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RESUMO

Introducdo: Apos o infarto agudo do miocardio (IAM), o coracdo sofre 0 remodelamento
ventricular (RV) o qual é marcado por dilatacdo ventricular, reducdo da espessura de parede,
hipertrofia e disfuncdo cardiaca. Véarios mecanismos contribuem para o RV adverso pos-
infarto, como a apoptose, a inflamacdo e a estimulacdo sustentada dos receptores betal-
adrenérgicos (B1-AR). Entretanto, vias de sinalizacdo de proteinas, como a Akt e o fator
induzido por hipéxia 1-alfa (HIF-1a), contribuem para a cardioprotecdo. Nesse contexto,
torna-se fundamental o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o IAM, como
a coadministracdo de carvedilol e dos hormdnios da tireoide (HT), que visam melhorar a
homeostase celular no coracdo poés-infarto. Objetivos: Analisar a influéncia da
coadministracdo de carvedilol e dos HT sobre a sinalizacdo apoptoética, beta-adrenérgica,
inflamatdria e cardioprotetora no coracdo pos-IAM, bem como sobre a hemodindmica
cardiaca e as alteracdes estruturais envolvidas no RV adverso. Metodologia: Ratos Wistar
machos foram alocados em cinco grupos (n = 7/grupo): grupo sham (SHAM), grupo infartado
(IM), grupo infartado tratado com carvedilol (IM+C), grupo infartado tratado com HT
(IM+HT) e grupo infartado cotratado com carvedilol e HT (IM+C+HT). Todos 0s animais
receberam seus respectivos tratamentos por gavagem durante 12 dias. Ao final do tratamento,
0s animais passaram pela analise ecocardiografica e, posteriormente, pela analise
hemodinamica. Ao fim desta analise, os animais foram eutanasiados e o ventriculo esquerdo
(VE) coletado para analises morfométricas e de Western blot. O pulméo e figado foram
coletados para analises de congestdo pulmonar e congestao hepatica, respectivamente. Analise
estatistica: teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-teste Student-Newman-Keuls (dados
paramétricos); teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunn (dados ndo-
paramétricos). Resultados: Todos o0s grupos infartados apresentaram dilatacdo ventricular em
relacdo ao grupo SHAM. Apenas o grupo IM apresentou perda da espessura da parede
posterior sistdlica, aumento do indice de tensdo de parede, elevacdo do peptideo natriurético
atrial, reducdo da pressdo sistdlica do VE e do indice de contratilidade e aumento da pressao
diast6lica do VE comparado ao grupo SHAM. Ja os grupos IM+C, IM+HT e IM+C+TH néo
apresentaram alteracdo desses parametros em relagdo ao grupo SHAM. O grupo IM+HT
apresentou aumento do B1-AR em comparacdo aos grupos IM e IM+C, enquanto o0 grupo

IM+C+HT revelou reducdo do B1-AR em relagdo aos grupos SHAM e IM+HT. Os grupos



IM+HT e IM+C+HT revelaram reducdo da Bax, aumento da Akt, redugdo das proteinas
inflamatorias MyD88 e NLRP3 e aumento do HIF-1a e da isoforma alfa do receptor dos HT
(TRa). Concluséo: No grupo infartado cotratado, os HT foram responsaveis por diminuir a
sinalizacdo apoptética e inflamatoria e por aumentar a expressdo de proteinas
cardioprotetoras; enquanto o carvedilol parece ter colaborado para a reducdo da resposta
humoral simpética pos-infarto através da reducdo dos B1-AR. Portanto, a coadministracdo de
carvedilol e dos HT apresentou efeitos benéficos complementares importantes para uma
melhor homeostase celular no coracdo pds-infarto. Desta forma, tais efeitos em conjunto
contribuiram para a preservacdo da morfologia e da hemodindmica cardiaca verificada no

grupo infartado cotratado, evitando, consequentemente, o desenvolvimento do RV adverso.

Palavras-chave: Infarto agudo do miocardio. Horménios da tireoide. Carvedilol. Bax. Akt.

Receptor betal-adrenérgico. Inflamagcdo. NLRP3. HIF-1a..



ABSTRACT

Introduction: After acute myocardial infarction (AMI), the heart undergoes ventricular
remodeling (VR), which is marked by ventricular dilation, wall thickness reduction,
hypertrophy and cardiac dysfunction. Several mechanisms contribute to adverse post-
infarction VR, such as apoptosis, inflammation, and sustained stimulation of betal-adrenergic
receptors (B1-AR). However, signaling pathways of proteins, such as Akt and hypoxia-
induced factor 1-alpha (HIF-1a), contribute to cardioprotection. In this context, it is essential
to develop new therapeutic strategies for AMI, such as the co-administration of carvedilol and
thyroid hormones (TH), which aim to improve cellular homeostasis in the infarcted heart.
Objectives: To analyze the influence of co-administration of carvedilol and TH on apoptotic,
beta-adrenergic, inflammatory and cardioprotective signaling in the post-AMI heart, as well
as on cardiac hemodynamics and structural changes involved in adverse VR. Methodology:
Male Wistar rats were allocated into five groups (n = 7/group): sham group (SHAM),
infarcted group (Ml), infarcted group treated with carvedilol (MI+C), infarcted group treated
with TH (MI+TH), and infarcted group co-treated with carvedilol and TH (MI+C+TH). All
animals received their respective treatments by gavage for 12 days. At the end of treatment,
the animals were submitted to echocardiographic analysis and, later, to haemodynamic
analysis. At the end of this analysis, the animals were euthanized and the left ventricle (LV)
was collected for morphometric and Western blot analyses. The lung and liver were collected
for analysis of pulmonary congestion and hepatic congestion, respectively. Statistical
analysis: One-way ANOVA, followed by Student-Newman-Keuls post-test (parametric data);
Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s post-test (non-parametric data). Results: All
infarcted groups presented ventricular dilatation in relation to the SHAM group. Only the M|
group showed loss of systolic posterior wall thickness, increased wall tension index, elevation
of atrial natriuretic peptide, reduced LV systolic pressure and contractility index, and
increased LV diastolic pressure compared to the SHAM group. On the other hand, the MI+C,
MI+TH, and MI+C+TH groups showed no change in these parameters in relation to the
SHAM group. The MI+TH group showed an increase in f1-AR compared to the MI and
MI+C groups, while the MI+C+TH group showed a reduction in B1-AR in relation to the
SHAM and MI+TH groups. The MI+TH and MI+C+TH groups showed reduced Bax,
increased Akt, reduced inflammatory proteins MyD88 and NLRP3, and increased HIF-1a and



alpha isoform of TH receptor (TRa). Conclusion: In the co-treated infarcted group, TH were
responsible for decreasing apoptotic and inflammatory signaling and for increasing the
expression of cardioprotective proteins; while carvedilol seems to have contributed to the
reduction of the post-infarction sympathetic humoral response through the B1-AR
downregulation. Therefore, the co-administration of carvedilol and TH showed important
complementary beneficial effects for a better cellular homeostasis in the post-infarction heart.
Thus, these effects together contributed to the preservation of cardiac morphology and
hemodynamics, observed in the co-treated infarcted group, consequently preventing the
development of adverse VR.

Keywords: Acute myocardial infarction. Thyroid hormones. Carvedilol. Bax. Akt. Betal-

adrenergic receptor. Inflammation. NLRP3. HIF-1a..
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1 INTRODUCAO

1.1 INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

1.1.1 Epidemiologia

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo consideradas a causa principal de morte no
mundo, compreendendo 32% de todas as mortes globais (World Health Organization, 2021).
De acordo com o Gltimo estudo da Carga Global de Doencas de 2019 (Global Burden of
Disease Study 2019), a prevaléncia de casos de DCV praticamente dobrou de 271 milhGes em
1990 para 523 milhdes em 2019, enquanto o niamero total de mortes por DCV aumentou de
12,1 milhdes em 1990 para 18,6 milhdes em 2019 (ROTH et al., 2020). Nesse contexto, a
doenca isquémica do coracdo (DIC) representa 49,2% das causas de morte por DCV (ROTH
et al. 2020).

No Brasil, de acordo com o banco de dados do Sistema de Informacdo sobre
Mortalidade (SIM) de 2017, a propor¢cdo de mortalidade pelas DCV compreende 27,3% do
total de mortes, com maior proporcdo na regido Sudeste e menor proporcao na regidao Norte.
Dentre as DCV, a DIC é responsavel por 32,1% do total de mortes no Brasil (OLIVEIRA et
al., 2020). A principal manifestacdo clinica da DIC é o infarto agudo do miocardio (IAM)
(MANFROI et al., 2002).

1.1.2 Definicéo, classificacao e etiologia

O IAM é definido como a morte subita do tecido cardiaco causada por uma isquemia
aguda do miocardio (THYGESEN et al., 2018; FRANGOGIANNIS, 2015). Considerando sua
fisiopatologia e contexto clinico, o IAM é classificado em cinco tipos como demonstrado no
Quadro 1 (NICOLAU et al., 2021).

Na maioria dos casos, 0 IAM ¢é causado pela oclusdo trombdtica da artéria coronéria
decorrente da ruptura de uma placa aterosclerética (FRANGOGIANNIS, 2015). No entanto,
além da aterotrombose, existem diversas outras causas que podem levar a lesdo miocardica
que posteriormente acarretam no IAM. O Quadro 2 resume essas causas (NICOLAU et al.,
2021).
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Quadro 1 - Classificacao clinica do IAM de acordo com fatores desencadeantes

Classificagao
(tipos)

Descricéo

Tipo 1

IAM espontaneo relacionado com isquemia miocardica secundaria a evento

coronariano como ruptura ou erosdo de placa aterosclerética coronariana

Tipo 2

IAM secundario a isquemia por desequilibrio de oferta/demanda de oxigénio pelo

miocardio, ndo relacionado diretamente a aterotrombose coronariana

Tipo 3

Morte sUbita na presenca de sintomas sugestivos de isquemia acompanhada por
novas alteracdes isquémicas no eletrocardiograma (ECG) ou fibrilagdo ventricular
e que ocorre antes de os biomarcadores serem coletados ou de sua elevagéo. Ou

IAM confirmado por necrépsia

Tipo 42

IAM associado a intervengdo coronariana percutinea < 48h — definido pelo
aumento de troponina maior que 5 vezes do percentil 99 do limite da normalidade
ou 20% de niveis basais ja aumentados, associado a um dos achados a seguir:

* Nova alteracdo isquémica no ECG

* Nova onda Q patolédgica no ECG

» Exame de imagem evidenciando nova altera¢do de contratilidade ou perda de
miocéardio viavel de padrdo consistente com isquemia miocéardica

* Achados angiograficos com complicagdes que levem a limitacao do fluxo
coronario (disseccdo, oclusdo de vaso epicardico, perda de circulacdo colateral e

embolizacdo distal)

Tipo 4b

IAM associado a trombose de stent documentada por angiografia ou necrépsia
IAM

Tipo 4c

IAM relacionado a reestenose intrastent ou pés-angioplastia na auséncia de outras

lesBGes ou trombo intracoronario que o justifiqguem

Tipo 5

IAM associado a cirurgia de revascularizagao miocardica < 48h — definido pelo
aumento maior que 10 vezes do percentil 99 do limite da normalidade ou 20% de
niveis basais ja aumentados, associado a um dos achados a seguir:

* Nova onda Q patoldgica no ECG

« Exame de imagem evidenciando nova alteracdo de contratilidade ou perda de
miocardio vidvel com padréo de etiologia isquémica

» Achado angiografico que evidencie oclusdo de novo enxerto ou artéria coronaria

nativa

Fonte: NICOLAU et al., 2021.
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Quadro 2 — Etiologia do IAM

Causas de lesédo miocardica de etiologia isquémica

Ruptura ou erosdo de placa aterosclerética com trombose.

