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RESUMO

Ap6s um episddio de infarto do miocardio, cardiomidcitos
necrosados liberam componentes intracelulares os quais se configuram
como antigenos, e desencadeiam assim, uma resposta autoimune contra
o0 tecido cardiaco. Em um trabalho prévio realizado por nosso grupo
encontramos que a tolerancia imunolégica aos antigenos cardiacos pode
ser reforcada por meio do tratamento oral com proteinas cardiacas, e
parece ser benéfica ao processo de reparo tecidual e funcdo cardiaca
apos a inducdo de isquemia. Desta forma, o principal objetivo deste
trabalho foi estudar em maiores detalhes estas observagdes e ainda,
caracterizar o fenotipo dos leucécitos presentes no infiltrado celular
inflamatério. Lesdes cardiacas semelhantes ao infarto foram induzidas
em ratos Wistar machos (grupo 1SO) através da injecdo de altas doses de
isoproterenol (150 mg/Kg, em dois dias consecutivos). A tolerancia
imunoldgica aos antigenos cardiacos foi desenvolvida por meio da
exposicdo oral aos componentes do coracdo 7 dias antes da indugdo da
lesdo miocéardica (grupo TOL+ISO). Animais naive foram usados como
controles ndo-infartados (grupo CTR). Com a finalidade de se acessar a
funcdo cardiaca e o processo inflamatorio que tomou parte apés a
inducgdo da lesdo isquémica, foram realizadas avaliacdo hemodinadmica e
analise imunohistoquimica. Observamos que, enquanto os animais do
grupo ISO apresentaram um proeminente dano sistélico e diastélico
cardiaco, os animais do grupo TOL+1SO apresentaram fracdo de ejecéo
preservada tanto 3 dias ap6s a inducdo da lesdo miocérdica isquémica
(CTR 73,4 £2,8; 1SO 44,6 £ 6,3; TOL+ISO 74,3 £4,4; P < 0,05 entre 0
grupo CTR e o grupo 1SO), quanto 15 dias ap6s (CTR 73,4 + 2,8; ISO
53,6 = 8.,8; TOL+ISO 66,6 + 4,1; P < 0,05 entre grupo CTR e grupo
ISO). A analise imunohistoquimica dos niveis de expressdo de IL-10,
arginase-1, NOS-2 e fosfo-p65 revelou que 0s animais tornados
tolerantes aos antigenos cardiacos (TOL+ISQ) sdo capazes de mobilizar
a resposta anti-inflamatéria de forma antecipada e mais pronunciada,
guando comparado aos animais do grupo 1SO. Em conjunto, nossos
dados sugerem que a tolerancia oral aos antigenos cardiacos pode ser
capaz de melhorar o processo de reparo tecidual ap6s lesdo isquémica,
uma vez que acelerou o processo de resolugdo da inflamacéo, e que isso
se correlacionou com o melhor desempenho cardiaco global.

Palavras-chave: Infarto miocardico; tolerdncia oral. antigenos
cardiacos; curvas pressao-volume; fenétipo leucocitario.






ABSTRACT

After a myocardial infarction episode, necrotic cardiomyocytes
can release antigens that trigger autoimmunity phenomena against the
cardiac tissue. In a previous work we found that the reinforcing
immunological tolerance to such cardiac antigens might benefits
myocardial healing and function after isoproterenol-induced damage.
Thus, the main objective of the present study was to further address
those observations, and characterize the phenotype of infiltrating
leukocytes. Infarction-like myocardial lesions were induced in male
Wistar rats (ISO group) through the injection of high doses of
isoproterenol (150 mg/kg, two consecutive days). Immunological
tolerance to cardiac antigens was developed by means of oral exposure
to cardiac antigens 7 days before isoproterenol-induced myocardial
lesions (TOL+ISO group). Naive animals were used as non-infarcted
control (CTR group). Hemodynamics and immunohistochemistry
analysis were performed do asses myocardial function and
inflammation. We found that while ISO-treated animals presented
systolic and diastolic impairment, TOL+ISO animals presented
preserved ejection fraction at 3 d (CTRL 73.4 £ 2.8; 1SO 44.6  6.3;
TOL+ISO 74.3 + 4.4; P < 0.05 between CTRL and 1SO) and 15 d
(CTRL 73.4 £ 2.8; ISO 53.6 + 8.8; TOL+ISO 66.6 + 4.1; P <0 .05
between CTRL and 1SO) post myocardial lesion induction.
Immunohistochemical analysis of 1L-10, arginase-1, NOS-2 and
phopho-p65 expression levels revealed that animals tolerant to cardiac
antigens mobilized an earlier and stronger anti-inflammatory response as
compared to animals from the 1SO group. Altogether, these findings
suggest that oral tolerance to cardiac antigens might improve myocardial
healing by means of accelerating the inflammation resolution process,
and that correlated with a better overall cardiac functionality.

Keywords: Myocardial infarction; oral tolerance; cardiac antigens;
PV-loop; monocyte subsets.
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1 INTRODUCAO

1.1 INFARTO DO MIOCARDIO E FALENCIA CARDIACA -
DO LEITO A BANCADA

1.1.1  No leito: defini¢oes, epidemiologia e etiologia

O infarto do miocardio (IM) é a principal causa de morte e
incapacidade fisica em todo o mundo, constituindo assim, um dos
principais problemas de salde. Estima-se que esta condicdo €
responsavel pelo ébito de cerca de 7 milhdes de pessoas por ano em
todo o mundo (THYGESEN et al., 2012). O Brasil segue uma
epidemiologia comum a outros paises de cultura ocidental, sendo que
aproximadamente 32% de todas as mortes no pais podem ser atribuidas
a disturbios cardiovasculares (POLANCZYK e RIBEIRO, 2009).

O IM é definido como morte celular cardiaca decorrente de
isquemia prolongada. Essa isquemia, na grande maioria dos casos,
aparece secundariamente a trés diferentes processos: formacéo de placa
aterosclerética, desenvolvimento de trombose ou ocorréncia de
vasoconstricdo patolégica (vasoespasmo). Cada um desses fendmenos,
ao atingir determinado grau de intensidade, pode provocar o
aparecimento de uma sindrome aguda isquémica do musculo cardiaco,
caracterizada inicialmente por angina de peito e que, se mais severa e
demorada, pode levar a necrose de areas extensas do musculo cardiaco,
caracterizando o infarto agudo do miocérdio (revisto em TIBIRICA,
2001; THYGESEN et al., 2012).

Nos primeiros minutos ap6s sua ocorréncia, a principal
consequéncia do IM é o comprometimento importante da funcionalidade
cardiaca, reduzindo consideravelmente o débito cardiaco e aumentando
a pressdo venosa (especialmente no pulmédo), levando muitos individuos
a morte. Por outro lado, nos pacientes que sobrevivem ao infarto agudo
do miocardio, a evolucdo do quadro normalmente segue com um reparo
tecidual excessivamente fibrético, promovendo importantes mudancas
na estrutura cardiaca, conduzindo, assim, ao estabelecimento da faléncia
cardiaca (THYGESEN et al., 2012). A faléncia cardiaca é uma condicéo
bastante limitante, com prognostico grave. Estima-se que nos paises
desenvolvidos aproximadamente 1-2% da populagdo adulta apresenta
esta patologia, sendo que a prevaléncia pode chegar a 10% nas pessoas
com 70 anos ou mais (McCMURRAY et al., 2012).

