DIMINUIGAO DO REMODELAMENTO CARDIADO APOS INFARTO AGUDO DO
MIOCARDIO NO TRATAMENTO COM DERIVADOS N-ACILINIDRAZONICOS

INFARTO DO MIOCARDIO

Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Salde as doencas cardiovasculares (DCV)
sdo as principais causa de morte no mundo. Estima-se que 17,7 milhdes de pessoas morreram
por DCV em 2015, 31% de todas as mortes em nivel global. No Brasil, em 2007 a taxa de
mortalidade para DCV foi de 31,3% dos 540 6bitos por 100 mil habitantes, (Schimidt et al.,
2011).

Dentre as DCV o infarto do miocardio (IM) é a principal causa de morte em todo o
mundo, de acordo com National Heart Lung and Blood Institute. Além disso, o IM leva a
disfuncdo cardiaca, caracterizando o inicio da insuficiéncia cardiaca (IC) (See et al., 2005;
Segura et al., 2012; Ferrari et al., 2016). Esta apresenta uma morbidade elevada no mundo
ocidental com uma taxa de sobrevivéncia de apenas 50% ap6s cinco anos de diagndstico
(Mozaffarian et al., 2016).

Fisiopatologia do Infarto do miocardio

A ocorréncia da oclusdo de uma artéria coronaria epicardica leva em poucas horas a
morte de cardiomidcitos supridos pela coronaria obstruida ocasionando o IM. Isso advém do
fornecimento reduzido de oxigénio e da deficiéncia na produgdo de trifosfato de adenosina
levando ao comprometimento da bomba de s6dio-potassio e perda da integridade da membrana
(Abbate et al., 2002; Frangogiannis 2014).

O reparo cardiaco ap6s o IM é resultado de uma orquestrada e complexa série de
eventos, iniciada por inflamacéo intensa e infiltracdo de células imunes (fase inflamatoria) que
promove a digestdo e limpeza de células danificadas e matriz extracelular (MEC) (3-4 dias),
seguido da fase reparativa com resolucgdo da inflamacao, proliferacdo de fibroblastos cardiacos
(FC), formacdo de cicatriz e neovascularizacdo nos dias subsequentes (Frangogiannis et al.,
2012 e Nahrendorf et al., 2010). Uma fase inflamatoéria desproporcionalmente prolongada, de
excessiva magnitude, ou insuficiente suprimida pode levar ao dano sustentavel e cicatrizacdo
inadequada, perda celular aumentada e disfuncdo contratil, promovendo assim a expansao do
IM, remodelamento adverso e dilatacdo da cAmara (Kingdom et al. 2017).

A intensa resposta inflamatdria é caracterizada principalmente por infiltracdo com
neutrdfilos, seguida de mondcitos/macrofagos e linfécitos. Os mondcitos infiltrantes expressam
primeiro um fendtipo pro-inflamatorio (M1), seguido de uma mudanca para um fendtipo

angiogénico e fibrético (M2) (Yan et al., 2013; Nahrendorf et al., 2013). H& inicialmente a



expansdo do IM devido a perda de tensdo passiva. A dilatacdo aguda ventricular ocorre com
afinamento da parede infartada, sem necrose adicional, e alongamento dos cardiomiocitos. Os
FC geram uma cicatriz de coldgeno ndo complacente para a manutencdo da geometria
ventricular e previne formacdo de aneurisma (Liao et al., 2006; Yan et al., 2013; Frangogiannis
etal., 2014).

O remodelamento ventricular refere-se a mudancas na geometria ventricular e rigidez,
bem como mudancas epigenéticas, moleculares e funcionais que incluem tanto cardiomidcitos
quanto outras células do coragdo, na area do IM e regido remota (Cohn et al., 2000).

O processo de remodelamento pds IM pode ser dividido em trés fases que parcialmente
se sobrepdem (Liao et al., 2006), fase inflamatdria, fase proliferativa e a fase de maturagdo. A
fase inflamatdria é mediada por citocinas que recrutam leucdcitos e estes removem células
necraticas e liberam fatores de crescimento e citocinas. Os neutréfilos tendem a sofrer apoptose
ocasionando o desaparecimento gradual do infiltrado. Os detritos celulares ativam a inflamacéo
através da caspase-1 ativa e conversdo de pro-interleucina (IL) - 1B em IL-1B madura, fatores
estes que aumentam a lesdo tecidual e a resposta inflamatdria local e sistémica (Mezzaroma et
al., 2011; Van Tassell et al., 2013). Os FC atuam na fase proliferativa, aumentando em nimero
e sintetizando colageno para formar uma cicatriz. O aumento do estresse da parede ventricular e
a ativacdo neuro-humoral permanente provoca apoptose dos cardiomidcitos na area ndo
isquémica o que ocasiona o adelgacamento da parede e dilatagdo da cdmara, produzindo
consequentemente aumento da massa do ventriculo esquerdo (VE), mas reduzindo a espessura
relativa da parede, ou seja, uma hipertrofia excéntrica, com uma geometria esférica (Abbate et
al., 2008). Embora esta dilatagdo ventricular possa ser benéfica para a manutencdo do débito
cardiaco através do aumento do volume de enchimento ventricular durante as fases inicias pds
IM, este mecanismo compensatdrio tende a falhar e ha progressiva deterioracdo da funcdo
cardiaca, desenvolvimento da IC, por processos multifatoriais e complexos conhecidos como
remodelamento cardiaco (Shih et al., 2011).

Além disso, a hipoxia durante a isquemia prejudica a integridade das células endoteliais
vasculares e sua funcdo de barreira aumenta a permeabilidade vascular, facilitando a infiltragdo
de leucdcitos (Eltzschig et al., 2011). Se o periodo isquémico for suficientemente prolongado,
0s programas de morte de cardiomiécitos sdo ativados, principalmente devido a necrose celular,
mas também secundaria a apoptose e mecanismos autofagicos (Frangogiannis et al., 2012 e
Eltzschig et al., 2011). Necrose, estresse/injdria celular e MEC liberam substancias que atuam
como sinais de lesdo, padrdes moleculares associados a dano (DAMPSs). Os DAMPs se ligam
aos receptores de reconhecimento de padrfes cognatos (PRRs) do sistema imune inato em
células parenquimatosas sobreviventes e leucdcitos infiltrantes (e também ativam a via do
complemento) para ativar uma cascata de mediadores inflamatérios, incluindo citocinas

inflamatdrias, quimiocinas e moléculas de adesdo celular (Eltzschig et al., 2011; Arslan et al.,



2011, de Haan et al., 2013, Ghigo et al., 2014, Mann 201, Prabhu e Frangogiannis 2016; Mann
2015; Latet et al., 2015). Recentemente, foi demonstrado que o fragmento N-terminal da
miosina cardiaca ligada proteina-C, a qual é liberado no local de injdria e na circulacdo apés IM,
promove ativacdo do macréfago/mondcito via receptor Toll (TLR-2, e TLR-4) e receptor para
produtos finais de glicacdo avancados (RAGE), e elevadas expressdao de citocinas pro-
inflamatorias TNF-a, IL-1a ¢ IL-6 (Lipps et al., 2016).