Lesdo miocérdica relacionada com isquemia miocardica por desequilibrio entre oferta/consumo de
oxigénio.
Reducdo na perfusdo miocardica:
* Espasmo arterial coronariano
* Doenga coronariana microvascular
* Embolismo coronariano
* Dissec¢do coronariana
* Bradiarritmia sustentada
* Hipotensao ou choque
* Faléncia respiratoria

* Anemia grave

Aumento no consumo de oxigénio:
* Taquiarritmia sustentada
* Crise hipertensiva

Fonte: Adaptado de NICOLAU et al., 2021.

Considerando a classificacdo e a etiologia do |AM apresentadas acima, sera destacado
nesta introducéo a classificagdo do 1AM do tipo 1 e do tipo 2. O 1AM do tipo 1 é causado pela
ruptura ou pela erosdo da placa aterosclerdtica a qual pode levar a formacdo de trombo
oclusivo ou de trombo ndo-oclusivo no limen da artéria coronaria (Figura 1). JA 0 mecanismo
determinante do 1AM do tipo 2 envolve o desequilibrio entre a oferta e o consumo de
oxigénio. Esse desequilibrio pode ser causado pela reducdo da perfusdo miocardica (causas:
presenca de aterosclerose sem oclusdo coronariana, vasoespasmo coronariano, disfuncéo
microvascular coronariana, embolismo coronariano, dissecacdo coronariana, bradicardia
sustentada, hipotensdo ou choque, faléncia respiratoria, anemia grave) ou pelo aumento do
consumo de oxigénio (causas: taquiarritmia sustentada, crise hipertensiva) (THYGESEN et
al., 2018; NICOLAU et al., 2021) (Figura 2). Por conseguinte, tanto no 1AM do tipo 1,
quanto no IAM do tipo 2, ocorre reducdo da perfusdo do miocardio suficientemente capaz de
levar a necrose dos cardiomiécitos (BOATENG e SANBORN, 2013).
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Ruptura da placa
aterosclerética/erosiao com
trombo oclusivo

.

Ruptura da placa
aterosclerdtica/erosio com
trombo nao-oclusivo

Figura 1. llustracéo representativa da trombose coronariana como principal causa do IAM. O |AM causado por
trombose coronariana é classificado como IAM do tipo 1 (adaptada de THYGESEN et al., 2018).

Aterosclerose e desequilibrio do
oferta/demanda de oxigénio

Vasoespasmo ou disfunciio
microvascular coronariana

Disseca¢io coronariana
nao-aterosclerotica

Apenas um desequilibrio da
oferta/consumo de oxigénio

Figura 2. llustracéo representativa do 1AM do tipo 2 causado por eventos que levam ao desequilibrio da oferta e
demanda de oxigénio (adaptada de THYGESEN et al., 2018).
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1.1.3 Fatores de risco

Em relagdo aos fatores de risco para o 1AM, estes podem ser divididos em trés
categorias: fatores de risco ndo-modificaveis (idade, género e histérico familiar), fatores de
risco modificaveis (fumo, consumo de alcool, falta de atividade fisica, dieta inadequada,
hipertensdo, diabetes, dislipidemias e sindrome metabdlica) e fatores de risco emergentes
(calcificagdo da artéria corondria, elevados niveis de proteina C reativa, de fibrinogénio, de
homocisteina, de lipoproteina (a) e de lipoproteina de baixa densidade - LDL) (BOATENG e
SANBORN, 2013).

Em 2019, os principais fatores de risco para as DCV foram elencados na seguinte
ordem decrescente de influéncia para o desenvolvimento de tais doengas: pressao sanguinea
sistdlica alta, riscos dietéticos, altos niveis de LDL, poluicdo do ar, indice de massa corporal,
tabagismo, alto nivel plasmatico de glicose em jejum, disfuncdo renal, temperatura ndo ideal,

outros riscos ambientais, uso de alcool e baixo nivel de atividade fisica (ROTH et al., 2020).

1.1.4 Manifestacdes clinicas e diagnostico

As manifestacdes clinicas de pacientes com IAM sdo diversas, porém de 75% a 85%
dos pacientes exibem dor toracica como sintoma predominante. Essa dor, geralmente
prolongada (maior do que 20 minutos), pode ser desencadeada por exercicio ou por estresse,
ou mesmo em estado de repouso, e € comumente intensa, podendo estar associadas a outros
sintomas, como dispneia, nauseas e vomitos (PIEGAS et al., 2009). Ademais, embora essa
dor seja tipicamente de localizacdo subesternal, ela pode irradiar para os dermatomos
correspondentes (C7-T4) que suprem os nervos aferentes para 0s mesmos segmentos da
medula espinal que o coracdo; logo, a dor pode irradiar para o epigastrio, ombros, bracos,
costas (regido interescapular), maxilar inferior e pescoco (BOATENG e SANBORN, 2013).

O diagndstico do paciente com suspeita de 1AM inclui a analise do seu histérico
clinico, exame fisico, eletrocardiograma (ECG), biomarcardores cardiacos [ex.: troponina
cardiaca | (cTnl), troponina cardiaca T (cTnT), creatinocinase MB (CK-MB), creatinocinase
(CK) e mioglobina] e radiografia do téorax (BOATENG e SANBORN, 2013).
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1.1.5 Consequéncias fisiopatoldgicas imediatas apos a isquemia aguda miocardica

No cenério do IAM, a isquemia miocardica provoca mudangas metabdlicas [ex.:
déficit energético pela deplecdo de adenosina trifosfato (ATP) e acimulo de metabdlitos,
como de lactato] responsaveis por gerar marcantes perturbagdes no equilibrio i6nico (ex.:
aumento da concentracdo extracelular de potéssio). Tais mudancas i6nicas levam a alteracGes
eletrofisioldgicas significativas no coracdo, como a inexcitabilidade e blogueio de conducéo
elétrica. Nesse contexto, a principal consequéncia funcional p6s-infarto é a rapida depressao
da funcdo sistélica cardiaca, observada segundos ap6s o insulto isquémico. Além da disfuncédo
sistélica, a isquemia miocardica tambem induz a disfuncéo diastolica devido a reducdo da
complacéncia ventricular (FRANGOGIANNIS, 2015).

Alguns minutos depois do insulto isquémico, verifica-se mudanga na ultraestrutura dos
cardiomiocitos, deplecdo dos granulos de glicogénio citoplasmaticos, distor¢do do sistema
tubular transversal e inchaco mitocondrial. Periodos maiores do que 20 minutos de isquemia
severa geram a morte celular de um nimero crescente de cardiomiocitos. Quando a duragdo
do insulto isquémico for menor que 20 minutos, essas alteracdes podem ser completamente
revertidas através da recuperacgéo do fluxo sanguineo coronariano e, assim, evitar a morte dos
cardiomiocitos. No entanto, um periodo de isquemia prolongado induz mudancas irreversiveis
nos cardiomiocitos (FRANGOGIANNIS, 2015).

A necrose dos cardiomidcitos e a matriz extracelular danificada promovem a liberacéo
de sinais de alarme enddgenos, conhecidos como padrdes moleculares associados a dano
(DAMPs). Os DAMPs sdo responsaveis por ativar células do sistema imune inato e a
consequente resposta inflamatéria no miocardio pds-infarto. A resposta inflamatoria
decorrente do 1AM é importante para o processo de remocao das células mortas e da matriz
extracelular danificada, bem como para a cicatrizacdo da area infartada. Entretanto, uma
resposta inflamatdria excessiva favorece o remodelamento ventricular adverso e o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (IC) (FANG et al., 2015; ONG et al., 2018).

Além da resposta inflamatdria, durante as primeiras 72 horas, 0s pacientes com |IAM
também apresentam ativacdo dos sistemas neuro-humorais. Estes sistemas incluem o sistema
nervoso simpatico (SNS), o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), o peptideo
natriurético atrial (ANP) e o horménio antidiurético (ADH). As principais evidéncias da
ativacdo neuro-humoral p6s-1AM incluem o aumento do nivel das catecolaminas, do ANP, do
ADH e da atividade da renina no plasma (ROULEAU et al., 1991; COHN, 1990). Os efeitos
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da hiperativagdo neuro-humoral sustentada em longo prazo induzem o aumento do trabalho
cardiaco, a elevagdo do consumo de oxigénio pelo miocérdio, a diminui¢do do fluxo para o
tecido cardiaco isquémico e a possivel expansdo do infarto. Esses eventos promovem a
diminuicdo da contratilidade e a estimulagdo ainda maior do SRAA e do SNS, levando a um
“ciclo vicioso” que ira promover o aumento progressivo do tamanho das cAmaras cardiacas e
da disfuncdo ventricular (PIEGAS et al., 2004). Por fim, a ativacdo neuro-humoral é
inicialmente de natureza compensatoria, ou seja, visa a manutencdo da funcdo de
bombeamento do coracdo. No entanto, a ativacdo prolongada dos sistemas neuro-humorais
contribui para o remodelamento ventricular adverso, a disfuncdo sist6lica e diastolica do
ventriculo esquerdo (VE), a dilatacdo ventricular e o desenvolvimento de uma IC crbnica
(KOKORIN et al., 2012).