No que diz respeito aos fatores de risco, é bem estabelecido que
doencas como diabetes, dislipidemias, hipertensdo, disfuncdo de 6rgéos
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decorrente de ma perfusdo, episodios prévios de doenca cardiovascular
ou renal, e fatores como indice de massa corporal elevado, habito de
fumar e estresse, contribuem de forma significativa com o aparecimento
de (novas) doencas cardiovasculares, como é o caso do IM. Sabe-se
ainda, que alguns outros fatores sdo importantes, como idade, sexo e
histérico familiar (KANNEL, 2000).

Ha alguns anos a Sociedade Europeia de Cardiologia tem
preconizado que o diagndstico e a escolha dos métodos para o
tratamento das doencas cardiovasculares devem ser baseados na
guantificacdo total dos fatores de risco (Figura 1). Esse conceito é
baseado no fato de que a grande maioria dos hipertensos apresenta, além
da elevacdo na pressdo arterial, outros fatores de risco cardiovascular
associados (THOMAS, 2001). Ademais, fatores de riscos
concomitantemente presentes em um paciente podem promover um
risco cardiovascular total que é maior do que a soma dos seus
componentes individuais. Um exemplo disso é que a elevacdo da
pressdo arterial é maior em pacientes que apresentam alteracdes no
metabolismo da glicose e de lipideos do que em pacientes que nao
apresentam essas doengas associadas (MANCIA et al., 2006; MANCIA
et al., 2007).

Com base nessa integracao de fatores de risco, preconiza-se como
meta manter os pacientes dentro dos limites da linha tracejada indicada
na Figura 1, de modo que nem sempre a abordagem farmacoldgica é a
melhor op¢éo para se diminuir o risco cardiovascular.
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Figura 1. Estratificacdo do risco cardiovascular em quatro categorias
(segundo a Sociedade Européia de Cardiologia).

Pressdo arterial (mm Hg)
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23 ou Risco moderado Alto risco Alto risco
diabetes adicionado___ .- adicionado adicionado
Doenga renal ou
cardiovascular

PAS indica pressdo arterial sistélica e PAD indica pressdo arterial diastélica. As
categorias, baixo, moderado, alto ou muito alto sdo estratificadas com base na
probabilidade de incidéncia de eventos (fatais ou ndo) em um periodo de 10
anos. O termo “adicionado” refere-se a faixas de incremento sobre o risco
cardiovascular padrdo. Os fatores de risco estdo mencionados no texto.
Adaptado de MANCIA et al., 2007.

1.1.2 Na bancada: modelos experimentais para o estudo do
infarto miocardico

Ao longo dos anos tem-se tentado estabelecer modelos animais
de isquemia e lesbes cardiacas do tipo infarto miocardico que
apresentem analogia & doenca humana. Nesse sentido, atualmente s&o
trés os modelos mais utilizados: ligacdo/oclusdo da artéria corondria,
modelo farmacologico através da administracdo de isoproterenol e
crioles&o.

Com relacdo ao modelo de ligadura da artéria coronaria,
normalmente se obstrui o ramo descendente anterior esquerdo, sendo
gue esta ligadura pode ser feita de forma temporaria (isquemia e
reperfusdo) ou permanente. Este modelo apresenta grande similaridade
ao infarto agudo do miocardio em humanos, especialmente no que diz
respeito a evolucdo clinica. Os animais apresentam grandes areas de
necrose, leséo tecidual e disfungéo ventricular, muito bem mostrado por
Pfeffer e colaboradores (1979). No entanto, este modelo esté associado a
um namero consideravel de desvantagens: dificuldade de execuc¢do da
técnica, a qual requer alguns instrumentos especificos e um
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experimentador muito bem treinado; alta taxa de mortalidade, variando
na literatura entre 10-70% e, de modo particular, dificuldade de
reproducdo da técnica, visto que a extensdo e homogeneidade da leséo
dependem do sistema de circulagdo colateral, o qual varia
consideravelmente mesmo entre individuos da mesma espécie (DE
SOUZA, 2005).

No modelo de criolesdo o dano cardiaco é causado por hipotermia
local, a qual normalmente é induzida com uma haste metalica congelada
em nitrogénio liquido. Ainda que ndo seja um modelo de IM fisioldgico,
0 padrdo de cicatrizacdo celular tem muitas similaridades ao que se
observa na clinica (JENSEN et al., 1987). Quando comparado com o
modelo de ligadura da artéria coronéria, este modelo apresenta como
principal vantagem a obtencdo de uma amostra homogénea onde 0s
animais apresentam lesdes com area e proporgdes previsiveis, além de
menor variabilidade na disfungdo miocérdica (LI et al., 1996). Por outro
lado, se algumas variaveis, como o tipo de haste e tempo e nimero de
contatos haste-tecido, ndo estiverem bem padronizados, corre-se 0 risco
dos animais ndo desenvolverem lesdo pronunciada, ou ainda, parcela
dos que apresentarem curarem-se sem desenvolver fibrose ou aneurisma
de ponta de ventriculo, como documentado por Monnet e Chachques
(2005).

O uso de isoproterenol (ISO) para inducdo de lesdo cardiaca
semelhante ao infarto foi inicialmente descrito por Rona e colaboradores
em 1959. O principal mecanismo atraveés do qual a administracdo de
altas doses de isoproterenol promove lesdo miocardica deve-se as suas
propriedades farmacolégicas. Este composto atua seletivamente em
receptores B-adrenérgicos, produzindo consideravel efeito cronotrépico
e inotropico positivo no coragdo (via estimulacdo de receptores B;-
adrenérgicos), ao mesmo tempo em que produz importante relaxamento
dos vasos sanguineos (via estimulacdo de receptores [,-adrenérgicos)
(GOODMAN et al.,, 2006). Desta forma, ao aumentar o trabalho
cardiaco e diminuir o aporte sanguineo ao coracdo por conta da ativacdo
dos receptores, o isoproterenol cria um balanco desfavoravel entre a
demanda e a oferta de oxigénio, causando isquemia cardiaca. Além
disso, o aumento da funcionalidade cardiaca esgota as reservas de
energia das células contrateis, ocasionando importantes mudancas
bioguimicas e estruturais (CAMPOS, 2008).

Como pode ser observado na Figura 2, quando comparado a
noradrenalina ou a adrenalina, o isoproterenol é mais potente e mais
eficaz em causar lesdes miocérdicas de alto grau de severidade. Ainda,
fica evidente que a lesdo cardiaca induzida pelo isoproterenol demanda
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ambas as acles cardiacas e vasculares desta droga, visto que a
adrenalina, que induz efeitos cardiacos semelhantes, ndo produz os
efeitos vasculares e ndo é capaz de gerar as mesmas lesdes miocardicas.
Também é importante mencionar, que doses de até 150 mg/Kg de
isoproterenol ndo causam leses significativas em outros 6rgaos que ndo
0 coracdo, de modo que a mortalidade observada decorre essencialmente
da lesdo miocérdica. Por outro lado, a mortalidade induzida pela
administragdo de altas doses de noradrenalina e adrenalina ocorre
devido a formacdo de importante edema pulmonar decorrente da
excessiva vasoconstricdo produzida nesse leito por essas drogas (via
estimulacdo de receptores a;-adrenérgicos) (RONA et al., 1963).

