleucina 10 RN00563409 m1 GATTTTAATAAGCTCCAAGACAAAG 70
LDLR Receptor decj'eprf’gg‘:g'e”as debaixa 100598442 m1 GGCTGCATCAATGTGACCCAGTGCG 76
LRP1 Receptor de lipoproteinas de baixa  p 41503901 m1  AAATCCTGCAAGAAACCTGAACATG 61
densidade-Proteina relacionada 1
MMP-2 Metaloproteinase da matriz extracelular 2 Rn01538170_m1 AAGAATCAGATCACATACAGGATCA 63
MMP-9 Metaloproteinase da matriz extracelular 9 Rn00579162_ml1 TCACTACCAAGACAAGGCCTATTTC 72
NOX 1 NADPH (nicotinamida adenina RN00586652_m1 ACTGCCCACCCCAAGTCTGTGGTGG 82
dinucleotideo fosfato) oxidase 1
NOX 4 NADPH (nicotinamida adenina RN00585380 m1 GAGACTGGACAGAAAGATTCCGAGA 96
dinucleotideofosfato)oxidase 4

SRB1 Receptor Scavenger classe B tipo 1 Rn00580588 m1 TCCTGGTCCTGGGAGGGGCAGTGAT 75
TNF-a Fator de necrose tumoral alfa Rn01525859 g1 CCAACAAGGAGGAGAAGTTCCCAAA 92
VEGF Fator de crescimento vascular endotelial Rn01511601 ml1l GGAGCAGAAAGCCCATGAAGTGGTG 69

*EnsaiosTagMan® adquiridos da Life Technologies. Rn — identificacdo da espécie, Rattus novergicus. Pb — pares de base.
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3.11 Andlise estatistica

Todos os dados obtidos foram expressos em média £ erro
padrdo. Foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk para determinar se o
conjunto de dados da amostra tem distribuicdo normal ou anormal, ou
para calcular se a probabilidade da varidvel aleat6ria subjacente esta
normalmente distribuida. O teste ANOVA com o pos-teste de
Bonferroni foi utilizado para a realizacdo de comparacdes multiplas.
Para variaveis com distribuicdo ndo normal, foi utilizado o teste de

Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn.
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4. Resultados

4.1 NuUmero de animais e mortalidade

Para a realizacéo desse estudo foram utilizados 50 ratos. Desses, 12
ratos foram submetidos & SHAM e 38 foram submetidos a cirurgia de IAM.
N&o houve mortalidade no grupo SHAM, entretanto 32% dos animais |IAM
foram a oObito em até 24 horas poés-cirurgia. As principais causas de
mortalidade foram arritmia ventricular imediatamente apds a ligadura da
artéria coronaria e possivel insuficiéncia cardiaca aguda. Apos 24 horas, 0s
animais foram divididos entre os grupos: IAM-LDE (n=13), IAM-MTXc (n=12)
e IAM-LDE-MTX (n=13). No final do periodo experimental, a porcentagem de
mortalidade foi de 14%, 35% e 11% nos grupos IAM-LDE, IAM-MTXc e IAM-
LDE-MTX, respectivamente. Nos grupos IAM, principalmente o grupo IAM-
LDE, a mortalidade ocorreu especialmente na 52 semana, possivelmente por

insuficiéncia cardiaca cronica e edema pleural.

4.2  Ecocardiograma

De acordo com os resultados de ecocardiograma representados na
Tabela 2, a cirurgia ficticia ndo promoveu qualquer alteracdo na funcao e
estrutura do ventriculo esquerdo (VE).

Em todos os grupos IAM, houve um aumento dos diametros (DD e
DS) e dos volumes diastélicos e sistdlicos (Vol D e Vol S) no seguimento de
24 horas apos a inducado do infarto quando comparado ao grupo SHAM. Ao
final do tratamento, no seguimento de 6 semanas apos a inducéo do infarto,
os didametros e volumes sistdlicos e diastdlicos ndo foram alterados nos

grupos IAM-LDE e IAM-MTXc, enquanto que houve diminuicdo desses
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parametros no grupo IAM-LDE-MTX (p<0,05), se aproximando dos valores
observados no grupo SHAM. N&o houve aumento da espessura do septo
interventricular (SIV) e espessura da parede posterior (PP) nos 3 grupos IAM
no seguimento de 24 horas, em relagdo ao SHAM. Entretanto, apds 6
semanas da cirurgia, o grupo IAM-LDE-MTX apresentou uma reducao
significativa nos parametros descritos quando comparado com 0S grupos
IAM-LDE e IAM-MTXc (p<0,05) (Tabela 2).

Em todos os grupos estudados, ndo foi observada nenhuma diferenca
na massa do ventriculo esquerdo (mVE) no seguimento de 24 horas. Apos 6
semanas, houve um aumento na mVE nos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc
quando comparando ao grupo SHAM (p<0,05). Entretanto, o tratamento com
LDE-MTX foi capaz de prevenir esse aumento (Tabela 2).

A Figura 8 mostra a evolucao da funcao sistolica do VE representado
pelos valores da fragéo de ejecédo (FE). Em 24 horas de seguimento, houve
uma diminuicdo da FE nos 3 grupos IAM comparados ao grupo SHAM.
Entretanto, o tratamento com LDE-MTX melhorou a funcéo sistolica do VE,
visto que houve um aumento de 40% da FE, em comparagdo aos grupos
IAM-LDE e IAM-MTXc. Ao contrério, o tratamento com o MTX comercial ndo
surtiu efeito na funcéo sistolica do VE.