Os mondcitos/macrofagos podem ser divididos em dois subgrupos de acordo com as
suas funcdes, inflamatorios (Ly6C™®") e anti-inflamatérios (Ly6C"™"). Ap6s o IM, ha migragdo
de mondcitos inflamatorios (Dewald et al., 2005), com fungdo de remover tecido necrético e
expressem varias citocinas inflamatérias e MMP que desencadeiam o remodelamento tecidual
(Maekawa et al., 2004). E quando o sinal inflamatério € reprimido os mondcitos anti-
inflamatdrios sdo recrutados para promover a angiogenese e depdsito de colageno, contribuindo
para a cicatrizagdo do tecido. Os DAMPs sdo reconhecidos pelos PRR na superficie de
macrofagos residentes e mondcitos de patrulhamento para iniciar a inflamagdo mediante a
regulacdo da expressdo de quimiocinas que atraem neutrofilos ativando-os e aumentam a
producéo de citocinas (TNF-a e IL-6) (Soehnlein e Lindbom, 2010). Os neutrofilos recrutados
limpam os detritos celulares, degradam a matriz extracelular (ECM) e produzem espécies
reativas de oxigénio (ROS), que danificam os tecidos circundantes e exacerba a inflamagéo. A
producdo excessiva de ROS, que inclui anion superdxido, radicais hidroxila e perdxido de
hidrogénio, e a incapacidade do sistema antioxidante para neutraliza-los, causa estresse
oxidativo (Saparov et al. 2013). As ROS podem ativar diretamente as vias intracelulares ERK,
JNK e p38 MAPK em fibroblastos cardiacos (Saparov et al., 2001) e posteriormente afetar os
processos de remodelamento cardiaco, incluindo fibrose, deposi¢do de colageno e ativagdo de
metaloptoteinase (MMP) (Nian et al., 2004).

Diversas evidéncias sugerem que os FC contribuem para a fase inflamatoria e de
remodelamento através de secrecdo de importantes citocinas e quimiocinas (Turner et al., 2009,
2010, 2011). A transicdo da fase inflamatéria para a fase fibrotica da remodelacdo ocorre
tipicamente 3 a 7 dias ap6s o IM, dependendo da espécie (Dewald et al., 2004) e parece ser
mediada pelo aumento da producédo de fatores anti-inflamatdrios e profibroticos, como o fator
de crescimento transformador-p (TGF-B) e IL-10, derivados tanto de células imunes infiltrantes
guanto de células miocérdicas. Em resposta a esses fatores, os FC sintetizam quantidades
aumentadas de proteinas estruturais da MEC, particularmente coldgenos fibrilares tipo 1 e 11,
para facilitar a formacéo de cicatriz.

O remodelamento equilibrado da MEC é crucial, pois a forca inadequada da parede
miocardica levard a dilatagdo cardiaca, enquanto o acimulo excessivo ou prolongado da MEC
pode resultar em fibrose. Embora a dilatagdo cardiaca afete primariamente a fungéo sistdlica, a

fibrose endurece o miocardio e dificulta a fase de enchimento diastélico (van Nieuwenhoven



and Turner 2013). Os FC expressam niveis aumentados de proteinas contrateis, como a actina
do musculo liso alfa (a-SMA), vimentina e proteinas de adesdo focal que lhes permitem contrair
a érea da cicatriz para permitir a cicatrizacdo efetiva (van den Borne et al., 2010).

De forma controversa os FC também sdo fonte de proteases, incluindo as MMP,
enzimas com funcdo de degradar todos os componentes proteicos da MEC miocérdica (Spinale,
2007). Os FC expressam varias MMPs diferentes, incluindo MMP-1, -2, -3, -9 e -14, e sua
expressdo e ativacdo podem ser moduladas diferencialmente por varios fatores pro-inflamatérios
(IL-1, TNFa) e profibroticos (TGF-B , Ang II) (Turner e Porter, 2012). Os FC controlam ainda a
atividade proteolitica das MMPs por meio da regulacdo da expressdo e secrecdo de TIMPs, 0s
inibidores endégenos de MMPs, sendo TIMP-1 e TIMP-2 as principais formas expressas por
eles (Brown et al., 2007; Turner et al., 2010).

De acordo com 0s argumentos acima apresentado 0s eventos que ocorrem ap6s o 1M sédo
claramente complexos e regulados temporal e quantitativamente por alteracdes de moléculas
bioativas. Contudo, sdo necessarios mais estudos para se compreender a interagcdo entres 0s
fatores pré-inflamatdrios e préfibrotico para o desenvolvimento de novas terapias para reduzir o

remodelamento cardiaco sem alterar os processos esséncias de reparo.

RECEPTORES DE ADENOSINA

Os receptores de adenosina (AR) sdo acoplados a proteina G e classificados em, A;-AR
e Az-AR que ativam proteina Gj, promovendo a inibi¢do de adenilato ciclase (AC) e A,-AR,
com acdo via proteina G, e ativacdo de AC (Mubagwa e Flameng 2001). O e A,-AR foi
subsequentemente dividido de acordo com a existéncia de sitios de ligacdo de alta afinidade
(Aa-AR) versus baixa afinidade (Azs-AR) pela adenosina. Além disso, A,s-AR também ativam
proteina Gq11 em diferentes tipos celulares (Feoktistov e Biaggioni, 1997, Linden et al., 1999).
Os quatro subtipos de AR estéo expressos em todo o coracdo em diferentes niveis de expressao
(Yang et al., 2007; Chandrasekera et al., 2010). A adenosina atuando nestes receptores medeia
uma diversidade de agdes ajustando a fungéo cardiovascular, melhorando o equilibrio energético
celular e promovendo a resisténcia celular ao estresse ou lesdo (Olsson e Pearson, 1990;
Shryock e Belardinelli, 1997), ocorre uma ativag&o sincrénica dos subtipos de AR resultando na
transducdo de sinais complementares e opostos para a regulacdo ajustada destas funcdes
(Vecchio et al., 2017).

Uma vez que o sistema de AR auxilia a formacdo, desenvolvimento, regulacdo
fisiologica e estresse ou resisténcia a doencas cardiacas, torna-se alvo importante para

desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de doencas cardiovasculares.



H& evidéncias funcionais da presenca de A,a-AR ventricular com acgdo inotropica
positiva em midcitos de mamiferos (Dobson e Fenton, 1997; Monahan et al., 2000), envolvendo
0 aumento do transiente de Ca** dependente de proteina cinase A (PKA) (Dobson et al., 2008).
Contudo, os estudos relacionados a funcdo contrétil da ativacdo deste receptor em musculo
cardiaco ainda sdo controversos, ha estudos que demonstram efeitos contrateis diretos da
ativacdo de A,a-AR em ventriculo de roedores (Xu et al., 1996; Morrison et al., 2002),
enquanto outros trabalhos ndo identificaram a sensibilidade ventricular aos A,a-AR (Lasley e
Mentzer, 1992; Willems & Headrick, 2007). A hiper-expressdo de A,a-AR foi associada ao
aumento da contratilidade cardiaca, assim como ao aumento da expressdo de SERCAZ2a e
recaptagdo de Ca** pelo RS (Chan et al., 2008). O papel da sinalizagio mediada por Asa-AR em
modelo de isquemia e reperfusdo em ratos sugere beneficios sobre a fungcdo e hemodindmica
cardiaca.