1.1.6 Remodelamento ventricular pés-infarto

ApoOs o insulto isquémico, 0 coragdo passa por um processo complexo de
remodelamento ventricular. Tal processo de remodelamento desempenha papel fundamental
na fisiopatologia da disfuncéo ventricular pos-1AM, sendo considerado um fator determinante
da progressio para a IC (ZORNOFF et al., 2009; PONTES e LEOES, 2004). O
remodelamento ventricular é considerado o conjunto de alteracBes genéticas, moleculares,
celulares e intersticiais que se manifestam clinicamente através de mudangas no tamanho,
forma e funcdo do coracdo apds a injuria cardiaca (COHN et al., 2000). O diagndstico clinico
do remodelamento ventricular baseia-se principalmente na observacdo de mudancas na
morfologia cardiaca, como: alteracdes no didmetro da cavidade (dilatacdo ventricular),
geometria (espessura da parede e forma do coracdo), massa (nivel de hipertrofia), areas com
cicatriz, fibrose e infiltrado inflamat6rio. Os métodos diagnosticos do remodelamento pds-
infarto mais utilizados sdo o ecocardiograma, a ventriculografia e a ressonancia magnética
(AZEVEDO et al., 2015).

Um estudo de coorte, baseado em uma populacdo de 7.733 pacientes idosos (> 65
anos) hospitalizados por apresentarem primeiro episodio de IAM, revelou que 5.871 (76%)
desses pacientes desenvolveram IC ao longo dos 5 anos seguintes (EZEKOWITZ et al.,
2009). Ainda, entre os mais de 1 milhdo de casos de IAM que ocorrem por ano nos Estados

Unidos (EUA), aproximadamente 25% dos pacientes desenvolvem o remodelamento
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ventricular adverso e progridem para a IC (ALTARA et al., 2016). Além de favorecer o
desenvolvimento do quadro de IC, o remodelamento pés-infarto também estd associado a
maior prevaléncia de ruptura cardiaca, arritmias e formagdo de aneurismas. Portanto, o
remodelamento ventricular afeta profundamente a funcdo ventricular e esta associado ao
aumento da mortalidade, a maior incidéncia de arritmias e ao pior prognostico pés-infarto
(PFEFFER e BRAUNWALD, 1990; ZORNOFF et al., 2009; FRANGOGIANNIS, 2015).

As manifestacdes clinicas mais comuns do remodelamento ventricular pés-infarto séo:
a dilatacdo ventricular, a reducdo da espessura da parede e a mudanca da forma eliptica do
coracdo para uma forma esférica. As alteracbes da geometria ventricular favorecem o
aumento do estresse parietal ventricular, que associado a outros fatores (ativacdo do SNS e do
SRAA e a liberacdo de varios fatores de crescimento e peptideos), provavelmente induz a
hipertrofia no coragédo pos-infarto (ZORNOFF et al., 2009; SINGAL et al., 1999).

Embora os mecanismos envolvidos no remodelamento ventricular pds-infarto ainda
ndo estejam completamente esclarecidos, destacam-se alguns potenciais mecanismos
relacionados: alteracdo da expressdo de genes do periodo fetal, as alteracdes das proteinas
contrateis, as alteracdes do transito de calcio, as alteracdes do metabolismo energético, a
morte celular, a inflamacdo, a fibrose, o estresse oxidativo e a ativacdo neuro-humoral
(AZEVEDO et al., 2015; COHN et al., 2000). A Figura 3 ilustra e resume a definicao, as
manifestacdes clinicas e os mecanismos envolvidos no remodelamento ventricular apos o
IAM.

O remodelamento ventricular usualmente inicia-se algumas horas apos o infarto e
envolve um grupo progressivo de alteracGes que ocorrem tanto na zona infartada quanto néo-
infartada do coracdo (COHN et al., 2000; BHATT et al., 2017). Cronologicamente, 0
remodelamento ventricular pode ser divido em duas fases: a fase inicial (primeiras 72 horas
pos-infarto) e a fase tardia (além das 72 horas pos-infarto). A fase inicial € marcada pelos
seguintes eventos: infiltrado inflamatorio, desintegracdo do colageno interfibrilar,
adelgacamento e dilatacdo da area infartada (evento conhecido como expansdo do infarto) e
inicio da cicatrizacdo da area infartada. A fase tardia do remodelamento esta associada a uma
série de mudangas, dentre as quais se destacam: a hipertrofia excéntrica desenvolvida no
miocardio remanescente (ndo-infartado), a dilatacdo ventricular, a mudanca da forma
ventricular eliptica para uma forma mais esférica e a maturacdo da cicatriz na area infartada
(BHATT et al., 2017; SUTTON e SHARPE, 2000; KONSTAM et al., 2011;
BLANKESTEIIN et al., 2001). Essas alteracBes cardiacas aumentam o estresse parietal

ventricular. Caso esse aumento de estresse de parede ndo seja normalizado, ocorrerd a
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dilatacdo progressiva da cAmara ventricular, o recrutamento do miocérdio da zona limitrofe
para a cicatriz e a deterioracdo da funcdo contratil (SUTTON e SHARPE, 2000). A Figura 4

ilustra os eventos que ocorrem durante as fases inicial e tardia do remodelamento ventricular

pos-infarto.
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Figura 3. Remodelamento ventricular apds o IAM (esquema baseado nas seguintes fontes: AZEVEDO et al.,
2015; COHN et al., 2000; ROULEAU et al. 1991).
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Figura 4. Fases do remodelamento ventricular apés o IAM (esquema baseado nas seguintes fontes: KONSTAM
etal., 2011; BHATT et al., 2017; SUTTON e SHARPE, 2000; BLANKESTEIJN et al., 2001).

E importante ressaltar que o remodelamento ventricular é inicialmente uma resposta

adaptativa a qual visa manter a funcdo cardiaca o mais préximo da normalidade. Entretanto,

com o decorrer do tempo, o remodelamento torna-se mal-adaptativo, levando a progressiva
descompensacéo e a IC (TAKANO et al., 2003).

Considerando os mecanismos intracelulares envolvidos no remodelamento ventricular

pos-infarto, o presente trabalho destaca 0s seguintes mecanismos: a acdo da via beta-

adrenérgica, a apoptose e a inflamagdo. Com isso, os proximos topicos irdo abordar

detalhadamente como essas vias intracelulares atuam no coragéo pos-infarto.
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1.1.7 Sinalizacdo beta-adrenérgica no coracgdo pos-infarto

Como discutido brevemente na secdo 1.1.5, os pacientes com IAM apresentam
ativacdo dos sistemas neuro-humorais quase que imediatamente ap6s o insulto isquémico,
sendo um desses sistemas, 0 sistema nervoso simpéatico (ROULEAU et al., 1991). Apds a
morte de parte do tecido cardiaco, ocorre a diminui¢do do débito cardiaco o que serve de sinal
para a liberacdo de catecolaminas (CAs) pela medula da glandula adrenal e pelos terminais
nervosos simpaticos, aumentando os niveis plasmaticos de CAs. As CAs (ex.: noradrenalina e
adrenalina), entdo, ligam-se aos receptores beta-adrenérgicos (B-AR) expressos no coragao,
provocando uma resposta inotropica, lusitropica e cronotrdpica positiva, ou seja, aumentando
a forca de contracdo, o relaxamento e a frequéncia cardiaca, respectivamente. Essas respostas
visam inicialmente aumentar o debito cardiaco e manter a hemodindmica cardiaca apds o
IAM. Entretanto, cronicamente, esses efeitos levam ao aumento do consumo energético pelo
miocardio, a hipertrofia cardiaca, a ativacdo da apoptose e a arritmia. Essas acGes sobre o
coracdo deterioram ainda mais sua funcdo, produzindo um “ciclo vicioso” (Figura 5)
(SUTTON e SHARPE, 2000; EL-ARMOUCHE e ESCHENHAGEN, 2009; NAFAJI et al.,
2016).

Catecolaminas
(noradrenalina e adrenalina)
- -

Betabloqueadores

Melhora
aguda

N

Aceleracio cronica do
ciclo vicioso

N~

Figura 5. Resposta do sistema nervoso simpético apds o |AM e seu efeito agudo e crénico sobre o coracdo
(adaptado de EL-ARMOUCHE e ESCHENHAGEN, 2009).
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Existem trés subtipos de B-AR: receptor betal-adrenérgico (B1-AR), receptor beta2-
adrenérgico (B2-AR) e receptor beta3-adrenérgico (B3-AR) (LUCIA et al., 2018). O B1-AR é
predominante no coracdo humano (70-80%) (EL-ARMOUCHE e ESCHENHAGEN, 2009).
A ligacdo de agonistas (ex.: CAs) no B1-AR ativa seus efeitos funcionais principalmente
através da modulacgdo das proteinas do manejo do célcio (NAJAFI et al., 2016; LUCIA et al.,
2018).

O efeito da estimulacdo beta-adrenérgica no coracdo em situacbes de doencas
cardiovasculares estd representado na Figura 6. Nessa figura, é possivel visualizar que a
ligagdo de catecolaminas no B1-AR ativa tanto a proteina cinase A (PKA) quanto a proteina
cinase dependente de calcio/calmodulina (CaMKII). Enquanto a acdo da PKA estimula a
hipertrofia patologica, a resposta contrétil e outras fun¢des chave na célula, a agédo da CaMKI|I
ativa a apoptose da célula (BERTHIAUME et al., 2016).

Epi, NE

B1-AR &

Figura 6. Sinalizacdo betal-adrenérgica no coracdo em situacdes de doengas cardiovasculares (adaptado de
BERTHIAUME et al., 2016).

A estimulacdo beta-adrenérgica é importante para 0 aumento do débito cardiaco em
situacbes de exercicio ou de estresse (XIAO et al., 2004). Em situacdes de estresse
envolvendo doencas cardiacas, a ativacdo simpética via estimulacdo beta-adrenérgica é
inicialmente uma resposta compensatéria que visa & manutenc¢do da hemodinémica cardiaca e
da perfusdo tecidual (GRASSI et al., 2015). No entanto, a estimulagdo sustentada dos p-AR

colabora para o remodelamento ventricular adverso através, por exemplo, do estimulo a
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hipertrofia patolégica e a apoptose, contribuindo desta forma para o desenvolvimento da IC
(XIAO et al., 2004). Além disso, ja& foi possivel verificar a correlacdo da estimulacdo
sustentada beta-adrenérgica com a disfuncdo ventricular esquerda (NAFAJI et al., 2016).
Portanto, considerando o quadro do IAM, fatores que contribuem para uma estimulagéo
sustentada dos B-AR favorecem o remodelamento ventricular adverso, bem como a disfungao

cardiaca.