Nao foi observada diferenca estatistica em nenhum dos grupos

estudados nos seguintes parametros: onda E/A, DT e TRIV.
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Tabela 2. Ecocardiograma dos grupos SHAM e IAM com ou sem tratamento nos seguimentos de 24 horas e 6 semanas.

SHAM (n=12) IAM-LDE (n=13) IAM-MT Xc (n=12) IAM-LDE-MTX (n=13)

24 horas 6semanas 24horas 6semanas 24horas 6semanas 24 horas 6semanas
DD (mm/mg) 20+ 1 19+1 23+ 1" 23+ 2" 23+ 2" 22+ 1t 22+ 11 20+ 1#8
DS (mm/mg) 13+1 13+ 1 17 + 17 19+ 21 17 + 21 17 + 2™ 16+ 1T 13 + 1380#
Vol D (mL/mg) 1.0£0.2 11+01 14017 152017 14017 13+01" 1.3+01" 1.1+0.1%M*
VolS(mL/mg) 04+01 03+01 08+017T 09+017 07017 08x017T 07017 0.5+0.1%4#
SIV (mm/mg) 32+01 3.0zx0.2 3.6+0.2 30+01 3402 3003 3.6+02 27+0.1*
PP (mm/mg) 34+01 32zx0.2 3.7+0.2 32+0.2 3.7+0.2 33+03 3.6+02 29+0.1%
mVE (mg/mg2) 171 16+ 1 171 22 + 2% 16+ 1 21+ 28 17+ 18 17 + 18#
Relagéao E/A 20+x03 18=+0.2 3.0+05 27+04 1.8+0.1 25+0.3 2.7+0.7 26+04
DT (mseq) 53+7 54+ 5 36+3 40+ 3 37+3 44 + 3 36+ 3 45+ 4
TRIV (mseq) 32+2 31+1 29+ 2 28+ 2 28+ 1 31+2 25+1 30+1
FE (%) 60+ 2 71+2 37+ 2" 37+ 41 36+ 3" 37+ 41 39+ 5 55 + 384

DD, diametro diastélico; DS, diametro sistélico; Vol D, volume diastdlico do ventriculo esquerdo (VE); Vol S, volume sistdlico do VE; SIV,
espessura do septo interventricular; PP, espessura da parede posterior; mVE, massa do VE; E, onda E; A, onda A; DT, tempo de
desaceleracao do VE; TRIV, tempo de relaxamento isovolumétrico do VE; FE, fracdo de ejegéo. *p<0,05 vs SHAM 24 horas; 1p<0,05 vs SHAM
6 semanas; 1p<0,05 vs IAM-LDE 24 horas; §8p<0,05 vs IAM-LDE 6 semanas; Ap<0,05 vs IAM-MTXc 24 horas; #p<0,05 vs IAM-MTXc 6

semanas; ¥p<0,05 vs IAM-LDE-MTX 24 horas.
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Figura 8. Fracédo de ejecao (%) dos grupos SHAM e IAM com ou
sem tratamento nos seguimentos de 24 horas e 6 semanas. *
p<0.01 vs SHAM 24 horas; 1t p<0.001 vs SHAM 6 semanas; § p<0.01 vs
IAM-LDE 24 horas; # p<0,05 vs IAM-LDE 6 semanas; ¥ p<0,01 vs IAM-MTX
24 horas; &p<0,05 vs IAM-MTXc 6 semanas; £ p<0,01 vs IAM-LDE-MTX 24
horas.

4.3 Peso corporal e peso relativo dos 6rgaos

Como representado na Tabela 3, ndo foi observado diferenca no peso
corporal no inicio e ao final do seguimento em todos 0s grupos estudados.
Os pesos relativos do coracao e do pulméo foram menores no grupo tratado
com IAM-LDE-MTX em relacéo aos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc (p<0,05).
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Tabela 3.Peso corporal e peso relativo dos 6rgédos do grupo
SHAM e IAM com ou sem tratamento.

SHAM |AM-LDE IAM-MTXc ~ |AM-LDE-MTX
(n=12) (n=13) (n=12) (n=13)
Peso corporal (g)
Inicial 328+18 365+16 372420 38948
Final 435416 468+14 463+10 50749
Peso relativo (mg/g)
Coragao 3,310,1 4,0+0.4° 3,040,2 3,640,2"
Pulméo 5,240,2 6,6:0,5 5,7+1,0 5,240,5"
Figado 34,1407 32,6+1,7 36,8+1,1 34,0409
Rins 8,040,2 7,140,4* 7,240,2 74404

* p<0,05 vs SHAM; # p<0,05 vs IAM-LDE.

4.4  Ensaios laboratoriais

Como representado na tabela 4, ndo houve diferenca no hemograma
enzimas hepaticas e no perfil lipidico em todos os grupos estudados,

indicando que os tratamentos nao provocaram toxicidade.

Tabela 4.Enzimas hepaticas, perfil lipidico e hemograma dos
grupos SHAM e IAM com e sem tratamento.