O A,n-AR é expresso também em células do sistema imune como neutréfilos,
mondcitos, macrdfagos, células T, e sua ativacdo pela adenosina ou anélogos resulta em uma
ampla gama de resposta anti-inflamatoria e imunossupressora (Hasko et al., 2008). Ativagdo de
Asa-AR em macréfagos pode suprimir resposta inflamatoria pela regulacdo da producéo de
citocinas pro-inflamatorias, inibicdo da liberacdo de TNF-o ¢ IL-12 (Kreckler et al., 2006;
Hasko et al., 2000). A redugdo da liberagdo de TNF-a foi associada com a redugdo da ativagao
da via de sinalizagdo de NFxB, além disso, a ativacdo de A,a-AR também promove a liberacdo
da citocina anti-inflamatéria I1L-10. E como sugeriu Patel e colaboradores (2009), a ativacdo
seletiva de A;a-AR poderia promover cardioprotecdo via mecanismos anti-inflamat6rios sem
ativacéo de outros subtipos de receptores (Patel et al., 2009).

A expresséo de Aa-AR foi demonstrada em FC modulando o crescimento e a fibrose
cardiaca (Epperson et al., 2009). Os FC apresentam mRNA para todos os AR, com niveis de
expressdao mais alta para A;s-AR, seguido de A a-AR com transcricdo para A;-AR e Az-AR
muito reduzida. De acordo com o tipo de AR ativado, os FC podem ser induzidos a gerar
proteinas de ECM em excesso, levando ao remodelamento adverso, fibrose, disfungdo contratil
e IC, via ativacdo de receptores Ax-AR (Vecchio et al, 2017), contudo a ativagdo de A a-AR
evitaria estas respostas maladaptativas. A suprexpressdo de A,a-AR em camundongos
promoveu protecdo contra o desenvolvimento de IC induzida por aumento da pds-carga e da
fibrose e induziu a melhora da funcdo cardiaca (Hamad et al., 2012). Assim como a alta
expressdo deste subtipo de AR em ratos estimulou o acimulo de cAMP, segundo mensageiro
antifibrotico (Sassi et al., 2014). A¢des pro e anti-fibrotica tem sido atribuida a ativacéo de AR.
O cAMP tem sido considerado de importancia central na inibi¢do da atividade de FC (Swaney
et al., 2005; Lu et al., 2014). O aumento da cCAMP em FC através da ativacdo de agonista nao
seletivo de AR, 50-etilcarcoxamidoadenosina (NECA) (Epperson et al., 2009) reduz a sintese de

colageno estimulada por Angll via fator de troca ativado diretamente por cCAMP (EPCA) e



fosfoinositol-3 cinase (PI3K) (Villarreal et al., 2009). Desta forma essa reducdo de colageno
poderia ocorrer via estimulacdo do A,a-AR e Axp-AR, uma vez que ambos estdo acoplados a
proteina Gs responsavel pela ativacéo da via do CAMP, contudo o As-AR pode atuar como pro-
fibrético através da proteina Gq via ativagdo da PLCP. O bloqueio de A,z-AR inibe a atividade
da caspase-1 e infiltrado celular (Toldo et al., 2012), e reduz a secre¢do de mediadores pro-
fibrético e pro-inflamatérios como TGF-B, TNF-a e IL-6 apds IM (Feng et al., 2009; Toldo et
al., 2012; Zhang et al., 2014). A expressdo de IL-6 em FC cardiacos ocorre através da ativagdo
de Az-AR via PKC6/p38-MAPK, exercendo efeitos pleitropicos no remodelamento (Feng et
al., 2009). Assim como, a crbnica supra expressdo cardiaca de A;-AR de camundongos tem sido
associado a fibrose cardiaca e cardiomiopatia dilatada (Funakoshi et al., 2006), provavelmente
por sua acao inibitoria de AC e consequentemente reducdo de cCAMP.

Da Silva e colaboradores (2017) demonstraram que o tratamento oral de ratos
hipertensos submetidos ao IM com um agonistas de A,A-AR evitou o desenvolvimento de
fibrose cardiaca, caracterizado pela reducdo da presenca de colageno no VE bem como a
reducdo da expressdo de TNF-a cardiaco. Corroborando com os resultados demonstrados por
Kubota e colaboradores (1997). As MMPs também atuam neste remodelamento dependente da
inflamacéo e a secrecdo de MMP-9 é regulada de acordo com o subtipo de AR ativado em
diferentes células. Ativacdo de A3-AR em macrofagos ativa a secregdo de MMP-9 (Velot et al.,
2008), enquanto que ativacdo de A,s-AR e A,a-AR inibe a secrecdo de MMP-9 em mondcitos
(Zhao et al., 2008) e neutréfilos (Ernens et al., 2006), respectivamente. Acredita-se que niveis
elevados de MMP-9 induz a degradacdo de matriz extracelular e esteja envolvida com reducéo
de revascularizagdo (Velot et al., 2008), desta forma, a utilizagdo de um agonista de Aa-AR
poderia impedir a degradacdo da ECM quanto melhorar a induzir a revascularizacdo ap6s o IM.
Ja foi demonstrado que a ativacdo de Aa-AR estimula a produgdo de VEGR por macréfagos
(Ernens et al., 2010) assim como ativacdo destes receptores pode alterar o fenétipo de
macrofagos de pré-inflamatdrios para pré-angiogénico (Pinhal-Enfield et al., 2003). Outro fator
importante relacionado a vasculatura é que a estimulacdo de A,a-AR pode inibir a apoptose
endotelial (Delikouras et al., 2003), melhorando, portanto, uma resposta vasodilatadora tanto
sistémica quanto cardiaca.

Combinado com as agdes anti-inflamatdrias conhecidas do A,a-AR no coracdo (Linden,
2001; Hasko et al., 2008), ha certamente motivos validos para sugerir que a sinalizagdo Aa-AR
atenuaria a fibrose cardiaca. No entanto, é necessario um trabalho adicional para esclarecer o

papel exato do Aa-AR.

DERIVADOS N-ACILINIDRAZONICOS



O remodelamento ventricular € um alvo de intervengédo po6s o IM. De acordo com
Seropian e colaboradores (2014) apesar das modernas estratégias de reperfusdo e
terapias de bloqueio neuro-hormonal (inibidores do sistema renina-angiotensina-
aldosterona e do sistema adrenérgico), a incidéncia de IC apds IM permanece
inaceitavelmente alto, existindo assim, uma necessidade urgente de novos tratamentos
para melhorar a qualidade de vida p6s-IM e a sobrevivéncia.