1.1.8 Apoptose no coracdo pos-infarto

A apoptose € uma forma de morte celular programada, sendo considerada um processo
fisioloégico importante que ocorre durante o desenvolvimento e o envelhecimento. Ela age
como mecanismo homeostatico de manutencdo da populacédo celular nos tecidos, bem como
exerce um mecanismo de defesa em reacdes imunes ou quando ocorre dano celular em casos
de doenga ou por agentes nocivos (ELMORE, 2007). Entretanto, a apoptose inadequada ou
excessiva das celulas pode contribuir para a patogénese de doencas cardiacas, como o 1AM
(WHELAN et al., 2010).

Apo6s muitos estudos em humanos e em animais em que se avaliou o papel da apoptose
no 1AM, foi possivel identificar os seguintes achados: (1) a apoptose € a principal forma de
morte celular produzia apds a oclusdo da artéria coronaria; (2) a necrose acompanha a
apoptose, ocorrendo principalmente em células com a via apoptdtica ativada (necrose
secundaria); (3) o pico da apoptose é 4,5 horas, enquanto a necrose atinge seu pico 24 horas
apos o infarto; (4) a apoptose é 30 vezes mais comum que a necrose durante 2 e 4,5 horas
apos o infarto; (5) a apoptose demonstra-se presente 7 dias pos-infarto, enquanto a necrose ja
ndo é mais identificada (ABBATE et al., 2006). Enquanto a necrose é clinicamente mais
evidente em termos de sintomas, de sinais eletrocardiograficos e de elevacdo de
biomarcadores celulares, a apoptose é geralmente silenciosa e ndo reconhecida. Entretanto,
estudos mostram que a apoptose € a principal forma de morte celular ap6és o IAM
(KAJSTURA et al., 1996). A taxa de apoptose permanece elevada por meses ap6s 0 1AM,
tanto na regido peri-infarto quanto na regido remota do miocardio. A perda progressiva de
células da regido peri-infarto vem associada ao afinamento progressivo da parede infartada, a

dilatacdo cardiaca e ao desenvolvimento da IC sintomética (ABBATE et al., 2006). Portanto,
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a apoptose € um contribuinte importante no processo do remodelamento ventricular
(TAKEMURA e FUJIWARA, 2004).

A apoptose é mediada por duas vias: a via extrinseca e a via intrinseca (Figura 7). A
via extrinseca utiliza receptores de superficie celular. A via intrinseca envolve a mitocondria e
o reticulo endoplasmético. Ambas as vias levam a ativacdo das caspases. Esta ativacdo induz
posterior clivagem de varias proteinas celulares, desencadeando a consequente morte
apoptdtica da célula (WHELAN et al., 2010).

A via extrinseca € ativada pela ligacdo de ligantes extracelulares [ex.: ligante Fas
(FasL); fator de necrose tumoral oo (TNF-o)] a receptores de morte na superficie da célula.
Esta ligacdo promove a dimerizacdo e ativagcdo das caspases iniciadoras (ex.: caspase-8) as
quais irdo ativar as caspases executoras (ex.. caspase-3). As caspases executoras Sao
responsaveis por clivar varias proteinas-chave intracelulares (ex.: proteinas inibidoras de
endonucleases; componentes do citoesqueleto; entre outras), levando a mudangas dramaticas
que levam a morte celular (ALBERTS, 2017). Alem disso, a caspase-8 ativada tambem cliva
a proteina Bid em proteina Bid truncada (tBid) a qual se transloca para a mitocondria para
ativar eventos apoptoticos mitocondriais. Desta forma, a clivagem de Bid pela caspase-8
conecta a via extrinseca com a via intrinseca da apoptose (WHELAN et al., 2010).

A via intrinseca da apoptose é desencadeada por estimulos apoptdticos intracelulares
como estresse oxidativo, sobrecarga de calcio, dano no DNA, entre outros (XIA et al., 2016).
Tais estimulos induzem a ativacdo de proteinas efetoras da familia Bcl-2 pré-apoptoticas,
como a Bax e a Bak. A Bak fica ligada a membrana externa mitocondrial, enquanto que a Bax
fica localizada no citoplasma; porém, quando ha o estimulo apoptotico intracelular, a Bax
transloca-se para a mitocondria. Com isso, a Bax e a Bak se agregam para formar oligbmeros
na membrana externa da mitocdndria, permitindo assim a libera¢do do citocromo c, proteina-
chave da via intrinseca. Quando o citocromo c é liberado da mitocondria para o citoplasma,
ele liga-se a proteina Apafl (fator 1 de ativacdo da protease apoptotica), promovendo a
oligomerizacdo de Apafl, dando origem ao apoptossomo. As proteinas Apafl no
apoptossomo recrutam as caspases iniciadoras as quais ativam as caspases executoras para
induzir apoptose da célula. Além das proteinas prd-apoptoticas, existem as proteinas da
familia Bcl-2 antiapoptoticas, como a Bcl-2 e a Bcl-X,. Essas moléculas inibem a apoptose
pela ligacdo e inibicdo de proteinas da familia Bcl-2 pré-apoptoticas, impedindo, por
exemplo, a oligomerizacdo da Bak e da Bax e a consequente liberacdo do citocromo c.
Entretanto, quando h& a presenca de um estimulo pré-apoptdtico, as proteinas BH3-apenas

sdo ativadas e passam a inibir as proteinas da familia Bcl-2 antiapoptoticas, permitindo assim
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a agregacdo de Bax e Bak na superficie da mitocondria e a consequente liberacdo do
citocromo c e outras proteinas mitocondriais que induzem a apoptose da célula (ALBERTS,
2017). A via intrinseca da apoptose tem um papel central no IAM (WHELAN et al., 2010) na
qual a proteina pré-apoptoética Bax é uma das proteinas regulatdrias. Além da Bax, existem
também as proteinas cinases ativadas por mitdgenos (MAPK), entre as quais a c-Jun N-
terminal quinase (JNK) e a p38 também estdo associadas a apoptose ap0os o insulto isquémico
(REN et al., 2005; FERRANDI et al., 2004).
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Figura 7. Apoptose: via extrinseca e via intrinseca (esquema baseado nas seguintes fontes: ALBERTS, 2017,
KRIJNEN et al., 2002). Imagem criada a partir do aplicativo BioRender.com

1.1.9 Inflamacdo no coracdo pos-infarto

A inflamacdo é uma importante resposta imune inata a processos infecciosos ou a
danos teciduais (WANG et al., 2018). Considerando o quadro de IAM, a resposta inflamatoria
¢ importante para o processo de remocdo de células mortas e da matriz extracelular
danificada, bem como para a cicatrizacdo da &rea infartada. Entretanto, uma resposta
inflamatoria excessiva favorece o remodelamento ventricular adverso e o desenvolvimento da
IC (FANG et al., 2015; ONG et al., 2018).
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Figura 8. Fases do reparo cardiaco ap6s o IAM (adaptado de WEIL e NEELAMEGHAM, 2019).

Apos o IAM, o reparo cardiaco envolve uma série de eventos cronoldgicos
orquestrados pelo sistema imune inato e pode ser dividido em trés fases (Figura 8): (1) a fase
inflamatdria, marcada pela intensa inflamacéo estéril e pela infiltracdo de células imunes (ex.:
neutrofilos e monocitos) que removem as células mortas e a matriz extracelular danificada
presente no miocardio; (2) a fase reparadora e proliferativa, marcada pela resolucdo e
supressdo da inflamacéo, pela proliferacdo de miofibroblastos e pela deposicdo de colageno
que leva a formacdo de cicatriz; e (3) a fase de maturacdo, marcada pelo processo de
maturacdo da cicatriz a qual € caracterizada pela remodelagem da matriz extracelular e
quiescéncia dos miofibroblastos. A resolucdo apropriada de todas essas fases do reparo
cardiaco € fundamental para a geracdo de uma cicatrizacdo adequada da area infartada (WEIL
e NEELAMEGHAM, 2019). Entretanto, casos poOs-IAM que desenvolvem dilatacdo
ventricular progressiva e IC sdo marcados por uma inflamacdo crénica (Figura 9). A
cronicidade do processo inflamatorio pode representar uma resolu¢do incompleta ou
prejudicada durante a fase reparadora ou, ainda, pode significar uma segunda onda de
ativacdo imune que ressurge em reposta a fatores ndo bem definidos (PRABHU e
FRANGOGIANNIS, 2016).
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Na fase inflamatdria do reparo cardiaco pds-infarto, os DAMPs liberados pelas células
necroticas e pela matriz danificada ativam os receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs) presentes em células do sistema imune inato para ativar mediadores inflamatérios
(ex.: citocinas, quimiocinas e moléculas de adesao celular) (PRABHU e FRANGOGIANNIS,
2016). Entre os PRRs, existem os receptores do tipo Toll (TLRS) e os receptores similares ao
dominio de oligomerizacdo ligante de nucleotideo (NLRs), também conhecidos como
receptores do tipo NOD (ONG et al., 2018). Enquanto os TLRs sdo expressos na membrana
das células, os NLRs sdo expressos no citoplasma, onde formam um complexo proteico
chamado inflamassoma que controla a producdo de citocinas pro-inflamatorias (PAIVA-
OLIVEIRA et al., 2012; TAKAHASHI, 2019).

Entre os TLRs, o receptor do tipo Toll 4 (TLR4) é considerado o receptor chave da
resposta inflamatoria apds o 1AM, sendo ativado por DAMPs liberados pelos cardiomiocitos
necroticos e pela matriz danificada (FANG et al., 2015). A via de sinalizacdo do TLR4
envolve proteinas como a proteina de resposta primaria da diferenciacdo mieloide 88
(MyD88) e o fator 6 associado ao receptor do fator de necrose tumoral (TRAF6). O objetivo
da ativacdo dessas proteinas é levar a ativacdo e a translocacdo do fator nuclear kappa B (NF-
kB) para o nucleo da célula. Uma vez no nucleo, o NF-kB age como um importante fator de
transcricdo de genes de mediadores pro-inflamatorias (ONG et al., 2018; COGGINS e
ROSENZWEIG, 2012). E importante ressaltar que o TLR4 medeia a resposta inflamatéria
tanto local quanto sistémica apds o IAM (FANG et al., 2015). Além disso, a inibi¢do genética

ou farmacoldgica do TLR4 ja se revelou capaz de reduzir a area de infarto e prevenir o
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remodelamento ventricular adverso pos-infarto, tornando o TLR4 potencial alvo terapéutico
para cardioprotecdo (ONG et al., 2018).