SHAM |AM-LDE |AM-MTXc |AM-LDE-MTX

(n=12) (n=9) (n=8) (n=12)
Eritrdcitos(milhdesimm ) 7,740, 8,110,2 7,640,1 8,540,1
Leucécitos(milimm °) 73406 6,80,4 5,9+1,4 6,8£0,4
Hemoglohina (g/dL) 17,640,4 16,910,8 15,8+0,9 16,2104
Plaguetas(milimm °) 624190 732427 7114173 759433
ALT(ULL) 5542 6648 61414 5345
AST(UIL) 8644 107418 91421 96410
Colesterol total(mg/dL) 6813 7113 78118 8014
HDL-C (mg/dL) 5442 5543 56413 5543
TG(mg/dL) 58411 6317 89:20 6649

ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; HDL-C,
colesterol contido na lipoproteina de alta densidade; TG,triglicerideos.
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4.5 Anélise histomorfométrica

Os resultados das analises histomorfométricasde todos os grupos
estudados estéo representados na Tabela 5. O tamanho do infarto foi menor
no grupo IAM-LDE-MTX quando comparado ao grupo IAM-LDE (p<0,05)
(Figura 8). Ainda assim, o tratamento com LDE-MTX reduziu o didametro dos
midcitos comparando com os grupos IAM-LDE e IAM-MTXc (p<0,05).

A Figura 9 mostra fotomicrografias representativas da necrose dos
midcitos nas regides INT e SE, em todos os grupos estudados. Nas duas
regibes analisadas, observa-se menor presenca de necrose dos miécitos no
grupo IAM-LDE-MTX comparando IAM-LDE e IAM-MTXc (p<0,05) (Tabela
5. Nos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc, foram identificados
predominantemente resquicios de midcitos deteriorados (Figura 9).

Como indicado na Tabela 5 e Figura 10, o tratamento com LDE-MTX
diminuiu o processo inflamatdrio de maneira eficaz tanto na regiao INT
quanto na regidao SE, quando comparado com os grupos IAM-LDE e |IAM-
MTXc (p<0,05). No infiltrado inflamatério da regido INT do grupo (p<0,05), foi
observada presenca de neutrofilos e linfocitos, enquanto que na regido SE
foi observada predominantemente a presenca de macréfagos (Figura 10).

A fracdo de volume do colageno (FVC) nas regifes INT e SE esta
representadas na Figura 11. O grupo tratado com LDE-MTX demonstrou
menor fracdo de volume de coldgeno nas regidesestudadas em relacdo ao
grupo IAM-LDE e IAM-MTXc (p<0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5. Histomorfometria dos grupos SHAM e IAM com e sem tratamento.

SHAM IAM-LDE  IAM-MTXc  |AM-LDE-MTX
(n=7) (n=4) (n=8) (n=10)

Tamanho IAM (%) - 31+3 1845 9157

Diametro dos

10,0+0,3 16,240,3"  14,7+0,5 12,0+0,4%
midcitos ( um)

Necrose
INT 1,1#0,1  2,940,3" 2,640,3" 1,3+0,1%
SE 21+0,1  4,9+0,1 3,840,4" 1,9+0,2%

Células inflamatérias
(n°cél/mm ?)

INT 1,440,2  3,84#0,1 2,1+0,1 1,320,1%

SE 2,403  4,8+0,1 4,3+0,2" 2,4+0,2%
FVC (%)

INT 1,3#0,2  3,0:0,3°  2,640,1 1,8+0,2"

SE 1,940,2  4,3+0,4° 3,620,2 2,2+0,2%

SE, regido subendocérdica do VE; INT, regido intersticial do VE; FVC,
fracdo de volume do colageno; *p<0,05 vs SHAM; #p<0,05 vs IAM-LDE;
¥p<0,05 vs IAM-MTXc.

SHAM IAM-LDE IAM-MT Xc IAM-LDE-MT X

Figura 8. Representacdo do tamanho do IAM em coracdes
corados com tricbmio de Masson dos grupos SHAM, IAM-LDE,
IAM-MTXc e IAM-LDE-MTX.As setas indicam as regides de IAM.
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igra 9. otomlcrografias representativas da necrose dos miocitos nas regides INT e SE do VE coradas com
hematoxilina e eosina dos grupos SHAM, IAM-LDE, IAM-MTXc e IAM-LDE-MTX. As setas indicam nucleos
picnéticos, caridlise, citoplasma hipereosinifilico, infiltrado de macrofagos e resquicios de midcitos

degradados.Aumento: 40x
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Regido INT

Flgura 10. Fotomlcrograflas representatlvas do infiltrado mflamatorlo nas regloes INT e SE do VE
coradas com hematoxilina e eosina dos grupos SHAM, IAM-LDE, IAM-MTXc e IAM-LDE-MTX.As setas
indicam as células inflamatorias. Aumento: 40x
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Regiao INT

IAM-LDE-MTX

Lo & e' i ) m\_ﬂ '3‘- _' | IAW-LDE | ( Vi D |AM-MTXC |

Figura 11. Fotomicrografias representativas da fracdo de volume do colageno nas regides INT e SE do
VE coradas com tricromio de Masson dos grupos SHAM, IAM-LDE, IAM-MTXc e IAM-LDE-MTX. As setas
indicam fibrose miocardica, em coloracdo azul. Aumento: 40x.
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4.6  Andlise da expressao génica por gRT-PCR

Como apresentada na Tabela 6, a analise da expressdo génica por
gRT-PCR mostrou que houve redugcdo da expressao de TNF-a no grupo
IAM-LDE-MTX quando comparado com os grupos SHAM e IAM-MTXc
(p=0,006 e p=0,03, respectivamente). A expressdo dos marcadores Col |
(p=0,034), MMP-2 (p=0,043), NOX-4 (p=0,001) foi menor no grupo IAM-LDE-
MTX quando comparada com o grupo IAM-MTXc. A expressao de LDLR foi
menor no grupo IAM-LDE-MTX em comparacdo ao grupo IAM-MTXc
(p=0,002). Os demais genes analisados ndo apresentaram diferenca de

expressao, tanto nos grupos tratados como no grupo SHAM (Tabela 6).