O Laboratdrio de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LASSBio) vem
estudando o planejamento, a sintese e as propriedades farmacoldgicas de novos
derivados N-acilidrazonicos bioativos (Barreiro et al.,, 2002), e tem identificado
indmeros compostos com propriedades anti-inflamatorias, antitromboticas e analgésicas
(Lima et al., 2000). O emprego da estratégia de simplificagdo molecular sobre o0s
derivados diidro(2H)piridazindnicos e inibidores de PDE permitiu identificar a funcédo
N-acilidrazona. A inclusdo do anel 1,3-benzodioxola, presente no safrol ligado ao
grupamento acila e substituida do anel fenila ligado a imina pelo anel bioisostérico 2-
tienila resultando no planejamento da 3,4-metilenodioxibenzoil-2-tienilidrazona,
LASSBI0-294. Inicialmente, foi demonstrados sua atividade vasodilatodora via 6xido
nitrico (NO) (Silva et al. 2002), bem que esta acdo é bloqueada antagonista de Aza-AR,
ZM 241385, (dados ndo mostrado do nosso laboratério) e também via estudo de binding
identificou-se que LASSBIi0-294 ¢é ligante de A,a-AR. Em diversos estudos nosso grupo
demonstrou que o LASSBIi0-294 reduz a fibrose cardiaca, o infiltrado celular e impede
o0 desenvolvimento da IC em modelos experimentais de IM (Costa et al., 2010, Da Silva
et al., 2017), com aumento no acimulo de Ca?* no reticulo sarcoplasmatico de fibras
cardiacas (Costa, et al., 2010), aumento da expressdo de SERCA2a (Costa, et al., 2010;
Da Silva et al., 2017) e reducdo da expressdo de TNF-a (Da silva 2017). Além disso,
verificou-se que este composto impediu o desenvolvimento de intolerancia ao exercicio
fisico podendo correlacionando-se com a melhora da funcdo cardiaca e com relacdo aos
seus efeitos na musculatura esquelética, uma vez que foi demonstrado que as alteragdes
induzidas pelo infarto no musculo esquelético de ratos ndo desenvolveram nos animais

que foram tratados com a substancia (da Silva, et al., 2014).

Visando a potencializagdo da atividade sobro o sistema cardiovascular do LASSBio-

294, uma série de modificagdes estruturais foi introduzida na estrutura deste prot6tipo gerando



varios derivados, dentre eles, o (E)-N"-( benzo [d] [1,3] dioxola -5- metileno) tiofeno-2-
carbozihidrazida (LASSBi0-1027). O LASSBIi0-1027 é um retro-isostero do LASSBi0-294.
Este sofreu uma inversdo dos grupos funcionais ligados a subunidade N-acilidrazona. O anel
tiofeno ligado a fungéo imina no LASSBIi0-294 encontra-se ligado a carbonila da subunidade N-
acilidrazbnica no LASSBIi0-1027. J& o anel 1,3 benzodiozola ligado a carbonila na molécula
protétipo encontra-se ligado a fungéo imina no derivado. Apds a sintese, foi realizado o binding
pelo Cerep do LASSBIi0-1027, que deslocou 47,5% e 67,5%, respectivamente, os ligantes
seletivos radiomarcados [3H]CGS21680 e [1251]JAB-MECA dos A,a-AR e Asz-AR,
repectivamente. (Leal et al., 2012). Outro protocolo utilizado foi o de ancoramento molecular
(docking), demonstrou através da estrutura cristalografica do subtipo A, a afinidade do
LASSBI0-1027 para o receptor A,a-AR. A partir do LASSBIi0-1027 diversas substancias foram
sintetizadas e 0 aumento da extensdo da aromaticidade do grupamento ligado a subunidade
acila da funcdo N-acilidrazona gerou os compostos LASSBi0-1860, e LASSBi0-1900, os
quais apresentaram afinidade para A2a-AR semelhante ao prot6tipo em ensaios de binding
avaliado a capacidade de deslocarem o radioligante antagonista do A2A-AR, [3H]-
ZM241385, iguais a LASSBIi0-1860 — 45%, e LASSBIi0-1900 — 53%.

A partir destas observagdes, as substancias LASSBi0-1027 e seus derivados LASSBio-
1860 e LASSBI0-1900 serdo utilizadas neste projeto com intuito de avaliacdo de seus possiveis
efeitos na melhora do remodelamento cardiaco utilizando em modelo de IM agudo, bem com
avaliagdo dos possiveis mecanismos de ac¢do destas substancias visando ativagdo de receptores

de adenosina Az € Az,



MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos experimentais previstos em protocolos foram autorizados
pelo Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Salde da Universidade Federal do Rio de
Janeiro — UFRJ sob o ndmero 103/17. Os animais foram criados no biotério do Programa de
Pds-Graduagdo em Farmacologia e Quimica Medicinal do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

mesma universidade.

Os experimentos serdo procedidos com ratos Wistar machos, com peso entre 180g e
200g. Os animais permanecerdo no biotério supracitado, mantidos em gaiola com base de
polietileno e grade superior de aluminio, sendo quatro deles por caixa. As condi¢des de sdo
todas monitoradas, incluindo temperatura, ciclo claro/escuro de 12 horas, com fase clara de 6h

as 18h. O acesso & agua e racdo do tipo pellets € livre.

MODELO DO INFARTO DO MIOCARDIO EXPERIMENTAL

O modelo experimental de cirurgia para inducdo do IM o qual os animais serdo

submetidos se procedera em condicGes assépticas de maneira indolor.

A anestesia sera a base de isoflurano 3%, manutencdo de 1,5% com os animais
mantidos em decubito dorsal. Em seguida € realizada incisdo paraesternal esquerda e dissec¢ado
dos musculos peitorais grane e pequeno, respectivamente. O coracdo, entdo, exteriorizado entre
0 4° e 5° espacos intercostais, sofrera oclusdo total da artéria coronariana descendente anterior

por meio de ligadura da mesma com fio de seda 6.0.

Imediatamente apds o coracao é recolocado na cavidade toracica e feita a sutura com
fio de seda 3.0, seguido de ventilagdo assistida. O grupo controle com animais falso-operados
(Sham), serdo submetidos a0 mesmo procedimento de exteriorizagdo do aparelho cardiaco, no

entanto ndo ocorrerd a ligadura da artéria citada acima. (Costa, et al., 2010).

CONFIRMACAO DO INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

Registro do Eletrocardiograma (ECG) ap6s o infarto do miocardio



A realizacdo do ECG se procedera antes da cirurgia experimental de ligadura da
artéria corondria descendente anterior e quinze minutos ap6s o término para confirmar o IM. Os
eletrodos (MLA 1204 Needle Electrodes — 2 mm Pin - ADInstrments) acoplados ao
amplificador e ao digitalizador para aquisicao do sinal (Powerlab, ADInstruments) serdo fixados
no térax dos animaias para o registro do ECG na derivacdo D2. A andlise dos dados obtidos serd

realizada utilizando-se o software LabChart (Versdo 7,0, ADInstruments).