As principais vantagens deste modelo sdo a facilidade de
execugdo e homogeneidade da amostra. No entanto, a principal
desvantagem é que, diferentemente dos outros modelos mencionados, a
isquemia produzida pela administracdo de isoproterenol no apresenta
uma localizacdo focal, difundindo-se em boa parte do ventriculo
esquerdo (incluindo o apice do coracéo e septo interventricular) (RONA
et al., 1959).
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Figura 2. Relagdo entre o efeito cardiotoxico e letal de diferentes doses das
catecolaminas, noradrenalina, adrenalina e isoprenalina.
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1.2 FISIOPATOLOGIA DO INFARTO DO MIOCARDIO E DA
FALENCIA CARDIACA

No infarto agudo do miocardio, a necrose de cardiomidcitos
provocada pela isquemia, associada a presenca de uma reacdo
inflamatdria local, acarretam sério prejuizo funcional cardiaco. Como
consequéncia disso, uma série de alteragdes neuroendocrinas
compensatorias desempenha um papel importante na manutencdo do
débito cardiaco neste primeiro momento. No entanto, ressalta-se que
durante o reparo desta lesdo ocorre substituicdo do tecido original
(contratil) por um tecido cicatricial (FRANGOGIANNIS, 2008).

Em uma parcela substancial de pacientes com IM esses
mecanismos reparadores induzem profundas mudancas estruturais e
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funcionais, ndo apenas na area infartada, mas também em outras regifes
do coracdo. Esses pacientes apresentam um adelgacamento das paredes
ventriculares, expansdo da zona de infarto, hipertrofia patolégica dos
cardiomidcitos, apoptose e remodelamento da matriz extracelular em
zonas remotas, tudo isso em um processo que perdura por Varios meses
(VAN DER LAAN et al., 2012).

Esses mecanismos subjacentes ao reparo, que induzem alteragdes
na forma, massa, volume e funcdo ventricular, terminam por criar um
remodelamento cardiaco adverso. Ainda que essas mudancas parecam
fisiolégicas e adaptativas em um primeiro momento, cronicamente elas
estdo associadas ao desenvolvimento da faléncia cardiaca. As proximas
secOes serdo dedicadas & exposicdo dessas alteracGes neuroenddcrinas,
funcionais, e morfolégicas da transicdo infarto-faléncia cardiaca (ver
Figura 3, a qual integra os conhecimentos das diferentes areas sobre este
tema).

1.2.1  Alteracgdes bioquimicas e morfolégicas

Em condicdes anaer6bias, o coracdo de mamiferos ndo pode
produzir energia o suficiente para manter seus processos celulares
essenciais. Assim, um suprimento constante de oxigénio € indispensavel
para manutencdo da funcdo e da viabilidade dos cardiomidcitos. Apds
uma isquemia miocardica, ocorre decréscimo na oferta de oxigénio para
as células cardiacas e, subsequentemente, diminuicdo na formacéo de
ATP (adenosina trifosfato). Neste caso, a deplecdo de ATP gera reducéo
na atividade da bomba de sodio com perda de potassio intracelular,
influxo de sddio e agua e edema celular (FRANGOGIANNIS, 2008).

Os processos de exaustdo do metabolismo aerdbico, deplecdo de
ATP e acimulo de produtos do metabolismo anaerébico, ocorrem 10
segundos apés a oclusdo de uma artéria coronaria. Alteracoes
morfolégicas reversiveis nos cardiomidcitos podem ser observadas
minutos ap06s o estabelecimento da isquemia miocardica, enquanto que
as lesdes irreversiveis (e.g. rompimento do sarcolema) se desenvolvem
apo6s 20-40 minutos de uma isquemia sustentada (ERTL e FRANTZ,
2005; FRANGOGIANNIS, 2008).

Dependendo da dimensao dessas lesdes isquémicas do miocardio,
0 infarto pode ser evidenciado eletrocardiograficamente de maneiras
diferentes. Uma obstrucdo coronariana total, que promove lesdes
necroéticas transmurais, resulta em uma caracteristica elevacdo no
segmento ST (periodo refratario e repolarizagdo ventricular), ao passo
que obstrucdes coronarianas apenas parciais, com subsequente leséo
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confinada apenas ao compartimento subendocérdico, ndo o fazem.
Desse modo, os episddios de infarto agudo miocérdico sdo divididos
clinicamente entre eventos com elevagdo do  segmento
eletrocardiografico ST (do inglés, STEMI — ST elevation myocardial
infarction) e sem elevacdo (do inglés, NSTEMI - no-STEMI), sendo os
primeiros mais graves e com pior prognostico (STEG et al.; 2012).

As células que entram em morte celular por necrose liberam, em
funcdo desse processo, seus conteddos intracelulares (o que alguns
autores denominam de “padrdes moleculares associados ao perigo”),
gue juntamente com a producdo de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, iniciam uma resposta inflamatéria e de reparo tecidual que
pode ser dividida em 3 fases sequenciais que se sobrepdem: a fase
inflamatdria, a fase proliferativa (reparo propriamente dito) e a fase de
maturacdo (VAN DER LAAN et al., 2012).

Na fase inflamatdria, neutréfilos e mondcitos, atraidos para a area
infartada por quimiocinas, fatores do complemento e outros mediadores,
removem células mortas e promovem a degradacdo da matriz
extracelular através da ativacdo de metaloproteinases. Por um lado, essa
resposta inflamatéria € importante porque, ao remover 0S restos
celulares, evita a formacdo de trombos e ainda abre caminho para a fase
posterior, que é de renovacdo tecidual (NAHRENDOREF et al., 2007;
HOFMANN et al.,, 2012). Por outro lado, porém, uma resposta
inflamatdria exacerbada ou mal direcionada muitas vezes promove
morte de um nimero ainda maior de cardiomidécitos, expandindo assim a
zona de infarto (FRANGOGIANNIS, 2008; VAN DER LAAN et al.,
2012).

Ao término da fase inflamatdria, os mondcitos/macréfagos
produzem citocinas e fatores do crescimento, como interleucina 10 (IL-
10) e fator transformador do crescimento p (TGFp), responsaveis por
reprimir os sinais inflamatérios e regular a formacdo de um tecido de
granulacdo durante a fase proliferativa (momento em que se inicia a
reconstrucdo do tecido). Na fase proliferativa, novos vasos sanguineos
sdo formados e os fibroblastos produzem uma nova matriz extracelular.
Por fim, na fase de maturacdo a matriz extracelular é remodelada, os
fibroblastos e as células vasculares sofrem apoptose e a cicatriz é
formada através da maturacdo do coldgeno (ERTL e FRANTZ, 2005;
VAN DER LAAN et al., 2012).

E importante mencionar que estudos mostraram que O
remodelamento cardiaco adverso que ocorre nos momentos crénicos €
determinado pelo modo como se da o processo inflamatério e de reparo
na fase inicial do poés-infarto (ERTL e FRANTZ, 2005;
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FRANGOGIANNIS, 2008). Essa relagéo entre a qualidade do reparo e a
faléncia cardiaca seré discutida a seguir.