Tabela 6. Expressdo génica de marcadores inflamatorios, fibrose, estresse
oxidativo, receptores de lipoproteinas e angiogénese nos grupos SHAM e
IAM com e sem tratamento.

SHAM |IAM-LDE IAM-MTXc IAM-LDE-MTX
(n=7) (n=5) (n=6) (n=13)
CD3 1,0+0,1 1,940,5 1,4+0,2 1,240,2
CD68 1,0+0,1 1,940,2 2,1+0,8 1,1+0,2
Col | 1,0+0,0 1,340,3 2,5+1,0 0,8+0,1%
Col IlI 1,0+0,0 7,1+3,0 3,6+1,6 2,240,7
IL-1 B 1,040,1 1,3+0,4 1,4+0,5 0,740,1
IL-6 1,0+0,0 2,7+1,6 2,1+0,9 1,8+0,7
IL-10 1,040,1 0,7+0,1 1,2+0,7 1,340,2
LDLR 1,040,1 1,00,3 2,1+0,4 0,8+0,1"
LRP1 1,0+0,0 1,440,2 1,8+0,7 0,9+0,1
MMP-2 1,0+0,0 1,340,2 2,3+0,7 1,0+0,1%
MMP-9 1,040,1 3,4+1,5 41425 1,8+0,3
NOX-1 1,0+0,0 3,1+1,3 5,3+2,0 1,540,2
NOX-4 1,0+0,0 0,9+0,2 1,7+0,3 0,7+0,0"
SRB1 1,0+0,0 1,1+0,1 1,2+0,2 0,9+0,0
TNF-a 1,040,1 0,7+0,1 0,9+0,1 0,5+0,0**
VEGF 1,040,1 0,8+0,1 1,0+0,1 0,8+0,1

CDa3, cluster differentation 3; CD68, cluster differentation 68; Col |, colageno
tipo I; Col Ill, colageno tipo lll; IL, interleucina; LDLR, receptor de lipoproteinas
de baixa densidade; LRP1, receptor de lipoproteinas de baixa densidade-
proteina relacionada 1; MMP, metaloproteinases da matriz extracelular; NOX,
NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) oxidase; SRB1, receptor
scavenger classe B tipo 1; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; VEGF, fator
de crescimento vascular endotelial. *p<0,05 vs SHAM, #p<0,05 vs IAM-MTXc.
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5. Discussao

Um sumario contendo os principais resultados encontrados no estudo

esté ilustrado na Figura 12.

Inducéo do IAM

IAM-LDE vs
SHAM

TDilatacao e hipertrofia

cardiaca
TVolumes do VE
=Funcéao diastdlica
lFuncéo sistélica

IAM-MTXc vs
SHAM

TDilatacéo e hipertrofia

cardiaca
TVolumes do VE
=Funcéao diastdlica
lFuncéo sistélica

IAM-LDE-MTX vs
IAM-LDE e IAM-MT Xc

=Peso corporal

TPesorelativo do
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TPesorelativo do
pulméao
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cardiaca
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=Fungcao diastélica
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Figura 12. Diagrama mostrando os efeitos do tratamento com LDE-MTX e
MTXc ap6s 6 semanas da inducdo do infarto do miocardio em ratos,
comparando IAM-LDE vs SHAM, IAM-MTXc vs SHAM, IAM-LDE-MTX vs
IAM-LDE e IAM-MTXc.

Os estudos experimentais e de fisiopatologia cardiovascular tém
utilizado quase que exclusivamente do rato e de camundongos para o
modelo experimental do IAM. Este modelo experimental ja esta consolidado
na literatura como modelo de IC, desde seus primeiros principios técnicos
inicialmente descritos por Heimburger (1946) e Johns & Olson (1954) até os

mais recentes trabalhos (Fishbein et al., 1978; Litwin, 1995; Francis et al.,
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2001; Savergnini et al., 2013; Vu et al., 2015), que caracterizam implicacdes
cardiacas e sistémicas bastante semelhantes as dos humanos.

A facilidade na reproducao e rapido ciclo de vida também aumentam a
vantagem do seu uso. Apesar da escolha da linhagem dos animais ser de
pouca relevancia, a maioria dos trabalhos com ratos utiliza a linhagem
Wistar. Outra particularidade metodolégica envolvendo animais de
experimentacdo € a escolha do sexo. Estudos tém demonstrado que ratos
machos apresentam diferente padrédo de remodelamento do VE com maior
espessura da parede posterior e maior didametro dos midcitos na regiao
remota ao 1AM apos 6 semanas da inducdo de IAM, em comparacdo com
fémeas (Fishbeinet al., 1978; Spadaro et al., 1980; Litwin et al., 1994,
Gosselin et al.,, 1998; Litwin et al., 1999;Savergnini et al., 2013). Assim
sendo, a maioria dos estudos utilizam ratos machos para reproduzir o
modelo de IAM.