O IM seré constatado atraves do surgimento da elevacdo do segmento ST, que conota

padréo agudo de lesdo, e/ou o aparecimento de onda Q. (da Silva et al., 2014).
Ecocardiografia

Quatro horas apds o término da realizacdo das cirurgias, 0s animais serdo submetidos
a anestesia com isoflurano 3% e mantidos a 1% para nova confirmacéo do IM. Desta vez, sera
utilizado ecocardiégrafo equipado com transdutor 10MHz (Vevo 770 High-Resolution In Vivo
Micro-Imaging System, FUJIFILM Visual Sonic, Inc., Toronto, Ontario, Canada).

A verificacdo do IM se dara através de imagem no eixo curto em modo-M, na altura
dos musculos papilares e os animais terdo o infarto confirmado quando ndo apresentarem

motilidade de parede anterior ventricular esquerda (da Silva et al., 2017).

TRATAMENTO COM DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS

Os derivados N-acilidrazonicos utilizados para tratamento na realizacdo desse
trabalho, serdo sintetizados pelo Laboratdrio de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBIo0), presente no Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFRJ. Os mesmos serdo
solubilizados de dimetilsulféxido (DMSO).

O grupo dos animais falso-operados (Sham) sera tratado apenas com o DMSO,

enguanto gque os animais infartados serdo subdivididos para o tratamento da seguinte maneira:

1. Veiculo, utilizado como controle;

2. Controle positivo;

3. Derivados do N-acilidrazdnicos, 30umol/kg;
4

Derivados do N-acilidrazonicos, 70umol/kg.

O tratamento sera procedido diariamente, por uma semana a partir da cirurgia, com
dose Unica diaria e administrada por via oral. As substancias utilizadas serdo concentradas em

25 mg/ml.



HEMODINAMICA
Ecocardiografia — Avaliagdo ndo invasiva

Para este procedimento os animais serdo levemente sedados com 3% de isoflurano e,
em seguida mantidos a 1,5%.

Estrutura e fungéo cardiaca serdo avaliadas, ap6s o término do protocolo experimental
de tratamento, utilizando ecocardiégrafo equipado com transdutor 10 MHz (Vevo 770 High-
Resolution In Vivo Micro-Imaging System, FUJIFILM Visual Sonic, Inc., Toronto, Ontario,
Canada). As imagens sdo obtidas nos eixos curto e longo na linha paraesternal.

Os parametros estruturais a serem avaliados: didmetro interno, espessura da parede
anterior e posterior nas fases do ciclo cardiaco de sistole e diastole e partindo desses dados serdo
calculados os valores da espessura relativa de parede, bem como a massa do ventriculo

esquerdo.

No que diz respeito a fungdo cardiaca, sera analisada pelo calculo do método de
Simpson a fragdo de ejecdo, o volume sistolico e o volume diastolico. A realizacdo do Dopller
da valvula mitral serd procedida para obtencdo da velocidade integrante do fluxo mitral rapido
(E) e lento (A), bem como o doppler tecidual obtendo fluxos rapidos (e’) e lento (a’). A partir

disso, seguira o calculo da pressdo de enchimento pela relagdo E/e’.

Todas as medidas mencionadas serdo obtidas segundo orientacGes das Diretrizes da

Sociedade Americana de Ecocardiografia (da Silva et al., 2017).
PV loop — Avaliagéo invasiva

Apos avaliacao ecocardiografica, os animais serdo submetidos a medidas invasivas de

frequéncia cardiaca, pressao arterial (PA) e pressdo ventricular esquerda (PVE).

Os animais serdo mantidos sob anestesia com cetamina e xilazina (80/15 mg/kg, i.p).
Entdo, seguira com disseccao da artéria carétida direita e insercdo de cateter (Rat PV Catheter
2F, 4E, 9 mm, 15 cm, PI - ADInstruments) para se obter medidas dos pardmetros arteriais com o
PV loop conectado ao transdutor de pressdo e volume (MPVS Ultra Foundation Systems,
ADlInstruments) calibrado para registro da pressdo arterial. Imediatamente apGs o cateter
continuard sendo introduzido até a cavidade ventricular esquerda, para registro da pressdo
ventricular esquerda sistélica (PVES), pressdo ventricular esquerda diastdlica final (PVEDF),
derivadas +dP/dt e -dP/dt, constante de declinio da PVE (Tau), volumes sistolico e diastolico,
fracdo de ejecdo, débito cardiaco, bem como a relagdo da pressdo volume de diastolico final

(RPVDF) e a relacdo da pressao de volume sistdlico final (RPVSF).



Os dados coletados depois de observados serdo armazenados em computador para
posterior analise (Powerlab, ADInstruments) através do programa Lab Chart (7.0 Version,

ADlInstruments).

COLETA E PREPARO DOS TECIDOS

Findada a obtencdo de dados para analise de aspectos hemodindmicos, 0s animais
serdo em seguida sacrificados tendo seus coragdes removidos e pesados para avaliacao indireta
da hipertrofia cardiaca [utilizacdo da relacdo coracdo/tibia]. Posteriormente, serdo divididos em

trés fragmentos com cortes transversais ao eixo base-apice.

O fragmento apical sera envolvido em OCT Compound (Sakura Finetek, EUA) e
rapidamente congelado em um banho de acetona/nitrogénio liquido para realizagdo de cortes a
10 um em criostato (Leica Biosystems, Alemanha). Ja o fragmento medial serd destinado a

imediato congelamento em nitrogénio liquido para posterior analise por Western blot.

O fragmento basal, por sua vez, sera fixado em formol a 10% pelo periodo minimo de

uma semana seguido de impregnacao em parafina nos tecidos dessa forma:

e imersdo em etanol 70% por 16 horas;
e 3 banhos de 40 minutos em etanol absoluto;
e 3 banhos de 20 minutos em xileno;

e 2 banhos de 60 minutos em parafina a 60°C.

Por Gltimo, os tecidos serdo incluidos em blocos de paafina para corte a 5um em

micrétomo rotativo (Lupetec, Brasil)

ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apos produgdo dos cortes em parafinas ocorrerd a fixagdo em laminas histologicas,
incubados em estufa a 60°C por um periodo de 16 horas seguidos por um procedimento de
desparafinizacdo/reidratacdo por imersdo em 3 banhos de xileno por 15 minutos. 3 banhos de
etanol absoluto por 5 minutos, 2 banhos de etanol 70% por 5 minutos e 2 banhos em é&gua

destilada por 5 minutos.

Posteriormente, as laminas serdo coradas pelos métodos adequados para avaliagdo dos

parametros histopatologicos e morfométricos.



Método do Picro-Sirius Red (PSR)

Este método servira tanto para mensurar a extensdo do infarto, quanto a
quantificacdo da area de fibrose no miocardio viavel. Isso € possivel, uma vez que a
coloracéo picro-sirius red evidencia as fibras colagenas em vermelho, enquanto mantém

o tecido ao fundo na cor amarela (Dolber e Spach, 1993).

Os cortes apds reidratacdo serdo imersos em &cido fosfomolibdico a 0,2% por 1
minuto, rinsados em &gua destilada e corados por 90 minutos em solucdo de picro-sirius red.
Seguird com lavagem em é&cido cloridrico 0,01 N por 2 minutos e rapidamente em &gua
destilada, as laminas serdo desidratadas em banhos de etanol absoluto (3 de 5 minutos) e xileno

(3 de 5 minutos) para montagem com resina Entellan (Merck, Alemanha).