1.2.2  Alteracdes neuroendécrinas

Apo6s a lesdo miocéardica aguda, a queda no débito cardiaco
deflagra uma importante ativacdo neuronal e enddcrina compensatdria.
Essa ativacdo envolve de maneira mais evidente o sistema nervoso
autdbnomo simpatico e o sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Inicialmente, os barorreceptores sdo ativados, em resposta a
diminuicdo abrupta da pressdo arterial. Segundos depois ocorre intensa
descarga simpatica no coragdo, a0 mesmo tempo em que O sistema
nervoso parassimpatico € inibido. Além do coracdo, a descarga
simpética é dirigida para rins, vasos sanguineos periféricos e glandulas
suprarrenais. A descarga simpética, ao aumentar a forca e frequéncia
cardiaca e facilitar o retorno venoso, é capaz de compensar parcial e
temporariamente, a queda do débito cardiaco, como pode ser observado
na Figura 3, Painel D (McMURRAY, 2010).

O sistema renina-angiotensina-aldosterona também ¢é ativado
precocemente apos o infarto agudo do miocardio. Nao apenas a reducéo
do fluxo sanguineo renal, como a prdpria ativagdo do eixo
simpatorrenal, levam & secre¢do de renina. Como consequéncia, ocorre o
aumento dos niveis plasmaticos de angiotensina Il e aldosterona,
determinando retencdo hidrossalina pelos tibulos renais e aumentando a
excrecdo de potdssio. Do ponto de vista fisiologico, essa resposta
contribui para produzir niveis volémicos mais elevados, facilitando a
manutencdo de uma perfusdo periférica adequada (SHAH e MANN,
2011; TIBIRICA, 2001).

Foi observado que a intensidade da ativacdo neuroenddcrina esta
diretamente relacionada a gravidade do infarto e, consequentemente, a
morbidade e a mortalidade. Em grande parte dos pacientes, essa ativacdo
¢ modesta e transitoria, regredindo ap6s uma ou duas semanas de
evolucdo. No entanto, nos pacientes que apresentam dano miocardico
mais extenso ou que evoluem para faléncia cardiaca, a ativacdo
neuroenddcrina é persistente e, portanto, deletéria ao organismo
(McMURRAY et al., 2012).

1.2.3  Alteragoes funcionais

As alteragGes funcionais cardiacas decorrentes do IM podem ser
evidenciadas através de exames eletrocardiogréaficos, ecocardiograficos,
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de ressonancia magnética e exames bioquimicos. Ainda, outra forma de
se observar essas alteracdes, tanto em humanos, quanto em animais de
experimentacdo, é através do posicionamento intraventricular de um
cateter contendo transdutores de condutancia, o qual permite a avaliacdo
da relacdo entre as variacBes de pressdao e volume durante o ciclo
cardiaco (SHIOURA, et al., 2007) (Figura 3, painel C). Por meio dessa
abordagem, uma das observacGes mais frequentes é a presenca de
disfuncdo sistdlica ou disfuncdo diastdlica pos-IM. Essas disfuncbes
podem acometer o cora¢do de forma uni ou bilateral (McCMURRAY et
al., 2012; GEHLBACH e GEPPERT, 2004).

Na disfuncéo sistdlica observa-se dilatagdo ventricular associada
a perda da capacidade contratil. Do ponto de vista funcional, o prejuizo
na contragdo ventricular compromete 0 mecanismo de Frank-Starling,
resultando na diminuicdo do volume sanguineo que passa pelo
ventriculo a cada ciclo cardiaco (volume de ejecdo). Na tentativa de
compensar essa reducdo de volume, quando possivel, o organismo
aciona mecanismos responsdveis por aumentar a pré-carga
(CHATTERJEE e MASSIE, 2007).

Ainda com relacdo a disfuncdo sistélica, ocorrem aumentos dos
volumes sistélico e diastdlico finais, sendo que o aumento do volume
sistolico final é mais significativo. A redugdo do volume sanguineo que
passa pelo ventriculo a cada ciclo cardiaco, associada ao aumento do
volume diastolico final, resulta na reducdo da fracdo de ejecdo
ventricular, comprometendo assim o aporte de oxigénio e nutrientes para
0 préprio coragdo e para 0s demais tecidos. No coragdo com disfuncédo
sistolica, a ejecdo de sangue é de 40-50%, enquanto que no coracdo
normal a ejecdo chega a pelo menos 60% do volume sanguineo
encontrado na camara ventricular. O trabalho cardiaco também se
encontra diminuido (KONSTAM, 2003).

Uma importante consequéncia da disfuncéo sistolica é o aumento
da pressdo diastolica final. Quando o ventriculo esquerdo esta
envolvido, esta alteracdo leva ao aumento da pressao no atrio esquerdo,
e consequentemente, da pressdo venosa pulmonar que, em Ultima
instancia, pode provocar congestdo pulmonar e edema, importantes
causas de morte. Quando a disfuncdo sistélica acomete o ventriculo
direito, 0 aumento da pressdo diastélica final gera o aumento de presséo
no &trio direito e na vasculatura venosa sistémica, podendo levar ao
edema periférico (CHATTERJEE e KMASSIE, 2007; CHATTERJEE,
2012).

Na disfuncdo diastolica é o processo de enchimento ventricular
gue estd comprometido, visto que ocorre hipertrofia das paredes
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ventriculares com consequente diminuicdo do espago dentro das
camaras. Além disso, o processo de relaxamento ventricular também se
encontra prejudicado. O enchimento ventricular depende tanto do
retorno venoso quanto da complacéncia desta cavidade durante a
diastole. A reducdo da complacéncia ventricular, que é o que ocorre na
disfuncdo diastolica, resulta na diminuicdo do volume diastdlico final e
aumento da pressdo. Como é de se esperar, 0 volume sanguineo a cada
ciclo cardiaco € menor e muito embora a fracdo de eje¢do sanguinea
possa chegar a 60% do total encontrado na camara ventricular, o débito
cardiaco pode estar diminuido em relagdo ao coragdo normal. O trabalho
cardiaco estd diminuido (CHATTERJEE, 2012).

E interessante mencionar que o cateter intraventricular, além de
permitir o acesso integrado a funcdo cardiaca, no contexto da regulagéo
neuro-humoral e enddcrina, permite ndo so a avaliacdo de pardmetros
cardiacos dependentes de volume, como mencionado acima sobre o
mecanismo de Frank-Starling, mas também de parametros cardiacos que
independem de volume. Neste Gltimo caso, faz-se a oclusdo transitéria
da veia cava torcica a fim de gerar variagdo no retorno venoso ao
coracdo, e assim, parametros como a capacidade contratil das células
cardiacas e a reserva cardiaca podem ser avaliados (Figura 3, Painel C)
(Shioura et al., 2007).

Quando analisada ecocardiograficamente, a faléncia cardiaca com
disfuncdo sistdlica é caracterizada pelo aumento do tamanho das
cavidades ventriculares e diminui¢do da espessura de suas paredes (em
alguns pacientes a espessura pode se manter inalterada). Desta forma, o
estresse de parede tanto no final da sistole quanto no da diastole,
apresenta-se maior. A massa ventricular apresenta-se aumentada, porém,
guando se faz a relacdo massa/cavidade, essa relacdo se mantém
inalterada ou até mesmo diminuida. Ha alteracdo na forma e na
geometria do coracdo com faléncia cardiaca com disfuncdo sistdlica,
apresentando aumento no eixo transversal (mais significativo) e no eixo
longitudinal. A dessincronia mecanica estd presente em um grande
nimero de pacientes (KONSTAM, 2003; CHATTERJEE e KMASSIE,
2007).