Outra via inflamatéria, que vem sendo investigada como potencial alvo terapéutico na
prevencdo e tratamento do IAM, ¢ a via do inflamassoma NLRP3. Tal complexo intracelular
multiproteico é estruturalmente composto por: um receptor similar ao dominio de
oligomerizacao ligante de nucleotideo contendo dominio de pirina 3 (NLRP3); um adaptador
ASC (proteina associada a apoptose contendo um dominio CARD); e uma pro-caspase-1
(TAKAHASHI, 2019; TOLDO e ABBATE, 2017; PAIVA-OLIVEIRA et al., 2012) (Figura
10).

ASC NLRP3 pro-caspase-1
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Figura 10. Estrutura do inflamassoma NLRP3 (adaptada de SEOK et al., 2021).

A ativacdo do inflamassoma NLRP3 no coracdo envolve um modelo de dois-sinais. O
primeiro sinal (priming) envolve a ativacdo da via do TLR/NF-«xB a qual induz a transcri¢éo
dos componentes do inflamassoma e da pro-interleucina 1 beta (pro-IL-1B). Com o0s
componentes do inflamassoma NLRP3 expressos, o segundo sinal para a ativacdo do NLRP3
depende dos seguintes estimulos: o efluxo de potéassio, a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) e a liberacdo de catepsinas induzida pela ruptura lisossomal. Tais estimulos
induzem a mudanca conformacional do NLRP3, permitindo o recrutamento da proteina
adaptadora ASC e da pro-caspase-1, gerando por fim o complexo do inflamassoma NLRP3
ativo. Com isso, a pro-caspase-1 é clivada em sua forma ativa, a caspase-1, a qual age como
um efetor enzimatico responsavel por converter a forma inativa da interleucina 1 beta (IL-
1B) em ativa (TAKAHASHI, 2019; TOLDO e ABBATE, 2017). Portanto, o inflamassoma
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NLRP3 regula a ativacdo da caspase-1 e a subsequente ativagdo da citocina pro-inflamatéria
IL-1B. Além disso, essa via também ativa a morte celular induzida por mediadores pro-
inflamatorios, conhecida como piroptose. Diferentemente da apoptose, a morte celular por
piroptose esta associada ao inchago celular, ao aumento da permeabilidade da membrana e a
ruptura celular, levando a liberagdo extracelular de mediadores inflamatérios. A perda da
integridade da membrana é mediada pela gasdermina D (GSDMD). A GSDMD ¢ clivada pela
caspase-1, liberando sua porcdo N-terminal (N-GSDMD) a qual ird formar poros na
membrana, mediando assim a piroptose da célula (TAKAHASHI, 2019). No contexto do
IAM, a ativacdo do inflamassoma NLRP3 colabora para o aumento da area de infarto, recruta
células inflamatorias e prejudica a fungdo cardiaca apds a isquemia miocardica (WANG et al.,
2018). Por isso, estratégias que visam a inibicdo do inflamassoma NLRP3 apds o IAM vém
sendo objetivo de estudo para o desenvolvimento de terapias cardioprotetoras pds-infarto
(TOLDO e ABBATE, 2017).

As vias de sinalizacdo inflamatorias do TLR4 e do inflamassoma NLRP3 foram

resumidas e representadas na Figura 11.
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(esquema baseado nas seguintes fontes: PRABHU e FRANGOGIANNIS, 2016; TOLDO e ABBATE, 2017;
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1.1.10 Proteinas cardioprotetoras

Enquanto a morte celular e a inflamacdo sdo fatores determinantes para o pior
progndstico pés-infarto, contribuindo para o remodelamento ventricular adverso (AZEVEDO
et al., 2015; COHN et al., 2000), a ativacdo de vias de sinalizacdo que estimulam a
sobrevivéncia celular contribuem para a cardioprotecdo. No contexto cardiaco, a via de
sinalizacdo da Akt estd envolvida em varios processos celulares, como na regulacdo da
sobrevivéncia, do crescimento celular, da angiogénese e do metabolismo (SUSSMAN et al.,
2011). Ainda, o fator induzido por hipdxia 1-alfa (HIF-1a) também é considerado um alvo
terapéutico para cardioprotecdo, uma vez que esta envolvido na transcricdo de genes, muitos
dos quais sdo criticos para a sobrevivéncia celular (ONG e HAUSENLOY, 2012). Por
conseguinte, as proximas segdes irdo abordar brevemente informacGes gerais sobre estas

proteinas cardioprotetoras, a Akt e 0 HIF-1a, bem como seu papel no contexto do IAM.

1.1.10.1 Akt

A proteina Akt, também conhecida como proteina cinase B (PKB), é uma proteina
cinase serina/treonina que regula varios mecanismos celulares, como o metabolismo, a
proliferacdo, a sobrevivéncia, o crescimento e a angiogénese. Quando a Akt esta ativa, ela
regula tais mecanismos por meio da fosforilacdo dos residuos de serina e/ou treonina de varias
proteinas. A fosforilacdo mediada pela Akt pode ter varios efeitos sobre as proteinas-alvo,
incluindo inibicdo ou estimulacdo de atividade, alteracdo de localizacdo celular, protecao
contra degradacdo ou, ainda, regulacdo de ligacdo a outras proteinas (HERS et al., 2011).
Existem vérios fatores que ativam a via de sinalizacdo da Akt, tais como horménios (ex.:
horménios da tireoide), citocinas, drogas, agentes dietéticos, enzimas, integrinas, entre outros
(SUSSMAN et al., 2011).

A ativacdo da Akt possui também um papel cardioprotetor (SUSSMAN et al., 2011).
Sua ativacdo exerce efeito antiapoptético por meio de fosforilagdo da Bax, levando a inibicéo
da translocagdo dessa proteina para a mitocondria e, assim, prevenindo a ativacdo da apoptose
na célula (YAMAGUCHI e WANG, 2001) (Figura 12). Matsui e colegas demonstraram que

ativacdo da Akt foi capaz preservar a funcdo cardiaca e reduzir a area de infarto e o niamero



de células apoptdticas no coragdo de ratos submetidos a isquemia cardiaca (MATSUI et al.,

2001).
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1.1.10.2 HIF-1a

O fator induzivel por hipoxia (HIF) é um fator de transcri¢cdo sensivel aos niveis de
oxigénio que permite organismos aerobicos se adaptarem em situacfes de hipdxia (ONG e
HAUSENLOY, 2012). O HIF é um heterodimero composto pelas subunidades o (HIF-1a) e
B (HIF-1B). A expressdo da subunidade B é independente da concentracdo de oxigénio ao
passo que a expressdo da subunidade o é regulada pelos niveis de oxigénio celular. Sob
condicbes de normoxia, o HIF-1a sofre hidroxilacdo pela enzima do dominio prolil-4-
hidroxilase (PHD) e subsequente ubiquitinizacdo e degradacdo proteossomal via proteina von
Hippel-Lindau (VHL). Ja em condicGes de hipoxia, a enzima PHD é inibida, o HIF-1a ndo é
hidroxilado, ndo sendo posteriormente ubiquitinado e degradado. Assim, o HIF-1a acumula
no interior da célula e é, entdo, translocado para o nucleo, onde dimeriza com o HIF-1p. Esse
complexo HIF-1a/p liga-se as sequéncias de elementos responsivos a hipoxia (HRE) dos
genes alvos, induzindo sua expressdo (ONG e HAUSENLOY, 2012; FIALHO et al., 2019;
LOOR e SCHUMACKER, 2008) (Figura 13).
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O HIF ativa a transcricdo génica de mais de 200 genes que estdo envolvidos com
diversos mecanismos de adaptagdo a condi¢des de hipdxia, como a regulacdo do metabolismo
energético, da eritropoese e da angiogénese. Em uma situacéo de isquemia cardiaca, na qual o
coracdo € submetido a condigdes de hipdxia, a sinalizagdo do HIF-1a é estimulada e esta
associada a melhor tolerdncia miocéardica a injuria isquémica. Isso se deve aos efeitos
cardioprotetores proporcionados pelos genes-alvo do HIF-1la, entre os quais podem ser
citados a eritropoietina (EPO), a heme-oxigenase-1 (HO-1), a 6xido nitrico sintase induzivel
(INOS), a adiponectina e o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (ONG e
HAUSENLOY, 2012; FIALHO et al., 2019).

O papel do HIF-1a. como mediador da cardioprotecéo tem sido investigado mediante o
uso de varias estratégias experimentais genéticas e farmacologicas (ONG e HAUSENLOY,
2012). Em modelo animal transgénico submetido ao infarto do miocéardio, Kido e colegas
demonstraram que a expressdo constitutiva do HIF-1a aumentada foi capaz de atenuar a area
de infarto e melhorar a fungéo cardiaca 4 semanas apds o infarto. Além disso, eles também
verificaram que o HIF-1a promoveu a angiogénese no coracdo poés-infarto (KIDO et al.,
2005). Da mesma forma, Jiangiang e colegas, mediante um modelo animal de infarto do
miocardio, juntamente ao tratamento com um vetor viral recombinante expressando o HIF-
la, verificaram reducdo da area de infarto, melhora da funcdo cardiaca e maior densidade
capilar nos animais que tinham expressdo aumentada de HIF-1ao em relagdo aos controles
(JIANQIANG et al., 2015). Além desses achados, também existe uma relacdo do papel do
HIF na inflamacdo o qual é complexo e especifico para cada tipo celular. Entretanto, a
ativacdo farmacoldgica da via de sinalizacdo do HIF in vivo parece gerar efeitos anti-
inflamatérios (CUMMINS et al., 2016). Chen e colaboradores, por sua vez, verificaram que a
ativagdo farmacologica do HIF-1a atenuou o dano inflamatério miocardico e melhorou a
funcdo cardiaca via inibicdo das vias inflamatéria do TLR4/MyD88/NF-kB e do NLRP3 na
microembolizacdo coronariana (CHEN et al., 2020). Portanto, a ativacdo do HIF-1la
demonstra um potencial terapéutico no tratamento da isquemia miocéardica (FIALHO et al.,
2019).
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1.1.11 Tratamento no IAM

A abordagem inicial do paciente com dor torécica aguda e suspeita de IAM envolve a
realizacdo do ECG para identificagcdo imediata das altera¢cdes no segmento ST. Em condicGes
ideais, 0 ECG deve ser realizado e interpretado no atendimento pré-hospitalar ou em até 10
minutos depois da admissdo hospitalar (NICOLAU et al., 2021). Essa avaliacdo é importante
para a estratificacdo dos pacientes em dois grupos: grupo de pacientes com IAM com
elevacdo do segmento ST (IAMCST) e grupo de pacientes com 1AM sem elevacdo do
segmento ST (IAMSST). Os pacientes com elevacdo do segmento ST ou bloqueio de ramo
esquerdo (BRE) séo candidatos a terapia de reperfusdo imediata (NICOLAU et al., 2021;
PIEGAS et al., 2015).