A extensdo do infarto serd realizada com auxilio do programa Fiji/lmageJ2
(Schindelin et a.l, 2012), bem como expressa em percentil da circunferéncia interna do

ventriculo esquerdo correspondente ao segmento de infarto transmural (REF).

Para a area de fibrose, 5 a 10 fotos de cada lamina serdo obtidas com uma camera
digital A620 (Canon, EUA) em microscopio Gtico Axiostar plus (Zeiss, Alemanha) com
magnificacdo de 400x e a area de deposicdo de coldgeno sera medida, em cada foto, também
com a utilizacdo do programa Fiji/lmageJ2. No final, a fibrose intersticial sera determinada
como a média das areas de colageno obtidas, normalizadas pela area de tecido em cada foto (da
Silva et al., 2017).

Método Hematoxilina e Eosina (H&E)

O método da hematoxilina e eosina serd utilizado para avaliar integridade tecidual
(arranjo e morfologia das fibras cardiacas) e a presenca de infiltrados inflamatorios. Essa técnica
de coloragdo permitira distinguir os nucleos das células intersticiais, corados em roxo, do

citoplasma e matriz extracelular, corados em diferentes tons de rosa (Suvarna et al, 2013).

ApoOs reidratacdo, os cortes serdo imersos em Hematoxilina de Harris por 15 min e
lavados em agua corrente por 5 minutos. As laminas serdo colocadas em agua destilada por duas
vezes de 5 minutos. Por fim, os cortes serdo corados com mistura de Eosina-Floxina por 2
minutos e submetidos a um banho em &cido acético a 1% para fixagcdo do corante antes de

prosseguir para a desidratagdo e montagem como descrito anteriormente.

ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA



Para a avaliacdo da mudanca de expressdo proteica na regido do miocardio localizada
na borda da éarea de infarto sera realizada técnica imunohistoquimica com anticorpos
determinados para 0s seguintes alvos: NFkB p65, HIF-1a, HMGBI1, Nrf2, TGF-, 6xido nitrico
sintases (iNOS, eNOS), VEGF, RAGE ¢ a-SMA.

Ao serem reidratados, 0s cortes parafinados utilizados para essa técnica serdo
submetidos a uma etapa de recuperacao antigénica em tampao citrato de sodio (0,1 M, pH= 6,0)
aquecido a 96°C em banho-maria por 40 minutos, seguido por duas lavagens em tampdo TBS
(50 mM Tris, 150 mM NaCl, pH= 7,4) por 5 minutos e bloqueio de ligacGes inespecificas com
albumina sérica bovina (BSA) a 5% em TBS por 30 minutos em camara Umida. Posteriormente,
incuba-se os cortes por 16 horas em geladeira com as soluc@es dos anticorpos em TBS contendo
1% de BSA. Apos nova lavagem em tampdo TBS, a atividade enddgena de peroxidase sera
inibida usando-se solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% por 15 minutos seguida mais uma

vez por duas lavagens de 5 minutos em TBS com Tween-20 a 0,5%.

A imunodeteccdo serd realizada pela incubacdo com anticorpo secundéario de cabra
(Rat Max PO MULT]I, Nichirei, Japdo) por 60 minutos a temperatura ambiente e revelacdo com
substrato cromogénico diaminobenzidina (DAB, Spring, EUA), gerando uma marcagédo de cor
marrom. Por fim, os tecidos serdo corados com Hematoxilina de Harris por 5 minutos para

contraste e encaminhados para desidratacdo e montagem como descrito anteriormente.

Em seguida, 5 a 10 fotos de cada lamina serdo obtidas com uma camera digital A620
(Canon, EUA) em microscopio 6tico Axiostar plus (Zeiss, Alemanha) com magnificacdo de
400x e a area correspondente a imunomarcagdo em cada foto sera medida com o programa
Fiji/lmageJ2. A densidade superficial serd determinada como a média das areas de obtidas,

normalizadas pela area de tecido em cada foto.

Anticorpos direcionados contra a-actinina sarcomérica, desmina, colageno do tipo IV
e pan-caderina serdo usados para evidenciar mudancas estruturais nos cardiomiocitos em cortes
frescos produzidos em criostato e imediatamente fixados em acetona a -20°C por 15 minutos.
Os tecidos assim preparados serdo incubados com solugdo de BSA a 3% em PBS (10 mM de
Na2HPO4, 130 mM NaCl, pH= 7,4) e incubados por 16 horas com as solucBes dos anticorpos
em PBS contendo 1% de BSA. Apds lavagem com PBS com Tween-20 a 0,5%, sera realizada a
imunodeteccdo pela incubacdo com anticorpos de cabra fluorescentes (Invitrogen, EUA). Apds
lavagem em PBS e coloragdo dos nucleos com DAPI, os cortes serdo analisados sob
magnificacdo de 400x com microscopio de fluorescéncia modelo (Zeiss, Alemanha) e 10
fotografias serdo obtidas com uma c&mera modelo (Zeiss, Alemanha) acoplada. Em cada
fotografia, cerca de 15 cardiomidcitos serdo selecionados para medida de comprimento e

espessura, assim como da estrutura sarcomérica.



A quantificacdo da coloracdo TUNEL sera feita para estudar a extensdo da morte
celular apoptética em VE por kit de deteccdo de morte celular in loco (Roche Applied Science,

Indianapolis, IN) como descrito anteriormente (Wei et al., 2012).

Zimografia
As laminas serdo incubadas com DQ-gelatina e coquetel de inibidores de proteinase e
montadas com DAPI/DABCO. A laminas serdo analisadas sob microscopio de fluorescéncia e
sera quantificado um sinal verde emitido pela clivagem da DQ-gelatina revelando a atividade

gelatinogénica.

Espécies reativas de oxigénio
A produgdo de ERO serd medida em cortes congelados de VE carregados com 50 mM
de 5-(6)-chloromethyl-2_,7_-dichlorodihydrofluorescein  diacetate (CM-H2DCF DA,
Invitrogen/Molecular Probes) por 30 min a 37°C, no escuro, e sera excitado a 488 nm e emitida
sera registrada a > 510 nm. A quantificacdo sera realizada em funcdo da fluorescéncia emitida
do grupo controle (Sham) (Dedkova e Blatter, 2009).

EXPRESSAO DE PROTEINAS - WESTERN BLOTTING

Como mencionado anteriormente, os fragmentos oriundos das por¢fes mediais dos
ventriculos esquerdos dos grupos experimentais em estudo ficardo mantido em solugdo a 4°C
contendo (em mM): sacarose, 250, HEPES-Tris (pH 7,6), 10, EDTA, 2 e PMSF, 1. Ao serem
submetidos para analise, os tecidos deverdo ser cortados em pedagos pequenos e
homogeneizados com pistilo de teflon na mesma solu¢cdo com homogeneizador (Potter). O
homogenato sera centrifugado a 1600 g por 10 minutos a 4°C, em centrifuga SCR20B, usando o
rotor RPR12-2 (Hitachi) e sera utilizado o sobrenadante. Este homogenato foi estocado a -80°C
para futura dosagem de proteina pelo método de Bradford.