Na  faléncia  cardiaca com  disfuncdo  diastolica,
ecocardiograficamente € comum encontrar cavidades ventriculares com
tamanho inalterado ou diminuido. A espessura das paredes e a massa
ventricular apresentam-se aumentadas, assim como a relagdo
massa/cavidade ventricular (substancialmente aumentada). O estresse de
parede no final da didstole estd aumentado, enquanto que no final da
sistole permanece normal. No coragdo com disfuncdo diastélica ndo ¢
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comum ocorrerem alteragdes na geometria e na forma, porém a
dessincronia mecanica esta presente (CHATTERJEE e KMASSIE,
2007).
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Figura 3. Integracdo da cinética de alteracfes morfoldgicas, funcionais e
neuroenddcrinas decorrentes do IM, bem como a abordagem terapéutica
atualmente preconizada.
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Painel A: Decurso temporal das alteragbes na estrutura macroscépica do
coragdo, evidenciando a progressiva substituicdo do tecido original (contrétil)
por tecido cicatricial, que ocorre concomitante com um aumento na area da
camara em seccdo transversa e com o adelgagamento das paredes ventriculares
(adaptado de FRANGOGIANNIS, 2008). Painel B: Aspectos histoldgicos
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(coloragdo H.E.) das trés fases do reparo tecidual miocardico — inflamatoria,
proliferativa e de maturacdo, que ocorrem paralelamente as alteragdes
macroscopicas na estrutura cardiaca (adaptado de VAN DER LANN, et al.,
2012). Painel C: Cinética das principais alteragdes funcionais cardiacas,
evidenciando o estabelecimento agudo de uma disfuncédo sistdlica, uma fase
posterior em que a funcdo é parcialmente compensada, e, por fim, o
estabelecimento de uma faléncia cardiaca sistélica e diastélica (adaptado de
SHIOURA, et al, 2007). Painel D: As principais compensacdes
neuroendécrinas que participam da manutencdo do débito cardiaco,
demonstrando que inicialmente o tnus simpético e renal participam na melhora
das funcOes cardiacas, mas que 0 aumento progressivo na pré-carga acaba por
contribuir para as disfungdes do coragdo (adaptado de GUYTON e HALL,
2011). Notar que as alteracGes funcionais, morfoldgicas e neuroenddcrinas
seguem um decurso temporal interdependente, e.g. em momentos agudos, a
disfuncéo sistolica ocorre paralelamente ao influxo de células inflamatdrias para
0 miocardio, e em momentos mais cronicos, a disfuncdo diastdlica progride a
medida que o tecido cicatricial se expande. Painel E: Terapéutica preconizada
pela Sociedade Europeia de Cardiologia (McMURRAY et al., 2012) para cada
uma das distintas fases da transi¢do entre o infarto miocérdico e a faléncia
cardiaca, tornando evidente a auséncia de abordagens atuais que visem
modificar a fase mais critica para o reparo tecidual (adaptado a partir de
FRACCAROLLO etal., 2012).

13 TERAPEUTICA UTILIZADA NO INFARTO AGUDO DO
MIOCARDIO E NA FALENCIA CARDIACA

1.3.1 Em casos de emergéncia

Aproximadamente 50% dos pacientes que sofrem um episddio
agudo de IM apresentam alguma doenca vascular associada. No entanto,
no primeiro momento de intervencdo médica, na grande maioria dos
casos, apenas a artéria relacionada ao infarto deve ser tratada (NIELSEN
et al.,, 2011). Um dos procedimentos mais utilizados nestes casos de
emergéncia é a reperfusdo arterial, que pode ser realizada de forma
mecénica, através da colocagdo de um cateter ou ainda, através da
colocacdo de um stent, ou de forma farmacolégica, por meio de um
procedimento conhecido como fibrindlise. Em ambos os casos, para a
realizacdo dos procedimentos, faz-se a intervencéo farmacoldgica com o
uso de agentes antitrombdticos (e.g. heparina e aspirina) e nitratos
organicos (para controle da angina e dos espasmos coronarianos) (STEG
etal., 2012).

E preconizado que o procedimento de reperfusdo arterial deve ser
realizado somente quando o inicio dos sintomas que caracterizam um
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evento isquémico (caracteristicas clinicas como dor no peito,
desconforto mandibular ou epigastrico e fadiga, além de elevacdo
persistente do segmento ST e possibilidade de bloqueio atrioventricular)
ndo ultrapassa 12 horas, ou ainda, quando ha isquemia em curso, sem ter
se iniciado o processo de necrose (NIELSEN et al., 2011).

Em modelos experimentais de lesdo do tipo infarto do miocérdio,
é bem estabelecido que uma obstrucdo permanente do ramo descendente
da artéria coronaria promove lesdes menos pronunciadas do que uma
obstrucdo (com duracdo de 30-60 minutos) seguida de reperfusdo. 1sso
acontece porque, o oxigénio, apesar de essencial para o metabolismo
energético dos cardiomidcitos € uma molécula com grande potencial
oxidativo. Assim, dependendo das condi¢des redox do tecido isquémico
(que dependem do tempo de lesdo transcorrido), a reperfusdo pode
promover resultados opostos: salvar cardiomidcitos da necrose por
isquemia ou aumentar o dano oxidativo no miocardio (DE SOUZA,
2005).

O procedimento cirdrgico com circunscricdo da area infartada
(bypass ou ponte de safena) é recomendado em casos onde a terapia de
reperfusdo arterial ndo é aconselhada, em pacientes nos quais o
procedimento de reperfusdo foi realizado, mas néo foi efetivo ou ainda,
em casos mais graves como quando ha o comprometimento de multiplos
vasos sanguineos cardiacos (STEG et al., 2012).

1.3.2  Principais terapias apds hospitalizagéo

Como vimos, a doenca cardiaca coronariana ¢ uma condi¢do
crbnica, de modo que os pacientes que se encontram em processo de
recuperacdo (que dura até o final da vida) apresentam alto risco de
desenvolver novos eventos isquémicos e, ndo raro, morte prematura.
Algumas intervencbes podem auxiliar na melhora da qualidade de vida
do paciente ap6s o infarto agudo do miocéardio. No entanto, muitas
dessas intervengdes podem demorar alguns meses para serem
implementadas, como é o caso das mudancas no habito de vida (FOX et
al., 2010). Essas mudangas incluem parar de fumar, controlar a presséo
arterial e o peso, alterar dieta alimentar e iniciar um programa de
reabilitacdo fisica (que inclui ndo apenas atividade fisica per se, mas
também, mudancas que visem diminuir o nivel de estresse) (STEG et
al., 2012).

Com relacdo a terapia farmacoldgica, sdo utilizados desde o
inicio agentes antitrombdticos (preferencialmente a aspirina; estes
agentes sdo usados por tempo indeterminado) e antiplaquetarios
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(normalmente bloqueadores do receptor ADP — adenosina difosfato -
usados por tempo limitado). Ainda, os beneficios do uso em longo prazo
de beta-bloqueadores, estatinas e inibidores da via angiotensina-renina-
aldosterona estdo bem estabelecidos. E comum fazer-se a associacio
entre fArmacos de diferentes classes (STEG et al., 2012).