A escolha do periodo de seguimento de 6 semanas apos a inducao do
IAM e o tratamento baseou-se na concepc¢do de que nesse periodo ja se
estabelecem as caracteristicas relativas ao remodelamento cardiaco como,
hipertrofia, dilatacdo e disfuncéo cardiaca (Litwin et al., 1995; Anand et al.,
1997; Wasserstrom et al., 2000; Kanashiro et al., 2002; Sjaastad et al., 2005;
Wang et al., 2015). Como nosso objetivo foi estudar o efeito do tratamento
proposto sobre o remodelamento cardiaco global, este pareceu-nos um
momento adequado.

A disfuncéo cardiaca em ratos reflete a extenséo do infarto produzida
pela oclusdo coronariana. Depois dos primeiros trabalhos aplicarem o
ecocardiograma em ratos submetidos ao 1AM, os estudos morfofuncionais
cardiacos ganharam a importante possibilidade do acesso in vivo, in situ e
com medidas repetidas para o acompanhamento de doencas
cardiovasculares, assim como dos efeitos terapéuticos testados (Baily et al.,
1993; Litwin et al., 1994; Burrell et al., 1996; Schwarz et al., 1998; Moisés et
al., 2000).

Dentre os animais IAM, selecionamos para este estudo apenas ratos
com IAM grande, ou seja, que apresentaram FE menor que 40%, no

ecocardiograma realizado 24 horas apos a inducdo do infarto. De acordo
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com a American Society of Echocardiography (Lang et al., 2005) e critérios
de ecocardiograma em ratos pos-IAM (Moisés et al.,2000), o IAM com FE
menor que 40% sao considerados grandes e apresentam importantes
alteracdes estruturais e funcionais no VE (Sjaastad et al., 2000; Lang et al.,
2005).

A opcao pelo uso de infartos de grande extenséo foi com o intuito de
promover um déficit funcional realmente importante. De acordo com
descricoes prévias (Pfeffer et al., 1979; Fletcher et al., 1981; Pfeffer et
al.,1990), a extensdo do infarto esta fortemente associada com dilatacdo
ventricular, disfuncdo hemodinamica e mortalidade. Esse efeito na area de
infarto pode ser observado pelo grau de disfuncéo ventricular e pela taxa de
mortalidade observada no decorrer do protocolo.

O ecocardiograma realizado 24 horas ap0s modelo cirargico para
inducdo do IAM evidenciou aumento dos diametros do VE, indicando
dilatagdo ventricular e aumento dos volumes diastolicos e sistélicos
comparando com o grupo SHAM. Além disso, a FE nos 3 grupos infartados
estava diminuida quando comparado ao grupo SHAM. Corroborando com
nossos dados, diversos autores tém relatado alteracdes no ecocardiograma
apos oclusédo coronariana em ratos, como disfuncdo ventricular, ainda na
fase aguda pos-IAM (Litwin et al., 1994; Liu et al., 1997; Litwin et al., 1999;
Solomon et al., 1999; Moisés et al., 2000; Sjaastad et al., 2000; Burstein et
al., 2007; Miranda et al., 2007; Sallinen et al., 2007). De fato, Solomon e
colaboradores (1999) mostraram, por avaliagcbes morfofuncionais seriadas
por ecocardiograma na fase aguda do IAM em ratos, que ha depressédo na
funcado cardiaca global e aumento no volume diastélico do VE detectado em
IAM grande, apd6s 48 horas da oclusdo coronariana. Sallinen (2007) e
Miranda e coraboradores (2007) observaram nos animais infartados uma
dilatacao ventricular j4 ao fim das primeiras 24 horas.

Sendo assim, a obtencdo desses dados basais, antes do inicio dos
tratamentos nos permitiu evidenciar que ja havia disfuncdo sistdlica
caracterizada por acinesia da parede antero-septo-apical, com dilatacédo
ventricular. Além disso, possibilitou também examinar a evolugdo temporal

ao fim das seis semanas de tratamento em comparagéo a avaliagdo basal.
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Apoés 6 semanas da inducédo do IAM, o tratamento com LDE-MTX foi
capaz de diminuir os diametros e volumes sistdlico e diastolico
aproximadamente nos valores mensurados no grupo SHAM. Em contraste,
nao houve diminuicdo desses parametros nos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc
em comparacao ao grupo SHAM. Nao existe na literatura o efeito do MTX
sobre o remodelamento cardiaco pos-IAM, e tdo pouco sobre o processo de
dilatacdo ventricular. Contudo, podemos especular que a auséncia de
expansdo do infarto e menor sobrecarga sobre o miocardio remanescente,
observadas no grupo LDE-MTX, podem ter contribuido para prevencao de
maiores acréscimos nas dimensdes ventriculares.

A massa do VE estava aumentada nos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc,
mas o grupo tratado com LDE-MTX apresentou habilidade de prevenir esse
aumento. Os resultados da massa do VE corroboram com as informacdes ja
divulgadas por outros autores que descreveram aumento na massa cardiaca
depois de seis semanas de IAM, principalmente nos animais com grandes
infartos (Pfeffer et al., 1991; Anand et al., 1997; Gosselin et al., 1998;
Wasserstrom et al., 2000; Zimmerman et al., 2001; Sjaastad et al., 2005).