O tratamento inicial do 1AM resume-se na administracdo de oxigénio (em pacientes
com saturagdo de oxigénio < 94%, com congestdo pulmonar ou presenca de desconforto
respiratorio) e no alivio da dor (com sulfato de morfina endovenosa ou nitratos). Ainda,
terapia antiplaquetaria (&cido acetilsalicilico, clopidogrel, prasugrel ou ticagrelor),
anticoagulantes, betabloqueadores, bloqueadores dos canais de calcio, blogueadores do SRAA
(ex.: inibidores da enzima conversora da angiotensina) e estatinas também sdo terapias
farmacoldgicas utilizadas no manejo do IAM com o intuito de reduzir eventos
cardiovasculares maiores (PIEGAS et al., 2015).

Ao longo das altimas trés décadas, a introducdo de estratégias terapéuticas que visam
recuperar o fluxo sanguineo coronariano e prevenir eventos trombdticos recorrentes
demonstraram melhoras significativas para o0 progndstico dos pacientes com IAM
(FRANGOGIANNIS, 2015). As terapias de reperfusdo, quimica (com uso de fibrinoliticos)
ou mecanica (intervencdo coronaria percutanea), implementadas nos casos de pacientes com
IAMCST, melhoram consideravelmente a sobrevida dos pacientes, reduzindo a extensdo da
necrose miocardica (PIEGAS et al., 2015; FRANGOGIANNIS, 2015). Entretanto, ainda é
iminente a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas que visem
melhorar diretamente a lesdo miocardica, o reparo e o remodelamento ventricular no coragédo
infartado (FRANGOGIANNIS, 2015). Além do seu desenvolvimento, é imprescindivel,
também, a compreensdo dos mecanismos pelos quais essas terapias exercem seu efeito
cardioprotetor. Nesse contexto, o0 presente estudo avaliou a proposta terapéutica da

coadministracdo de carvedilol e dos hormdnios da tireoide no coracdo pos-infarto, bem como
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0s possiveis mecanismos intracelulares pelos quais essa terapia exerce seu efeito

cardioprotetor.

1.2 PROPOSTA TERAPEUTICA: COADMINISTRACAO DE CARVEDILOL E DOS
HORMONIOS DA TIREOIDE

1.2.1 Hormobnios da tireoide

Os hormanios da tireoide (HT) séo essenciais para a regulacdo do desenvolvimento, do
crescimento e do metabolismo em uma variedade de tecidos (BASSET et al., 2003; HAFE et
al., 2019). A glandula da tireoide é responsavel pela sintese e secrecdo de dois principais
horménios tireoidianos: a 3,5,3’-triiodotironina (T3) e a 3,5,3”,5’-tetraiodotironina, tambem
conhecida como tiroxina (T4). O T4 compreende 90% da secrecdo tireoidiana, enquanto a
secrecdo do T3 compde os 10% restante. A maior parte do T3 é gerado perifericamente pela
conversao do T4 em T3, por meio da acdo das enzimas deiodinases do tipo 1 e do tipo 2
(HAFE et al., 2019; JABBAR et al., 2016). Tanto o T3 quanto o T4 geram efeitos biolégicos
nos tecidos responsivos mediante ligacdo aos receptores dos hormonios da tireoide (TRs);
porém, o T3 é considerado o hormdnio biologicamente mais ativo. A afinidade dos TRs é
aproximadamente 10 vezes maior pelo T3 que pelo T4. Por isso, 0 T4 precisa ser convertido a
T3 para produzir os efeitos biologicos dos HT (JABBAR et al., 2016).

Considerando 0 mecanismo de acdo classico dos HT, uma vez no interior da célula-
alvo, o T3 migra para o nucleo da célula e regula a expressdo génica ligando-se a uma das
isoformas dos receptores nucleares dos horménios da tireoide, & isoforma alfa (TRo) ou a
isoforma beta (TRpP). Esses receptores reconhecem uma sequéncia especifica do DNA,
chamada elementos responsivos ao horménio da tireoide (TRE), a qual é encontrada na regido
promotora dos genes-alvo dos HT. Com a ligacdo do T3 aos TRs, ocorre a ativa¢do ou
repressao da transcricdo génica e a subsequente regulacdo da sintese de proteinas (BASSET et
al., 2003; YEN, 2001).

Os HT sdo necessarios para o funcionamento normal de praticamente todos os tecidos
(YEN, 2001). Por isso, os HT sé@o considerados fundamentais na homeostase cardiovascular

(HAFE et al., 2019). Os efeitos cardiovasculares desencadeados pela agdo dos HT incluem:
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aumento da forca e velocidade de contracdo, da frequéncia cardiaca, da velocidade de
relaxamento, da angiogénese arteriolar coronariana, assim como diminuicdo da resisténcia
vascular, incluindo o tonus vascular coronariano (GRAIS e SOWERS, 2014; KAHALY e
DILLMANN, 2005). Muitos desses efeitos dos HT sobre o sistema cardiovascular apresentam
relevancia terapéutica para isquemia cardiaca; logo, os HT vém sendo considerados potenciais
agentes terapéuticos no tratamento dessa doenga (PANTOS et al., 2008).

Para sustentar a relacdo entre os HT e as doencas cardiacas, € importante destacar que
baixos niveis de T3 ja foram descritos em pacientes com IAM (FRANKLYN et al., 1984;
WIERSINGA et al., 1981) e IC (HAMILTON et al., 1990). Esse fendmeno é conhecido como
“sindrome do baixo T3”, também chamada de sindrome do eutireoidiano doente. Em um
estudo prospectivo, os pacientes com doengas cardiacas e com a sindrome do baixo T3 (30%)
apresentaram maior mortalidade do que os pacientes com doencas cardiacas e niveis normais
de T3. Portanto, baixos niveis de T3 séo considerados um forte fator preditor independente da
mortalidade cardiaca, bem como pode ser associado ao pior prognostico de pacientes com
doencas cardiacas (IERVASI et al., 2003).

Considerando os efeitos fundamentais dos HT na homeostase do sistema cardiovascular
e as evidéncias sobre os baixos niveis de T3 estarem associados ao pior prognostico em
doencas cardiacas, pesquisadores buscaram avaliar os efeitos terapéuticos dos HT no 1AM.
Vaérios estudos com modelos experimentais para o IAM ja revelaram os efeitos benéficos dos
HT sobre o remodelamento ventricular e a funcéo cardiaca (PANTOS et al., 2007, 2009), bem
como sobre o estresse oxidativo (CASTRO et al., 2014), a apoptose (CASTRO et al. 2016) e
a inflamacdo (CASTRO et al., 2018) no coracdo pos-infarto. Além disso, alguns estudos
clinicos ja foram realizados com o intuito de analisar os efeitos da terapia com os HT em
doencas cardiacas (MORUZZI et al., 1994, 1996; HAMILTON et al., 1998; PINGITORE et
al., 2008; GOLDMAN et al., 2009; PINGITORE et al., 2019). Com relacdo ao |AM, o estudo
THIRST (Thyroid Hormone Replacement Therapy in ST elevation myocardial infarction) foi
0 primeiro a revelar que a terapia de reposicdo dos HT foi segura e capaz de melhorar a
disfuncdo contrétil regional em pacientes com IAM que apresentavam baixos niveis de T3.
Entretanto, esse estudo continha um baixo nimero de pacientes e, também, utilizou uma baixa
dose de T3, com o intuito de manter um alto perfil de seguranca aos pacientes. Essa baixa
dose de T3 utilizada pode ter reduzido os potenciais efeitos positivos do tratamento hormonal
sobre a funcdo e morfologia cardiaca. Portanto, os autores sugerem que mais estudos devem
ser realizados para avaliar o potencial beneficio cardioprotetor da terapia com os HT no |IAM.

Assim, futuros estudos poderiam responder questdes relacionadas, por exemplo, ao tipo de
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horménio a ser administrado, T3 ou T4 ou sua combinag&o, ao perfil do paciente que de fato
seria beneficiado por essa terapia hormonal e ao periodo de inicio e término do tratamento
(PINGITORE et al., 2019).

1.2.2 Carvedilol

Os betabloqueadores adrenérgicos constituem uma classe terapéutica capaz de inibir as
respostas cronotropicas, inotropicas positivas e vasoconstritoras desencadeadas pelas
catecolaminas no sistema cardiovascular (BORTOLOTTO e CONSOLIM-COLOMBO,
2009). O carvedilol é considerado um betabloqueador de terceira-geragdo, nao-seletivo,
responsavel por bloquear tanto os receptores f1-AR e 2-AR no coragdo, quanto o receptor
alfal-adrenérgico (a1-AR) nos vasos sanguineos (DULIN e ABRAHAM, 2004). Portanto,
aléem do seu efeito betabloqueador responsavel pela reducdo da frequéncia cardiaca e da
contratilidade, o carvedilol também apresenta efeito vasodilatador, levando a diminuicdo da
resisténcia vascular periférica e da pressdo sanguinea arterial. Combinando os efeitos do
blogueio o e B-adrenérgico, ocorre reducdo da pre-carga, da pos-carga e do consumo de
oxigénio pelo miocardio (CHEN-SCARABELI et al.,, 2012). Além desses efeitos, o
carvedilol também possui propriedades antioxidantes e, em altas doses, apresenta a
capacidade de antagonizar canais de calcio (CHAKRABORTY et al., 2010).

O carvedilol ¢ um farmaco aprovado para tratamento da IC cronica, da disfuncéo
ventricular esquerda apés o infarto do miocardio e da hipertensdo (DANDONA et al., 2007).
Nos EUA, o carvedilol é o Unico betabloqueador aprovado para 0 uso em pacientes pos-1AM
com disfuncdo ventricular esquerda, demonstrando ser capaz de reduzir significativamente a
mortalidade e morbidade desses pacientes (FONAROW, 2009). No Brasil, outros
betabloqueadores como propranolol, metoprolol e atenolol também sdo utilizados no
tratamento do IAM; porém, o carvedilol ainda é o farmaco preferencial para pacientes em fase
aguda do 1AM e com disfuncéo ventricular esquerda, principalmente devido aos resultados do
ensaio clinico CAPRICORN (Carvedilol Post-Infarct Survival Control in LV Dysfunction)
(PIEGAS et al.,, 2015). Os dados deste estudo revelaram que o carvedilol reduziu a
mortalidade por todas as causas, bem como a mortalidade por causas cardiovasculares e a
recorréncia de infartos miocardicos ndo-fatais (CAPRICORN, 2001). Um estudo

ecocardiografico associado ao ensaio CAPRICORN revelou que o carvedilol também foi
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benéfico no remodelamento ventricular, melhorando o volume final sist6lico do VE e a fracdo
de ejecdo (DOUGHTY et al., 2004). Estudos experimentais para o IAM também j& revelaram
que o carvedilol apresenta efeitos positivos sobre a apoptose (ZHANG et al., 2013) e a
inflamacéo (LI et al., 2006; SI1A et al., 2002).