Em um primeiro momento parece contrassenso fazer uso de
agentes beta-bloqueadores para o tratamento do IM e suas complicacdes.
No entanto, essa terapia tem-se mostrado muito eficaz em alterar a
progressdo da doenca e reduzir os indices de mortalidade (CHEN et al.,
2005). Isso ocorre porque, ao bloquear os receptores B-adrenérgicos,
minimiza-se os efeitos citotoxicos das catecolaminas, prevenindo-se
assim, a morte de um ndmero ainda maior de cardiomidcitos no p6s-1M,
bem como o remodelamento cardiaco induzido pela estimulagdo
adrenérgica excessiva. Outro fator importante é que, uma estimulagdo
simpética excessiva diminui a eficiéncia cardiaca, visto que ao aumentar
a forca e frequéncia cardiaca diminui-se o tempo de relaxamento,
prejudicando o enchimento ventricular e consequentemente, o volume
sanguineo ejetado. O uso de B-bloqueadores impede esses efeitos. Essa
terapia mostrou-se mais efetiva em momentos crénicos da doenca. Um
fator limitante do seu uso € que esses farmacos alteram o metabolismo
da glicose (NAIR et al., 2012).

A reducdo do colesterol continua sendo um componente essencial
de um programa abrangente de prevenc¢do secundaria no pés-IM. Neste
sentido, seus beneficios tém sido claramente demonstrados, visto que
seu uso diminui consideravelmente o numero de ataques cardiacos e a
mortalidade global de pacientes do sexo masculino. Ha ainda evidéncias
de diminuicdo da estenose coronariana (STEG et al., 2012). O
tratamento com estatinas (e.g. sinvastatina e lovastatina) deve ter inicio
logo apds o evento isquémico, quando normalmente sdo prescritas altas
doses do farmaco, sendo estas ajustadas a médio e longo prazo. E
importante mencionar que alguns farmacos cardiacos, como € o caso dos
B-bloqueadores e também, farmacos diuréticos podem influenciar
adversamente os perfis lipidicos sanguineos (NAIR et al., 2012; STEG
etal., 2012).

E consenso que os inibidores da enzima conversora de
angiotensina (iECA) (e.g. Captopril) podem ser prescritos para pacientes
que apresentam fracdo de ejecdo menor do que 40% ou ainda, para
pacientes que sofrem de faléncia cardiaca desde momentos agudos apds
IM. InGmeros estudos mostram que essa terapia é segura e normalmente
bem tolerada logo nas primeiras fases pés-evento isquémico, sendo que
seus beneficios podem ser observados desde a primeira semana de
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tratamento. O uso de iECA estd associado a uma pequena, porém
significativa, reducdo na mortalidade (em torno de 7%). Vale ressaltar
também que os iECA apresentam alguns diferenciais importantes, como:
aumentam a sensibilidade a insulina (relevante no caso de pacientes
diabéticos, intolerantes a glicose ou resistentes a insulina) e,
principalmente, apresentam papel profilatico ao prevenir a progressao da
doenca. Isso ocorre, pois a angiotensina Il € um importante regulador do
crescimento celular no musculo liso vascular e no miocéardio, e ao
impedir sua formagdo ou ainda, minimizar seus efeitos, os iECA
limitam o processo de hipertrofia vascular ou miocardica que
normalmente esta presente durante a progressdo da doenca isquémica
(NAIR et al., 2012).

Os pacientes que ndo toleram os iIECA podem fazer uso dos
bloqueadores dos receptores da angiotensina. Os trabalhos que
avaliaram os farmacos desta classe (e.g. Losartan) como alternativas aos
iECA, ndo mostraram nenhuma diferenca entre os tratamentos, inclusive
na mortalidade, que foi igual entre os grupos (STEG et al., 2012).

Farmacos antagonistas da aldosterona também tém sido utilizados
para o tratamento do IM e da faléncia cardiaca. Ainda que inicialmente
ndo fossem considerados como tratamento de primeira escolha, um
grande estudo clinico publicado no ano 2000 (ZANNAD et al., 2000)
revelou que os farmacos dessa classe poderiam diminuir a mortalidade
apo6s o IM em até 30% - um nimero bastante expressivo. Foi a partir
desse estudo que os antagonistas da aldosterona ganharam importancia,
dando-se énfase ndo apenas para 0 estudo acerca deles, mas
principalmente, estimulando-se seu uso clinico (NAIR et al., 2012).

Desde uma perspectiva cardiovascular, tem-se mostrado que o
bloqueio da aldosterona previne a hipocalemia induzida pelos diuréticos,
prevenindo desta forma, a ocorréncia de arritmias ventriculares. Além
disso, esse blogueio diminui a producdo de angiotensina Il (NAIR et al.,
2012). E curioso notar, contudo, que esses efeitos cardiovasculares
promovidos por antagonistas da aldosterona sdo muito menos marcantes
que os efeitos de drogas como os iIECA e os beta-bloqueadores, e, ainda
assim, essas drogas sao significativamente mais eficazes em diminuir a
mortalidade p6s-IM (~30% para a espironolactona contra ~7% do
ramipril). Como podem ser explicados, portanto, efeitos tdo expressivos
desses farmacos? A resposta para essa aparente contradi¢do reside no
fato de que ao bloguear os receptores mineralocorticoides (MR),
farmacos como a espironolactona interferem profundamente nos
processos inflamatorios pertinentes ao reparo da lesdo miocardica.
Assim, tem sido demonstrado que antagonistas MR aceleram a
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resolucdo da inflamacdo pos-IM, pois favorecem que os macréfagos
desenvolvam um fenétipo anti-inflamatério mais rapidamente
(FRACCAROLLDO, et al., 2012).

Descobertas dessa natureza reforcam a importancia de se buscar
alternativas para modulacdo dos aspectos do reparo da lesdo miocardica,
contemplando-se assim o coracdo, além dos limites da fisiologia e da
farmacologia cardiovascular.

1.3.3  Alacuna terapéutica - o reparo tecidual

E indiscutivel que medidas como impedir a morte de maior
nimero de cardiomidcitos pelo processo de isquemia e modular a
funcdo cardiovascular com o intuito de restabelecer as condicdes
hemodinamicas que foram alteradas, sdo imprescindiveis no contexto de
um infarto miocardico. Desta forma, como vimos até aqui, as
alternativas terapéuticas atualmente disponiveis estdo voltadas para a
resolucdo desses processos. No entanto, com o foco limitado em
diminuir ou retardar a progressdo da doenca, uma fase fundamental do
IM é negligenciada, a fase inflamatéria, criando desta forma uma
importante lacuna terapéutica, como pode ser visto na Figura 3, painel E
(ERTL e FRANTZ, 2005; FRANGOGIANNIS, 2008).