Avaliando a funcdo sistdlica, o grupo IAM-LDE-MTX apresentou
aumento da FE em 40%, em comparacao aos grupos IAM-LDE e IAM-MTXc
nos seguimentos de 24 horas e 6 semanas e em comparagao ao IAM-LDE-
MTX no seguimento de 24 horas. Enquanto que no grupo tratado com MTXc
nao houve nenhum efeito na funcéo sistolica. Quanto a funcao diastolica,
apesar do aumento da razdo E/A indicar padrao restritivo caracteristico do
IAM, os animais que sofreram a inducdo do IAM né&o foram diferentes do
grupo SHAM tanto no seguimento de 24 horas e 6 semanas.

Em resumo, podemos afirmar que o tratamento com LDE-MTX
promoveu a melhora da funcao sistélica, diminuicdo dos volumes, didmetros
sistolicos e diastélicos, prevencdo do aumento da massa do VE, que pode
ser atribuido a reducdo do tamanho do IAM ou aos efeitos na area remota ao
IAM.

A mortalidade nas primeiras 24 horas seguintes a ocluséo
coronariana foi de 32%, namero equivalente ao da literatura utilizando outras

linhagens de ratos (Opitz et al.,, 1995; Leenen & Yuan, 2001; Zhu et al.,
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2006). De fato, parece haver um consenso que, nas primeiras horas
seguintes a oclusdo coronariana, ocorre uma serie de eventos arritmicos,
principalmente taquicardia ventricular e fibrilagdo ventricular, concentradas
em dois momentos criticos: entre o pos-cirurgico imediato e os 30 minutos; e
entre os 90 minutos e 9 horas pés-oclusdo arterial. E descrito que apos
estes dois momentos geralmente ocorrem um “siléncio” nos episodios de
arritmias letais que se perduram pelos primeiros 2 ou 3 dias (Opitz et al.,
1995).

ApoOs o inicio do tratamento, a porcentagem de mortalidade foi de
14%, 35% e 11% nos grupos IAM-LDE, IAM-MTXc e IAM-LDE-MTX,
respectivamente. Aparentemente, as mortes dos ratos, especialmente na 5°
semana, foram em decorréncia de IC e edema pulmonar (Flumignan et al.,
2006).

Quanto a toxicidade, assim como nos estudos que também avaliaram
a associacdo de outros quimioterapicos a LDE, os ratos toleraram bem o
tratamento, ndo apresentando efeitos colaterais na dose administrada,
guando avaliados pesos corporais, hemograma, enzimas hepaticas e perfil
lipidico (Dorlhiac-Llacer et al., 2001; Valduga et al., 2003; Teixeira et al.,
2004; Rodrigues et al., 2005; LoPrete et al., 2006; Bulgarelli et al, 2013).

O peso relativo do coragédo dos animais tratados com LDE-MTX foi
menor comparado com o grupo IAM-LDE, confirmando os resultados
apresentados de menor hipertrofia dos mibcitos pela analise
histomorfométrica. Ademais, houve aumento significante no peso relativo
dos pulmbes do grupo IAM-LDE quando comparado ao SHAM. O edema
pulmonar, caracterizado pelo acumulo anormal de liquido e consequente
aumento do peso do o6rgdo, geralmente ocorre em consequéncia da
disfuncdo do VE (Francis et al., 2001; Saito et al., 2002; Yamamoto et al,
2012). Como o peso relativo dos pulmdes foi menor no grupo IAM-LDE-MTX,
pode-se sugerir que o tratamento com LDE-MTX teve a habilidade de
melhorar a funcdo do VE e, consequentemente, preveniu que ocorresse
edema pulmonar.

Como descrito anteriormente, a isquemia miocardica resultando do

IAM induz um processo fisiopatologico, incluindo déficit de oxigénio,
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hipertrofia cardiaca, morte celular, inflamacé&o e fibrose miocardica. Por isso,
as alteracdes morfolégicas especificas do remodelamento cardiaco pos-IAM
foram avaliadas por meio de diversas metodologias no presente trabalho.

Os animais do grupo IAM-LDE apresentaram tamanho de infarto de
31%, enquanto que o0s animais tratados com MTXc e LDE-MTX
apresentaram tamanho de infarto de 18% e 9%, respectivamente. Vale
ressaltar que o grupo IAM-LDE-MTX mostrou menor extensao do infarto,
comparando aos animais do grupo SHAM e IAM-LDE. Alguns autores
consideram infartos menores que 30% como pequeno (Fletcher et al., 1981;
Anversa et al., 1986).

Apbés a morte celular no miocéardio infartado, h4 perda de tecido
contratil, hipertrofia compensatéria dos cardiomidcitos e fibrose reparativa,
contribuindo para a diminuicdo da complacéncia cardiaca (Swynghedauw,
1999). O aumento da porcéo infartada nos animais sem tratamento deve ter
ocorrido, principalmente, nos primeiros dias, e pode ser entendido pelo
conceito de expansédo do infarto (Hutchins & Bulkley, 1978). Apos o infarto,
ocorrem estiramento e aumento da regido infartada, ndo mais por necrose
adicional, mas sim, por apoptose, rearranjo e deslizamento do tecido
necrotico fridvel, que se iniciam agudamente e podem persistir até a
completa resolucéo da cicatrizacdo (Weisman & Healy, 1987; Olivetti et al.,
1990; Swynghedauw, 1999; Opie et al., 2006). Este processo é parte
integrante do remodelamento agudo no poés-infarto (Swynghedauw, 1999;
Opie et al., 2006)