1.2.3 Coadministragéo de carvedilol e dos horménios da tireoide

Na discussdo do estudo THIRST, Pingitore e colegas revelam que uma das
dificuldades encontradas, que contribuiu para o baixo nimero de pacientes do estudo, foi a
aceitacdo tanto dos pacientes quanto dos médicos em aderir ao tratamento com T3
(PINGITORE et al., 2019). Portanto, considerando o contexto clinico, fica clara a dificuldade
da implementagdo dos HT como um tratamento isolado apds o IAM. Além disso, embora
estudos ja tenham demonstrado os varios efeitos benéficos dos HT no tratamento do 1AM
(PANTOS et al., 2007, 2009; CASTRO et al., 2014, 2016, 2018), também €é importante
considerar que os HT aumentam da expressdo dos receptores beta-adrenérgicos no coragéo.
Isso eleva a sensibilidade do coracdo a acdo das catecolaminas, bem como aumenta
consequentemente a frequéncia cardiaca e 0 consumo do oxigénio pelo miocardio (KAHALY
e DILLMANN, 2005). Portanto, é iminente a necessidade de considerar estes fatores
desfavoraveis no contexto do 1AM e tornar a terapia com HT mais aceitavel e segura em uma
perspectiva clinica. Com isso, a proposta terapéutica dos HT juntamente ao betabloqueador
carvedilol, um tratamento convencional ja utilizado na pratica clinica da terapia do 1AM,
surgiu com uma proposta mais interessante no contexto do 1AM.

O estudo prévio do nosso grupo revelou os efeitos da coadministracdo do carvedilol e
dos HT sobre o estresse oxidativo no coracdo pos-infarto. Nesse estudo, foi possivel verificar
gue a coadministracdo apresentou efeitos sinérgicos positivos sobre a reducdo nos niveis de
ERO e sobre 0 aumento da razdo glutationa reduzida (GSH)/glutationa oxidada (GSSG),
indicando melhora do equilibrio redox no coracdo pos-infarto. Além disso, o cotratamento
também foi capaz de melhorar a fracdo de ejecdo e de reduzir o efeito cronotropico positivo
induzido pelos HT (ORTIZ et al., 2019). Entretanto, ainda ndo ha dados na literatura sobre a
influéncia da coadministracdo de carvedilol e dos HT sobre mecanismos intracelulares como a
sinalizacdo apoptdtica, beta-adrenérgica, inflamatéria e cardioprotetora no coragdo pos-

infarto.
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2 HIPOTESES

HO: A coadministracdo de carvedilol e dos hormonios da tireoide nédo apresenta efeitos
positivos sobre a sinalizagdo apoptdtica, beta-adrenérgica, inflamatoria e cardioprotetora, ndo
sendo capaz de amenizar a disfuncdo cardiaca e o remodelamento ventricular adverso sobre o
coragdo pos-infarto.

H1: A coadministracdo de carvedilol e dos hormdnios da tireoide apresenta efeitos
positivos sobre a sinalizacdo apoptdtica, beta-adrenérgica, inflamatéria e cardioprotetora,
amenizando a disfuncéo cardiaca e o remodelamento ventricular adverso sobre o coracao pés-

infarto.

3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Analisar a influéncia da coadministracdo de carvedilol e dos hormdnios da tireoide
sobre a sinalizacdo apoptoética, beta-adrenérgica, inflamatoria e cardioprotetora no coracdo de
ratos submetidos ao 1AM, bem como avaliar a hemodindmica cardiaca e as alteracGes

estruturais envolvidas no remodelamento ventricular adverso.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar parametros ecocardiograficos associados com alteracGes estruturais no
coracao pos-infarto.

e Analisar parametros morfométricos: peso da cicatriz, hipertrofia ventricular
esquerda, congestao pulmonar e congestdo hepatica.

e Avaliar a hemodindmica cardiaca através dos parametros: pressdo sistélica do VE,

pressdo diastélica final do VE, dP/dt maxima e dP/dt minima.
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e Analisar a expresséo tecidual do ANP, considerado um marcador de
sobrecarga ventricular apds o IAM.

e Auvaliar a expressao tecidual de proteinas envolvidas na via apoptética:
Bax, p38, INK.

e Avaliar a expresséo tecidual do B1-AR.

e Auvaliar a expressdo tecidual de proteinas associadas ao processo
inflamatorio: TLR4, MyD88, TRAF6, NF-kB, inflamassoma NLRP3.

e Avaliar a expressao tecidual de proteinas com funcdo cardioprotetora:
Akt e HIF-1a.

e Auvaliar a expressao tecidual dos receptores dos hormonios da tireoide:
TRo e TRP.

e Comparar os efeitos dos tratamentos isolados com carvedilol e com os
HT, bem como do cotratamento, sobre os parametros avaliados neste
trabalho.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Este trabalho utilizou 45 ratos Wistar machos com peso médio de 180-250 gramas. Os
animais foram provenientes do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animais de
Laboratorio (CREAL) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). Durante a
execucdo do protocolo experimental, os animais foram alojados no Biotério Setorial do
Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias Bésicas da Saude (ICBS) da UFRGS,
sendo mantidos em caixas plasticas de 410 mm x 340 mm x 160 mm com o assoalho
recoberto com serragem. A érea interna de cada gaiola foi de 1110 cm?, assegurando uma area
de 187,05 cm?® por animal o que, desta forma, permitiu comportar, no maximo, quatro ratos
(peso: 200-300 g) por caixa. Os animais receberam alimentagdo e 4gua a vontade e foram
mantidos sob periodos de 12 horas luz/12 horas escuro e sob temperatura de 22°C. Todos 0s
experimentos foram realizados no laboratério de Fisiologia Cardiovascular e Estresse
Oxidativo (laboratorio 344) situado no departamento de Fisiologia do ICBS da UFRGS.
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4.2 CONSIDERACOES ETICAS

Os experimentos com 0s animais e o protocolo de estudo foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFRGS, Rio Grande do Sul, Brasil. O
namero do processo do projeto aprovado é 35566. A carta de aprovacao emitida pelo CEUA
encontra-se em Anexos (secéo 10).

4.3 MODELO DE INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

O modelo de IAM foi induzido pelo metodo descrito por Johns e Olson em 1954
(JOHNS e OLSON, 1954) e adaptado em nosso laboratorio (CASTRO et al., 2018; ORTIZ et
al., 2019), sendo caracterizado pela ligadura da artéria coronaria descendente anterior
esquerda. Inicialmente, os animais foram anestesiados com quetamina (90mg/kg, via
intraperitoneal) e xilazina (10mg/kg, via intraperitoneal) e, subsequentemente, foram
tricotomizados, entubados (Gelko-14G) e submetidos a ventilacéo artificial a uma frequéncia
ventilatoria de 80 bpm (Intermed, Inter 3, Sdo Paulo, SP, Brasil). Em seguida, foi realizada
uma pequena incisura na pele do animal, seguido do afastamento dos musculos peitorais e de
uma toracotomia esquerda no segundo ou terceiro espaco intercostal. Apés realizar o
afastamento das costelas, permitindo a visualizacdo do coracéo, o pericardio foi removido e a
artéria coronaria descendente anterior esquerda foi ocluida (fio mononylon 6.0), provocando a
isquemia do miocardio. Depois da ligadura da coronaria, foi feita a sutura da incisdo toracica
(fio mononylon 5.0), a retirada do pneumotorax, o reposicionamento dos musculos peitorais e
a sutura da incisura na pele do animal (fio mononylon 5.0). Os animais foram, posteriormente,
retirados da ventilacdo artificial, sendo estimulada sua respiracdo espontanea. Uma vez
concluida a cirurgia, os animais foram colocados em isolamento em ambiente aquecido. Os
animais sobreviventes receberam analgesia por 48 horas apos a cirurgia com dipirona (50
mg/mL, por via oral, 12 em 12 oral) e tramadol (12,5 mg/kg, por injecdo subcutanea, 12 em
12 horas). Como uma forma de eliminar os vieses da cirurgia do 1AM, os animais do grupo
SHAM foram submetidos aos mesmos procedimentos cirargicos, porém com a exce¢do da
oclusdo da artéria coronaria (SCHENKEL et al. 2010). A taxa de mortalidade no final do
estudo foi de 22%.
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4.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

O periodo do protocolo experimental deste trabalho durou 15 dias. Os procedimentos
realizados nesse periodo estdo descritos abaixo:

e 1° dia: Os animais dos grupos infartados (secdo 4.5) foram submetidos a cirurgia de
indugdo do infarto pela ligadura da artéria coronaria. Os animais do grupo SHAM
foram submetidos a cirurgia sham na qual consiste dos mesmos procedimentos

cirargicos, porém com a excecdo da ligadura da artéria coronaria.

e 1° a0 2° dia: periodo de recuperagdo pos-cirurgia. Neste periodo, todos os animais

receberam analgesia e os devidos cuidados pds-cirdrgicos.

e 3° ao 14° dia: No 3° dia, todos os animais infartados passaram por uma analise
ecocardiografica para a confirmacdo e mensuracdo do infarto do miocardio. Essa
analise permitiu a distribuicdo homogénea dos animais entre os grupos infartados de
acordo com a area de infarto. Essa estratificacdo foi importante para garantir que todos
0s grupos tivessem homogeneidade da leséo cardiaca antes do tratamento. Apds serem
alocados nos seus grupos (secdo 4.5), os animais receberam seus respectivos

tratamentos durante 12 dias.

e 14°dia: Apo0s algumas horas do recebimento da ultima dose de tratamento, 0s animais

foram anestesiados para ser realizada uma analise ecocardiogréafica final.

e 15° dia: ApoOs a anestesia, 0s animais foram submetidos a analise da hemodinamica
cardiaca. Concluida a andlise, os animais anestesiados foram eutanasiados para a

coleta dos érgdos (coracao, figado e pulmao).