Essa lacuna terapéutica se torna muito séria quando se leva em
consideracdo que uma vez iniciado o infarto agudo do miocéardio, a
janela temporal para a recuperagdo da viabilidade dos cardiomidcitos é
muito pequena. E ainda, quando implementada em momentos crénicos
(quando a faléncia cardiaca ja esta instaurada) a terapia disponivel pode
fazer muito pouco ou quase nada pela recuperacgéo do tecido miocardico.
Em contrapartida a estas duas afirmativas se sabe que a janela temporal
para intervencdo sobre o processo de recomposicdo do tecido é muito
mais ampla. Corroborando com isso, trabalhos recentes tém mostrado
gue pode ser de grande valia terapéutica modificar a forma como ocorre
0 processo de cicatrizacdo miocardica pés-infarto, abrindo espaco para
um processo reparatério menos restritivo a funcéo cardiaca (VAN DER
LAAN et al., 2012; ERTL e FRANTZ, 2005; FRANGOGIANNIS,
2008).

1.4 CORAGAO ALEM DA CARDIOLOGIA
Nao ha davidas de que o tamanho da area infartada configura-se

como um fator determinante para o desenvolvimento da faléncia
cardiaca. Ademais, é bem sabido que outros aspectos hemodinamicos
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como uma reducdo na fracdo de ejecdo maior que 45% ou redugdes na
pressdo arterial diastdlica afetam negativamente o progndstico do pos-
IM. No entanto, a despeito da importancia desses indices ja candnicos,
hoje sabemos que o prognéstico do po6s-IM ndo estd totalmente
circunscrito dentro dos limites da fisiologia cardiovascular, e que a
relagdo entre o tamanho do infarto e a severidade da faléncia cardiaca
ndo segue uma l6gica tdo linear. I1sso se da assim porque, além da leséo
em si, outro fator fundamental é o0 modo como o reparo dessa lesdo se
estabelece, um evento de natureza inflamatoria. E preciso, portanto,
reconhecer que apés um episédio de infarto agudo do miocardio o
coragdo é um oOrgdo em franco processo de reparo tecidual, como
qualquer outro tecido inflamado. Isso amplia as discuss@es do infarto e
da faléncia cardiaca para além das fronteiras da cardiologia (ERTL e
FRANTZ, 2005; VAN DER LAAN et al., 2012).

Estd amplamente demonstrado na literatura que a atividade
imunoldgica é um fator preponderante em determinar a qualidade do
reparo tecidual de lesdes cutdneas e de lesbes do tecido nervoso
(COWIN, et al., 1998; SCHWARTZ e COHEN, 2000). Assim sendo,
dependendo do modo como se desenvolve a atividade imunolégica em
decorréncia das lesdes nos diversos tecidos, ela pode promover desde
um reparo excessivamente fibrotico, até um reparo regenerativo. No que
diz respeito aos processos de reparo tecidual decorrentes do IM, a
situacdo ndo é diferente, de modo que a atividade imunoldgica parece ter
uma participacdo essencial no desenvolvimento do remodelamento
adverso e da faléncia cardiaca (STRAMER et al., 2007; HOFMANN et
al., 2012).

InGmeras evidéncias indicam que o desenvolvimento de uma
reacdo inflamatoria exagerada na fase inicial do p6s-1M pode resultar no
remodelamento adverso e afetar diretamente o prognostico da doenca,
levando ao desenvolvimento da faléncia cardiaca. Estudos clinicos
mostram que fazem parte dessas evidéncias o aumento do nimero de
neutréfilos e mondcitos no sangue dos pacientes e ainda, foi sugerido
gue a infiltracio macica dessas células no coracdo associada a
degradagdo excessiva da matriz extracelular contribuem com a expanséo
do infarto e podem levar a dilatagdo ventricular, formacdo de aneurisma
e até mesmo, ruptura cardiaca (HOFMANN et al., 2012).

Além disso, foi demonstrado que em decorréncia das lesdes
isquémicas do miocardio ocorre a liberacdo de proteinas citosélicas de
cardiomidcitos, as quais passam a se configurar como antigenos
cardiacos, induzindo uma resposta autoimune que é deletéria as funcdes
cardiacas. Assim, observou-se que linf6citos auto-reativos podem
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migrar para 0 miocardio lesado e promover necrose de cardiomiécitos
saudaveis, aumentando, portanto, a area de infarto (VARDA-BLOOM,
et al., 2000) e promovendo maior inflamacdo e fibrose, contribuindo
com o remodelamento cardiaco adverso (LIAO e CHENG, 2006;
RAMOS, et al., 2012).

Com base no que foi exposto, torna-se compreensivel que mesmo
lesbes isquémicas inicialmente pequenas possam ter um prognéstico
ruim pois, mais importante que a lesdo per se, é o modo como o
organismo reage a ela (NAHRENDOREF et al., 2007). Os principais
fatores que influenciam o progndstico do infarto miocardico e da
faléncia cardiaca, com énfase nos eventos imune-inflamatorios
encontram-se apresentados no Quadro 1.

Quadro 1. Fatores que afetam negativamente o prognostico apés o IM.

Canénicos
- Diabetes
- Fracdo de ejecdo < 45%
- Dimenséo da leséo
- Edema pulmonar
- Fibrilacdo atrial

Imune-inflamatdrios
- Monocitose ou monocitopenia
- Tratamento com corticoides
- Anticorpos anti-troponina
- Linfécitos T autorreativos
- Esplenectomia (experimental)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Uma vez reconhecendo-se que a atividade inflamatéria define a
qualidade do reparo tecidual, bem como a progressdo do IM, torna-se
evidente a necessidade de novas abordagens terapéuticas que visem
modificar esses processos de reparo. Inclusive, cabe mencionar nesse
momento que recentes trabalhos tém mostrado que as abordagens
terapéuticas convencionais (cujo racional terapéutico foi desenhado para
resgatar aspectos hemodindmicos) devem seu sucesso clinico ao fato de
também modularem fenémenos relacionados com o reparo tecidual —
ndo sdo somente farmacos cardiovasculares (ERTL e FRANTZ, 2005,
FRACCAROLLO et al., 2012).
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Além dos farmacos antagonistas da aldosterona, ja mencionados
anteriormente, dados experimentais e clinicos mostram que os farmacos
iECA, B-bloqueadores e estatinas interferem positivamente no processo
de reparo tecidual pés-IM. Esses farmacos atuam diminuindo a
expressdo de determinadas citocinas, reduzindo o infiltrado leucocitario
e ainda, reduzindo a deposi¢do de colageno, contribuindo desta forma,
com um bom prognéstico (ERTL e FRANTZ, 2005).

1.5 DA BANCADA AO LEITO - NOVAS ABORDAGENS
TERAFjEUTICAS VOLTADAS PARA O REPARO DA LESAO
MIOCARDICA ISQUEMICA

A principal abordagem terapéutica que vem sendo desenvolvida
para melhorar o reparo cardiaco pés-IM é a administracdo de células
pluripotentes que, em tese, seriam capazes de se diferenciar em novos
cardiomidcitos. Porém, a despeito desse promissor racional terapéutico,
ressalta-se que diversos estudos tém demonstrado que 0s possiveis
efeitos benéficos da terapia celular parecem depender mais de uma
modulacdo do microambiente inflamatério no local das lesdes do que de
sua transformacdo direta em novas células contrateis (MURRY et al.,
2004).