Levando em consideracdo que a limpeza dos debris celulares pelos
neutrofilos, monocitos e macréfagos é fundamental na cicatrizagcdo do
infarto, no entanto, a modulacdo desta resposta inflamatéria é importante
para prevenir excessiva degradacédo tecidual levando a expanséo do infarto
e IC (Kempf et al., 2012). Alguns estudos demonstram que a limitagcado do
tamanho do infarto € uma importante estratégia para controlar a IC
(Resnekov, 1977; Geltman, 1979). Sendo assim, os efeitos da limitacdo do
infarto de diversos farmacos com ac¢fes anti-inflamatorias foram testados na
tentativa de encontrar tratamentos eficazes para o IAM (Madias et al., 1982;

Scheuer et al., 1997; Kempf et al, 2012).
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Dessa forma, nossos resultados sugerem que o tratamento com LDE-
MTX evitou o0 aumento da area infartada, possivelmente devido aos efeitos
sobre a area remota ao IAM. Essa prevengdo do aumento da area infartada
pode ter relagcdo com a liberagdo para o meio extracelular de adenosina por
meio do acumulo da AICAR, promovida pelo MTX. Hori e colaboradores
(1994) reportaram que a presenca de AICAR no miocardio e que a liberacéo
aumentada de adenosina pode limitar o tamanho do infarto. Além disso, o
tratamento com LDE-MTX teve efeito positivo na regido remota ao |IAM
consequentemente evitando o aumento da regido infartada. Ainda assim, no
tratamento com LDE-MTX, a restricdo na expansao do IAM repercutiu
positivamente sobre a funcéo cardiaca global, como demostrado por outros
autores (Jin et al., 2002; Ahmet et al., 2008).

Outro processo importante analisado no presente estudo foi a necrose
na area remota ao IAM. A regido SE € mais vulneravel do que a regiao INT
pela reducdo da perfusdo e hipdxia, sendo mais susceptivel a inflamacao,
fibrose, estresse oxidativo e morte celular (de Carvalho Frimm et al., 2003;
Toyota et al., 2005). Todavia, pouco se sabe a respeito das consequéncias
sobre o tecido remoto ao infarto, por isso, € importante destacar a
metodologia utilizada no nosso estudo avaliando as duas regides, INT que
também tem a sua importancia no processo pos-IAM como explicado
anteriormente e a regido SE. Sendo assim, o tratamento com LDE-MTX
reduziu a necrose em ambas as areas, principalmente na regido SE. Este é
um resultado importante que destaca as propriedades farmacoldgicas de um
novo tratamento.

Alguns estudos clinicos demonstram que pacientes apés o IAM com
IC expressam excessivamente mediadores inflamatorios no plasma podendo
levar a progresséo da IC. O tratamento com LDE-MTX reduziu o nimero de
células inflamatorias da regido remota ao IAM, tanto na regido INT quanto na
regido SE. Porém, esses efeitos ndo foram atribuidos ao grupo tratado com
MTX comercial. Deste modo, o efeito do tratamento com LDE-MTX no
processo inflamatoério pode oferecer percep¢des mecanisticas importantes.

Apéds o IAM, o tecido cardiaco tem a capacidade de secretar uma

grande quantidade de TNF-a e outros fatores inflamatorios, o que pode
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causar alteracbes na estrutura e funcdo nos midcitos e agravamento da
hipéxia pornativacdo de células T citotoxicas (Kong et al, 2011). Foi
observado que TNF-a tem a capacidade de diminuir a contratilidade dos
midcitos (Finkel et al., 1992) e induzir a hipertrofia dos cardiomidcitos
(Yokoyama et al., 1997), apoptose (Ing et al., 1999), necrose (Dorn, 2009) e
o remodelamento intersticial (Siwik et al., 2000).

Zhang e colaboradores (2009) sugerem que os efeitos anti-
inflamatérios do MTX podem resultar na melhora do remodelamento e
funcdo cardiaca em ratos com miocardite, pela diminuicdo dos niveis
plasmaticos de TNF-a. A partir disso, vale ressaltar que o tratamento com
LDE-MTX promoveu reducdo na expressdo génica de TNF-a de 50%
gquando comparado com os grupos SHAM e 45% quando comparado ao
grupo IAM-MTXc. Os resultados de reducdo do infiltrado inflamatério no
grupo IAM-LDE-MTX, que pode ter ocorrido pelo aumento dos niveis de
adenosina, corroboraram com alguns estudos que demonstram que o MTX
promove uma reducdo da adesdo neutrofilica e dos leucécitos no exsudato
por meio do aumento de adenosina (Cronstein et al.,, 1991 e 1993;
Cronstein, 2010). Além disso, alguns estudos indicam que o aumento dos
niveis de adenosina no IAM esta envolvido na reducdo de hipdxia, no
tamanho do infarto, morte celular, inflamacao, hipertrofia cardiaca e fibrose
miocardica (Hori et al.,, 1994; Kis et al.,, 2003; Asanuma et al., 2004;
Toufektsian et al., 2006; Wakeno et al., 2006; Ge et al., 2010).

Os animais tratados com LDE-MTX apresentaram menor hipertrofia
dos midcitos na regidao remota ao IAM comparando com 0S outros animais
gue foram submetidos ao IAM. Apds o periodo de 4 a 6 semanas de infarto
em ratos, ja se identifica hipertrofia dos cardiomiécitos da zona de transicao
(Olivetti et al., 1986), como também observada em nosso estudo nos grupos
infartados. Nossos dados sugerem que o tratamento com LDE-MTX foi
capaz de abrandar o aparecimento da hipertrofia cardiaca, provavelmente
por prevenir a extensao do IAM, o processo inflamatério e melhorar a funcéo
do VE infartado.