O protocolo experimental descrito acima estd representado esquematicamente na

Figura 14.
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Figura 14. Esquema cronoldgico do protocolo experimental deste trabalho. Imagem criada a partir do aplicativo

BioRender.com

45 GRUPOS EXPERIMENTAIS E TRATAMENTOS

Abaixo esta descrito os grupos experimentais do estudo, bem como o tratamento

recebido diariamente durante o periodo de 12 dias:

e Grupo SHAM (n =7 animais) — grupo de animais que foram submetidos a cirurgia

sham e receberam solucdo salina por gavagem.

e Grupo IM (n =7 animais) — grupo de animais que foram submetidos a cirurgia de

infarto e receberam solucéo salina por gavagem.

e Grupo IM + HT (n = 7 animais) — grupo de animais que foram submetidos a
cirurgia de infarto e receberam, por gavagem, 2 pug/100g/dia de T3 (Sigma) e 8
ng/100g/dia de T4 (Sigma) dissolvido em hidroxido de sédio (NaOH) 1N e, entéo,
diluido em solugdo salina 0,9% (CASTRO et al., 2014).
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e Grupo IM + C (n =7 animais) — grupo de animais que foram submetidos a cirurgia
de infarto e receberam, por gavagem, 2 mg/kg/dia de carvedilol (Santa Cruz)
diluido em 1% de DMSO, 2% de Tween 20 e salina (SUN et al., 2005; ORTIZ et
al., 2019).

e Grupo IM + C + HT (n = 7 animais) — grupo de animais que foram submetidos a
cirurgia de infarto e receberam, por gavagem, primeiramente, uma administracéo
de 2 pg/100g/dia de T3 (Sigma) e 8 ug/100g/dia de T4 (Sigma) dissolvido em
hidréxido de sdédio (NaOH) 1N e, entdo, diluido em solucdo salina 0,9%
(CASTRO et al., 2014). Apds 30 minutos da administracdo dos HT, foi feita, por
gavagem, a administracdo de 2 mg/kg/dia de carvedilol (Santa Cruz) diluido em
1% de DMSO, 2% de Tween 20 e salina (SUN et al., 2005; ORTIZ et al., 2019).

4.6 ECOCARDIOGRAFIA

No 3° e 14° dia do experimento, os animais anestesiados (90 mg/kg de quetamina e 20
mg/kg de xilazina, via intraperitoneal) foram submetidos a uma andlise ecocardiografica para
avaliar parametros estruturais do VE. Um operador treinado com experiéncia em analise
ecocardiografica de animais capturou as imagens usando um transdutor L2-13 MHz e um
sistema de ultrassom Philips HD7 XE (Andover, MA, EUA).

Na avaliacdo ecocardiografica do 3° dia de protocolo, todos os animais infartados
passaram por uma analise ecocardiografica para a confirmacdo e mensuracdo do infarto do
miocardio. Apos essa andlise, foi realizada a distribuicdo homogénea dos animais entre 0s
grupos infartados de acordo com a area de infarto. Essa estratificacdo foi importante para
garantir que todos 0s grupos tivessem homogeneidade da lesdo cardiaca antes do tratamento.

Na avaliacdo ecocardiografica do 14° dia foram analisados os seguintes parametros:
areas transversais do VE, espessuras da parede posterior do VE, indice de tensdo de parede e
area de infarto. As areas transversais do VE (em centimetros quadrados, cm?) foram avaliadas
no final da sistole e no final da diastole através do tracado da borda endocérdica em trés
planos (basal, medial e apical). As espessuras da parede posterior sistolica e diastolica do VE
foram avaliadas também nestes trés planos através do modo-M (NOZAWA et al., 2006). O

indice de tensdo da parede (ITP) foi medido conforme descrito anteriormente (CASTRO et
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al., 2018). Em cada plano transversal, o arco equivalente ao segmento infartado [regides do
miocardio com uma das seguintes alteracdes na cinética miocardica: regido de acinesia do
movimento sist6lico e/ou regido da hipocinesia (RAH)] e o perimetro endocardico total (PE)
foram medidos no final da diastole. A éarea de infarto (Al) foi avaliada como % Al =
(RAH/PE) x 100 (TAVARES et al., 2010). Todas as avaliagdes ecocardiograficas foram

realizadas as cegas.

4.7 HEMODINAMICA CARDIACA

No 15° dia do protocolo experimental, os animais anestesiados (90 mg/kg de
quetamina e 20 mg/kg de xilazina, via intraperitoneal) foram submetidos ao cateterismo do
VE para avaliagdo da hemodindmica cardiaca. Este procedimento comega com o isolamento
da artéria cardtida direita na qual € realizada uma pequena incisdo com tesoura oftalmica a 45°
de inclinacdo. Na abertura da incisdo feita € inserido um cateter feito de tubo de polietileno
PE-50 previamente soldado a um tubo de polietileno PE-10 (Clay Adams, Parsipanny, NJ,
EUA). O cateter inserido ¢ entdo introduzido até o atrio e VE. A pressdo ventricular sistolica e
diastolica final esquerda e suas respectivas derivadas, derivada de contracdo (dP/dt maxima) e
derivada de relaxamento (dP/dt minima), foram monitoradas usando um transdutor de pressao
(Narco Biosystem Pulse Transducer RP-155; Houston, Texas, EUA) ligado a um amplificador
de sinal (Pressure Amplifier HP 8805C, , Hewlett Packard, EUA) (CASTRO et al., 2016).

4.8 EUTANASIA E COLETA DE ORGAOS

Imediatamente apds o término da analise hemodinamica, os animais anestesiados
foram eutanasiados mediante decapitacdo em guilhotina manual, em ambiente isolado. Depois
da eutanasia, o coracdo dos animais foi imediatamente retirado e colocado em solu¢do gelada
de cloreto de potassio (KCI) 1,15% para que o coracdo parasse em didstole. Em seguida, os
atrios foram retirados e descartados, e os ventriculos, esquerdo e direito, foram separados,
sendo apenas o VE utilizado para as analises deste estudo. No caso dos animais infartados, a

area cicatricial mais visivel do VE foi removida, pesada e descartada. As amostras de VE
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restante foram pesadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido, sendo armazenadas
em freezer a -80°C para posteriores analises proteicas por Western blot. Além do VE, o
pulméo e o figado também foram coletados e destinados a analise de congestdo pulmonar e

hepatica, respectivamente.

4.9 ANALISES MORFOMETRICAS

As analises morfométricas deste estudo incluiram a analise da hipertrofia cardiaca do
VE, da congestdo pulmonar e da congestdo hepéatica. A hipertrofia cardiaca do VE foi
calculada pela relacdo entre o peso do VE (em gramas, g) e 0 comprimento da tibia (em
centimetros, cm) (CASTRO et al., 2018). Os pulmdes e o figado também foram coletados e
pesados para avaliar a congestdo desses 0rgédos. As congestdes pulmonares e hepaticas foram
expressas pela razdo de peso umido/seco (g/g) (CASTRO et al., 2014; TAVARES et al.,
2010).

4.10 HOMOGENEIZACAO DO VE E ANALISE DE PROTEINAS TOTAIS PELO
METODO DE LOWRY

As amostras de VE (zona ndo infartada) foram homogeneizadas em um
homogeneizador Ultra-Turrax na presenca de 10% de tampdo para ensaio de
radioimunoprecipitacdo (RIPA) (5 mL/g de tecido) e 1% de fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF). O homogeneizado foi entdo centrifugado a 8000g por 10 minutos a 4°C. Apo6s o
término da centrifugacédo, o sobrenadante foi coletado e armazenado no freezer (-80°C) para
posterior analise proteica por Western blot (ARAUJO et al., 2006; LACERDA et al., 2018).
Os niveis de proteinas totais das amostras homogeneizadas foram quantificados pelo método

de Lowry, e a albumina de soro bovino foi usada como padrdo (LOWRY et al., 1951).
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4.11 ANALISE PROTEICA POR WESTERN BLOT

A quantificacdo das proteinas especificas estudadas neste trabalho foi realizada pela
técnica de Western blot. Primeiramente, ap6s a quantificacdo das proteinas totais de cada
amostra, foi calculado o volume de amostra necessario para obter 100 ug de proteina para
cada amostra. Esse volume de amostra foi entdo dissolvido em tampdo Laemmli para ser
posteriormente submetido a separacéo eletroforética (LAEMMLI et al., 1970).

As amostras de VE contendo 100 ug de proteina preparadas em tampdo Laemmli foram
submetidas a uma eletroforese em gel de poliacrilamida monodimensional de dodecil sulfato
de sodio (SDS-PAGE) em um sistema descontinuo de dois geis: gel de entrada e gel de
corrida (8-14%). Apés o término da eletroforese, foi feita a transferéncia das proteinas
separadas no gel para membranas de difluoreto de polivinilideno (PVDF). Os locais
inespecificos das membranas foram posteriormente bloqueados com solucdo bloqueadora de
leite desnatado a 5% (p/v) e tampéo Tris-solucdo salina a 0,1% (p/v), por 1 hora de incubacao.
Em seguida, as membranas foram processadas por imunodeteccdo, usando-se 0s seguintes
anticorpos primarios: ANP (17 kDa), Bax (20 kDa), JNK (54/46 kDa), p-p38 (38 kDa), p38
total (38 kDa), p-Akt (60 kDa), Akt total (60 kDa), B1-AR (50 kDa), TLR4 (90 kDa), MyD88
(33 kDa), TRAF6 (60 kDa), NF-kB (65 kDa), NLRP3 (118 kDa), HIF-1a (132 kDa), TRa
(47 kDa) e TRP (55 kDa) (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA; Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, EUA; Abcam, Cambridge, MA, EUA). Os anticorpos primarios
foram detectados usando anticorpos secundarios de acordo com a origem dos primarios (anti-
goat, anti-mouse ou anti-rabbit da Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). As
membranas foram reveladas por quimiluminescéncia através do sistema ImageQuant
LAS4000 (GE Healthcare) ou do sistema IBright C1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, EUA). A quantificacdo das proteinas foi feita através do programa ImageJ (Wayne
Rasband, Research Services Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, MD,
EUA). Um marcador de peso molecular padrdo (RPN 800 rainbow full range Bio-Rad, CA,
EUA) foi usado como referéncia para determinar os pesos moleculares das bandas (CASTRO

et al., 2016). O método Ponceau foi utilizado para normalizacdo (KLEIN et al., 1995).
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4.12 ANALISE ESTATISTICA

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para a avaliacdo da distribuicdo paramétrica dos
dados. Os dados paramétricos sdo expressos como média + desvio padrdo (D.P.) e foram
analisados pelo teste de analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo pos-teste
Student-Newman-Keuls. Os dados ndo paramétricos sdo expressos como mediana + intervalo
interquartil e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn.
A correlacdo entre duas variaveis foi analisada pelo teste de correlagdo de Pearson. As
diferencas foram consideradas significativas quando a analise estatistica apresentou P < 0,05.
Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software Sigma Plot 12.0.
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