A imunodetec¢cdo de SERCAZ2a, fosfolambam, TNF-a, Blc2, Bax, IL-13, 1L-10, TGF-
B e GAPDH em homogenato sera determinada por eletroforese seguida de imunodeteccdo. A
quantidade de proteina utilizada serd de 50 ug. A imunodetec¢do de proteinas sera observada
pela reacdo quimioluminescente do sistema ECL (western blotting system detection) para
western blotting. A membrana sera exposta imediatamente ao filme de raio-X (Kodak X-Omat

K). western blotting.

AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO EM CARDIOMIOCITOS
ISOLADOS



Para avaliacdo do estresse oxidativo celular, os cardiomidcitos isolados (suspensdo a
10 células/mL) serfo carregados com dihidro-dicloro-fluoresceina (H,DCF) a 10 pM por 30
minutos ao abrigo da luz. Terminado o carregamento, a suspensdo seré centrifugada, separada
do sobrenadante e lavada com tampéo PBS (10 mM de Na,HPQO,, 130 mM NaCl, pH= 7,4) por
1 minuto. A lavagem sera repetida mais duas vezes antes de se incubar as células com iodeto de
propideo (PI) a 1 uM por mais 5 minutos. As células serdo novamente lavadas por 3 vezes em
PBS e analisadas em citdmetro de fluxo Accuri C6 (BD Biosciences, EUA). Apds a sele¢do dos
eventos correspondentes aos cardiomidcitos viaveis (pelos sinais de espalhamento FSC-H e
SSC-H e negativos para o Pl), a intensidade média de fluorescéncia (F) captada no filtro de 500-
560 nm (verde) serd proporcional a quantidade de espécies reativas de oxigénio presentes no

meio intracelular e esta sera expressa pela formula:

F—F
[ROS] (%) — branco

FH202 - Fbranco

em que Fpance cOrresponde a fluorescéncia média de uma aliquota da mesma amostra ndo
carregada com H,DCF, e Fy0, corresponde a fluorescéncia gerada pela incubagdo posterior de

outra aliquota da mesma amostra com 10 mM de H,O, por 10 min.

Isolamento de cardiomidcitos

Apos as avaliagdes de hemodindmica os coragdes dos animais serdo retirados e a
artéria aorta serd canulizada em um sistema de perfusdo retrdgada tipo Langenrdoff, o qual
permite a circulagdo coronariana com fluxo constante de 8 ml.min™, a temperatura de 37°C.
Inicialmente o coracdo sera perfundido com solucdo Tyrode modificada (NaCl, 110, KCI 2,6,
KH,PO, 1,2 MgCl 1,2 NaHCO 25,0, glicose 5,0 CaCl, 2,0 mM) por 5 min, permitindo assim a
avaliagdo da funcionalidade dos coracBes, bem como a retirada de todo o sangue presente no
coragdo. Em seguida serd feita a perfusdo com Tyrode desprovida de CaCl,, 5 min, para que 0s
ventriculos parassem de contrair. Apés parada, o coracdo sera perfundido com mesma solucao
contendo 100 U/ml de colagenase (tipo I, Worthington) 10 a 20 min, para separacgao das células
ventriculares. O coragdo sera retirado do sistema e sera separado os atrios e o ventriculo direito
permanecendo apenas 0 VE. O VE sera entdo fragmento em pequenos e colocados em 20 ml de
solugdo com colagenase e BSA 0,4% e mantidoa 37°C sob borbulhamento de carbogénio, 10
min. Apds este passo a solucdo contendo os fragmentos de VE sera gentilmente homogeneizado
com auxilio de pipeta Pasteur, filtrado em filtro de 200 um. O homegenato obtido sera entdo
centrifugado, 400 rpm, 4°C, 2 min, o sobrenadante sera desprezado e o pellet sera ressupendido
em solucéo de gradiente de CaCl, (100 mM a 1 M) contendo BSA 2%. Em seguida serd as
células serdo contadas com auxilio da cdmara de Neubauer e 0s experimentos subsequentes

serfo realizados apenas com a obtengéo de no minimo 10° células/ml (Wang et al., 2017).



Deixar as células decantarem por 10-15 min e retirar o sobrenadante e voltar a
suspender em meio de plagueamento (MEM, soro fetal bovino 5%, 2,3-butanediona monoxima
10 mM, penicilina 100 u/ml, L-glutamina 2 mM), em seguida plaquear em placa previamente
revestida com laminina, manter por 2 h em estufa a 2% CO, e 37°C. O meio de plagueamento
seré trocado para o meio de cultura (MEM, albumina de soro bovino 0,1 mg/ml, penicilina 100
u/ml, L-glutamina 2 mM, ,3-Butanedione monoxime 10 mM, insulina-transferrina-s6dio1/1000)
e manter em estufa por 24 h. Serdo separadas aliquotas dessas células para utilizagdo em

diferentes experimentos.

Deteccdo de células apoptoticas

A citometria de fluxo serd utilizada para detectar a apoptose celular usando um kit de
coloracdo dupla de anexina V-FITC e iodeto de propidio (PI) (Shanghai BestBio Biotech. Co.
Ltd., Xangai, China) de acordo com as instrugdes do fabricante. As células serdo coletadas apos
o0 isolamento, como indicado anteriormente, lavadas com PBS gelado, ressuspensas em 400 pl
de tampéo, depois incubadas com 5 ul de Annexin V-FITC e 5 pl de Pl a temperatura ambiente
no escuro para 15 min. As amostras serdo analisadas pelo citbmetro de fluxo Accuri C6 dentro
de 1 h (BD Biosciences, EUA). Todas as células coradas positivamente para Annexin V-FITC

serdo consideradas células apoptéticas (Wang et al., 2016).

Medida da atividade iINOS/eNOS

A atividade de NOS em cardiomidcitos serd indiretamente avaliada por meio de
medida de nitratos e nitrito (formas oxidadas de 6xido nitrico) a partir dos cardiomidcitos
isolados dos animais IM tratados ou ndo em comparagdo ao Sham. Para isso sera utilizado o kit
de ensaio de 6xido nitrico quantitativo (Abcam, EUA). A reacdo corre em dois passos, 0S
nitratos sdo convertidos em nitritos por nitrato redutase e entdo o0s nitritos sdo acoplados em um
composto azo colorido com maxima absorbancia a 540 nm. O teor de Oxido nitrico nos

cardiomidcitos sera expresso como nM/mg de proteina total (Bil-Lula et al., 2016).

ANALISE ESTATISTICA

Os dados estardo expressos como média £+ EPM. O teste (One-way) ANOVA foi
utilizado, para as comparacges entre Sham e os demais grupos, considerando significancia
estatistica p<0,05. Os gréficos serdo obtidos utilizando-se o programa PRISMA 6.0 para

representar os dados obtidos.