O remodelamento, além de cursar com a hipertrofia dos

cardiomiécitos, promove alteracdes em todos os componentes no tecido
50



cardiaco, inclusive, com maior deposicao de colageno na regido remota ao
IAM (Swynghedauw, 1999). ApOs as 6 semanas de oclusao, evidenciamos
aumento significativo da fibrose nas regides INT e SE, principalmente nos
grupos IAM-LDE e IAM-MTXc no miocéardio remoto ao infarto, o que esta de
acordo com a maioria dos estudos que demonstraram aumento da sintese e
deposicdo de colageno poés-IAM em ratos (Cleutjens et al.,, 1995;
Zimmerman et al., 2001; Jin et al., 2002; Prabhu et al., 2016).

A fisiopatologia da fibrose miocardica ocorre devido o aumento na
relacdo entre MMP/inibidores teciduais das MMPs (TIMPs) que esta
associado ao maior grau de dilatacéo e disfuncéo ventricular (Spinale, 2007).
Por outro lado, da mesma forma que ocorre o0 aumento na quantidade das
TIMPs, o TGF-B1 superexpresso participa do aumento de fibrose,
estimulando a proliferacdo de fibroblastos, promovendo a deposicdo e
inibindo a degradacédo de colageno (Lijnen et al., 2000; Spinale, 2007).
Como o acumulo descontrolado da matriz extracelular por proteinas
estruturais como o colageno pode comprometer a elasticidade do tecido
miocardico, o colageno é intensamente degradado na regido infartada (Van
Kerckhoven et al., 2000; Wu et al.,, 2000). Sendo assim, 0 excesso de
coldgeno em consequéncia ao progresso das alteragBes cardiacas contribui
para o déficit da contratiidade e do relaxamento miocéardico, além de
favorecer a disfuncéo diastdlica e a progressao para a IC (Leite et al., 1995;
Milanez et al., 1997; Mill et al., 2003).

Neste cenario, foi observado que o tratamento com LDE-MTX
diminuiu a fibrose nas regides SE e INT, como indicado na redugao da
fracdo de volume de colageno por histomorfomometria na regido remota ao
IAM. Ainda assim, vale ressaltar que o tratamento com LDE-MTX promoveu
uma reducdo na expressao génica do Col | (68%) e MMP-2 (57%),
marcadores de fibrose, quando comparado com o grupo IAM-MTXc. Embora
nao tenhamos investigado os mecanismos pelos quais a terapia com LDE-
MTX possa ter agido em favor da menor deposicdo de colageno no INT e
SE, sugerimos um efeito direto do MTX na producdo dos principais
componentes da matriz extracelular produzidos pelos fibroblastos, como

observado por Nabai e colaboradores (2015) em cepas de fibroblastos em
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tecido de cicatriz hipertrofica. A reducdo do colageno observada com o
tratamento com LDE-MTX pode ser explicada também pela regulacdo no
processo do remodelamento cardiaco, como diminuicdo do processo
inflamatério e, consequentemente, reducao no processo de fibrose cardiaca
(Frangogiannis, 2014).

Assim como foi demonstrado que a adenosina desempenha um papel
chave na regeneracédo de tecidos e processo de fibrose (Chan, 2010), o
estimulo do receptor de adenosina A2B pode suprimir a producédo de
colageno pelos fibroblastos na regido cardiaca (Dubeyet al., 1998). Estes
resultados sédo coerentes com a observacdo de que a estimulacdo de
receptores A2B previne o remodelamento cardiaco e protege contra as
elevacdes do volume de coldgeno cardiaco e da fibrose cardiaca apos a
inducdo de IAM em ratos Wistar, consequentemente melhora da funcéo
cardiaca (Chan &Cronstein, 2002; Wakeno et al., 2006). Sendo assim, no
presente estudo, sugere-se que 0 mecanismo para a menor deposi¢ao de
colageno em miocéardio remanescente de animais tratados com LDE-MTX
deve-se também ao acumulo de adenosina.

Os efeitos atribuidos pelo tratamento com LDE-MTX para a melhora
da funcdo cardiaca que néo foram observados pelo grupo tratado com MTX
comercial podem ser explicados pelo fato de que o MTX associado a
nanoparticula LDE teve sua acdo farmacolégica potencializada pela
capacidade da LDE de se concentrar em processos inflamatérios e
proliferativos, promovendo assim um tratamento mais efetivo pelo
direcionamento a sitios especificos sem nenhuma toxicidade; efeitos estes
gue ndo podem ser atribuidos a droga comercial.

O controle do remodelamento cardiaco principalmente do processo
inflamatoério na area remota ao infarto e a prevengdo da extensdo da area
infartada representam uma importante estratégia para a manutencdo da
funcao ventricular. Estes resultados indicam que o tratamento com LDE-MTX

pode ser um candidato para futuros ensaios clinicos.
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6. Conclusao

Os resultados deste estudo indicam que o tratamento com LDE-MTX,
além de ndo causar toxicidade, promoveu a melhora da funcéo sistolica do
VE, a reducdo do tamanho do infarto e dos efeitos prejudiciais do
remodelamento cardiaco. Esta notavel melhora na condicdo pés-IAM indica
gue o tratamento LDE-MTX pode ser um forte candidato para futuros

ensaios clinicos.
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