RESULTADOS PARCIAS

Funcdo cardiaca - andlise ecocardiografica

Na avaliacdo pelo Doppler da valvula mitral, através da velocidade integrante do fluxo
mitral rapido (E), houve aumento de 931,2 + 28,8 mm/s nos animais ndo infartados para 1078 +
96,2 mm/s no grupo de infartados. No tratamento realizado com LASSBI10-1027, na dose de 30
pumol/kg, o valor de E registrado foi de 760, 4 + 39,8 mm/s e de 959,0 + 140 mm/s nos tratados
com LASSBI0-1027, 70 umol/kg (Figura 1A). Para a velocidade integrante do fluxo mitral lenta
(A), os valores obtidos foram 670, 9 + 34,5 mm/s nos animais normais, 789,6 + 112,8 mm/s nos
infartados, 569, 3 £ 38,6 mm/s no grupo tratado com a menor dose e, finalmente, 899,9 + 150,4
mm/s, na maior dose (Figura 1B). Sem altera¢®es significativas nessas avaliagoes.

Por sua vez, no Doppler tecidual rapido (e’) verificamos uma diminui¢do de 41,44 +
2,6 mm/s nos animais ndo infartados, para 31,19 + 5,6 mm/s nos infartados, enquanto 0s
tratados com LASSBIl0-1027 30 pumol/kg registraram 20,78 + 2,5 mm/s (p<0,05) e com
LASSBIo 70 pmol/kg 36,19 + 5,3 mm/s (Figura 1C). Enquanto o componente lento (a’)
mostrou 26,95 + 2,0 mm/s nos normais, 19,8 + 3,8 mm/s nos infartados, 14,8 + 0,4 mm/s na
menor dose e 22,80 £ 6,5 mm/s na maior dose de LASSBIo0-1027 (Figura 1D).
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Nos observamos que houve elevacdo da pressdo de enchimento (relacdo E/e’) dos
animais com IAM em relacdo aos falsos operados de 22,9 = 1,6% para 37,0 £ 3,7%
E/e’(p<0,01). O tratamento realizado com LASSBIlo-1027 (70pmol/kg) foi capaz de prevenir
essa alteragdo, mantendo os valores em 23,8 + 5,3 E/e’(p<0,05) (Figura 2A). Os valores da
fracdo de ejecdo obtidos no grupo IAM (FE = 36,60 + 2,03%), apresentaram elevacdo em
relacdo nos grupos tratados com as duas doses, sendo registrado 46,99 + 7,40% (p<0,05)

guando submetidos a maior delas (Figura 2B).
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Infiltrado celular, fibrose cardiaca e expressao de a-SMA

Apos realizacdo das etapas anteriores, seguiu-se com a eutanasia dos animais para
obtencdo dos 6rgdos e proceder com andlise histopatologica e de expressdo de algumas
proteinas.

A avaliacdo das células intersticiais realizada através da contagem de seus nucleos
corados em roxo, o que os distingue do citoplasma e da matriz extracelular que sdo corados em
diferentes tons de rosa. Assim sendo, 0 no aumento de células presentes no intersticio no grupo
IAM na borda do infarto reduziu de 275,3 + 49,13 para 110,1 £ 17,09 no tratamento realizado
com LASSBIl0-1027 30umol/kg e para 141,1 + 14,51 células/um2, com LASSBIlo-1027
70umol/kg (Figura 3A). A mesma reducdo na celularidade foi observada na zona remota ao IM
passando de 99,31 + no grupo |AM para 57,67 + 2,79 e 64,20 * 4,85 células/um? na menor e na
maior dose, respectivamente (Figura 3B).

No percentual da &rea de deposicéo de colageno quantificado através da coloragdo de
picro-sirius red também houve reducdo com o tratamento realizado nas duas doses. Na borda do
IAM, no grupo ndo tratado foi constatada uma média na area de deposi¢do de colageno de 33,35
* 5,75%, com redugdo para 19,12 + 2,00 na dose de LASSBI0-1027 30 pumol/kg e 14,50 *
0,32, LASSBIl0-1027 70umol/kg (Figura 3C). O mesmo foi verificado na zona remota onde 0s
grupo IAM teve 5,71 £+ 0,1, sendo reduzido esse percentual para 1,00 + 0,05 (LASSBIlo-1027
30umol/kg) e 1,13 £ 0,26 (LASSBIl0-1027 70umol/kg) (Figura 3D).

Na avaliagdo da expressdo proteica por imuno-histoquimica de a-SMA os tratamentos
realizados apresentaram reducdo significativa da area de imunomarcagdo. Em regido de borda
do infarto, no grupo IAM obteve-se uma média de 36,83 + 2,9%, enquanto que nos tratados
LASSBI0-1027 30umol/kg foi de 6,29 + 4,1% e no grupo LASSBI0-1027 70pumol/kg, 14,01 +

4,31%(Figura 3E). Na zona remota, ndo se verificou alteracGes significativas. (Figura 3F)
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TNF-a e sinalizacéo

ApOs marcacdo de &rea média em regido de borda do IAM para TNF-a de 21,0 +
3,0% nos animais normais e 40,76 + 2,1% nos animais infartados, os tratados na dose de
30umol/kg apresentaram registro de 29,5 + 5,5% e na dose de 70umol/kg, 25,99 + 4,0%, sendo
este ultimo resultado significativo (Figura 4A).

Importante diminuicdo por esse método de marcacdo também foi observado na
quantificacdo da proteina iINOS, onde no grupo ndo tratado foi observado uma média de area
marcada na borda do infarto, o grupo IAM registrou area média 25,26 + 4,0%, os tratados, por
sua vez, mostraram area média de 6,2 £ 2,0% com LASSBI0-1027 30umol/kg e 12,5 + 2,6%
com LASSBI0-1027 70umol/kg (Figura 4B). Ja em zona remota de 2,0 + 2,0%, nos infartados
de 16,51 + 5,0% enquanto que nos grupos tratados a mensuracao foi de 1,0 £ 0,4% e de 9,97 +
1,6% para as doses de 30umol/kg e 70pumol/kg, respectivamente (Figura 4C).

Também foi verificada a presenca de c-fos tendo um percentual de 12,0 + 2,5 do grupo
normal para 28,35 £ 6,75 no IAM n&o tratado, seguido de reducdo com o0s grupos tratados para
9,83 + 2,45 no grupo de LASSBI0-1027 de 30 umol/kg e 7,60 £ 1,80, no LASSBIo-1027 70
pmol/kg (Figura 4D).
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Quanto a expressao proteica, foi observado um aumento TNF-a e na relagdo p-ERK1-
2/ERK1-2 no grupo IAM em relacdo aos animais falsos operados. Apos a realizacdo do
tratamento proposto, verificou-se uma reducdo dessa expressdo nos dois pardmetros
mencionados. Para 0 TNF-a, de 0,26 £ 0,006 no grupo IAM, para 0,18 + 0,003 no LASSBIo-
1027 30umol/kg e para 0,23 + 0,005 no LASSBI0-1027 70umol/kg (Figura 5A). Enguanto a p-
ERK1-2/ERK1-2 nos animais infartados foi de 0,89 + 0,006 indo para 0,72 + 0,010 e 0,73 %

0,018 na menor e maior dose, respectivamente (Figura 5B).
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