Outra possibilidade de se intervir terapeuticamente no reparo
tecidual cardiaco é através da modulacdo da resposta inflamatoria pds-
IM. Assim, diversos autores tém se proposto a desenvolver terapias anti-
citocinas (ou anti-quimiocinas) que modulem a sinalizacdo de eventos
inflamatdrios especificos. Cabe ressaltar, no entanto, que a modulagéo
terapéutica das citocinas torna-se muito dificil uma vez que a grande
maioria delas apresenta papel dual, dependendo do momento e do nivel
de sua expressdo (FRANTZ, et al., 2009). Um exemplo disso é que a
administracdo de citocinas inflamatérias como a interleucina-1p em
momentos agudos do pés-IM é capaz de diminuir o dano cardiaco
(BROWN et al., 1992). No entanto, a ativacdo desta mesma citocina em
momentos tardios se mostrou deletéria, aumentando a area de infarto e a
dilatacdo ventricular (MERKLE et al., 2007).

De maneira similar, o fator de necrose tumoral (TNF) também
parece apresentar efeitos duais no contexto do p6s-IM. Por um lado,
observou-se que esta citocina é capaz de mimetizar varios dos sintomas
da faléncia cardiaca, de modo que camundongos que expressam
guantidades supra-fisioldgicas desta citocina desenvolvem faléncia
cardiaca. Por outro lado, camundongos com delecdo génica para
receptores de TNF apresentam significativo aumento no tamanho da
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area infartada ap6s obstrucéo das artérias coronarianas (BRYANT et al.,
1998). Considerando-se essa dualidade no papel de diversas citocinas no
reparo tecidual, é provavel que esse tipo de abordagem terapéutica seja
simplista demais para avancar a ponto de permear novas praticas
clinicas. Assim alguns autores tém buscado outros caminhos para
modificar a atividade imuno-inflamatéria apés o M.

Além de abordagens que visam modificar aspectos humorais da
resposta inflamatoria, outra possibilidade aventada é a modulacdo do
fendtipo dos leucdcitos envolvidos nessa resposta. Ao remover as
células apoptéticas do tecido lesionado, os macr6fagos mudam seu
fendtipo celular, de modo a antecipar a resolucdo do processo
inflamatdrio (RAMOS et al., 2007; BET, 2008). Assim, eles deixam de
promover inflamacdo e degradacdo do tecido e passam a ativar
mecanismos de reconstrugdo tecidual (e.g. deixam de expressar
metaloproteinases e passam a sintetizar matriz extracelular). O principal
mecanismo através do qual os macréfagos sdo capazes de reconhecer as
células apoptoticas € através da interacdo com a fosfatidilserina exposta
na membrana de células que iniciam o processo de apoptose. Com base
nessas informagdes, Harel-Adar e colaboradores (2011) observaram que
a administracdo de lipossomas contendo fosfatidilserina foi capaz de
promover alguns beneficios como angiogénese e
prevenc¢do/retardamento do remodelamento cardiaco adverso. Inclusive
ja foram realizados testes clinicos em humanos onde se testou a
administragdo de leucdcitos autlogos apoptéticos (teste ACCLAIM) no
gual se encontrou beneficios em pacientes cuja faléncia cardiaca néao
havia sido deflagrada por IM (TORRE-AMIONE et al., 2008).

Por fim, considerando-se que diversos estudos demonstraram que
ap6s o infarto miocéardico pode haver o desenvolvimento de uma
resposta autoimune contra proteinas cardiacas (MAISEL et al., 1998)
uma nova e promissora abordagem terapéutica pode se dar através da
inducdo de tolerancia imunoldgica a esses componentes (RAMOS et al.,
2012).

1.5.1 Tolerancia imunoldgica

A tolerancia imunolégica que se estabelece aos antigenos
inicialmente contatados pela mucosa oral, também chamada “tolerancia
oral”, foi observada desde muito cedo na histéria da imunologia
(BESREDKA 1909; WELLS 1911) no entanto, s6 despertou o interesse
dos imunologistas a partir dos anos 1970. Atualmente, podem ser
encontrados na literatura centenas de trabalhos acerca deste tema. A
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tolerancia imunoldgica foi classicamente definida como uma supressao
especifica da resposta imune celular e/ou humoral a antigenos
inicialmente contatados pela mucosa oral ou nasal (revisado por FARIA
et al, 1998, FARIA e WEINER, 2005; REIS e MUCIDA, 2012;
PABST e MOWAT, 2012). Virtualmente, qualquer manifestacdo
imune-especifica pode ser suprimida através de diferentes regimes de
administracdo de antigenos orais. O leque vai desde respostas avaliadas
in vivo, como hipersensibilidade do tipo tardia, formacdo de
imunoglobulinas, até pardmetros aferidos ex vivo, como a proliferacdo
de linfocitos e secrecéo de citocinas (FARIA e WEINER, 2005).

De maneira simplificada, o fendmeno conhecido como tolerancia
oral pode ser mencionado da seguinte maneira: se um animal ingeriu ou
recebeu por uma sonda gastrica (gavagem) um antigeno com o qual ndo
teve contato antes, ele responderad com menor intensidade & imunizacéo
(subcutanea, intraperitoneal, etc.) subsequente com o0 mesmo antigeno
(em adjuvantes), quando comparado a um animal-controle que néo
ingeriu o antigeno (VAZ et al., 1977; VERDOLIN et al., 2001; RAMOS
et al., 2009). Uma representacdo ilustrativa acerca desse fenémeno
encontra-se ilustrada na Figura 4.

A tolerancia oral ndo estd completamente esclarecida do ponto de
vista do seu mecanismo, no entanto alguns mecanismos celulares e
moleculares ja foram propostos para explicar como os materiais cujo
contato foi feito pela rota oral sdo incorporados ao sistema imunolégico
sem deflagrar respostas progressivas. Alguns autores tém proposto como
mecanismo a delecdo de células T especificas para o antigeno tolerado,
inducdo de anergia, ou ainda supresséo por células T regulatérias. Sabe-
se, por exemplo, que o fator transformador de crescimento beta (TGF-f3)
tem sido apontado como molécula central nesse fendbmeno que é
dependente do particular contexto dos 6rgdos linfoides associados a
mucosa (MOWAT, 2003). No entanto, essa é ainda uma &rea pouco
estudada na imunologia, devido ao fato de ter sido historicamente pouco
explorada. Dependendo da dose do antigeno administrada, da linhagem
de animal estudado, ou do modelo experimental abordado, as
particularidades moleculares variam enormemente (FARIA e WEINER,
2005).

E importante mencionar que a tolerancia oral n4o se trata de uma
mera omissdo ou auséncia de resposta do organismo. J& foi demonstrado
qgue a tolerancia oral é um fenbmeno que envolve plena ativacdo
linfocitaria (CASTRO-JUNIOR et al., 2012) e que demanda a presenca
de um sistema imunoldgico totalmente desenvolvido, ndo podendo ser
induzida em animais neonatos ou senis (FARIA et al., 1998). Além
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disso, a tolerancia oral pode ser transferida de um animal tolerante para
um animal naive através da adocdo de células esplénicas, ou mesmo do
soro (CUNHA et al., 2008). Por um lado, o grupo de Weiner tém
sugerido que os linfdcitos T-CD4+ ativados no contexto intestinal se
desenvolvem como um grupo discreto de células que secretam citocinas
anti-inflamatorias, como IL-10 e/ou TGFbeta (FARIA e WEINER,
2005).

Figura 4. A ""tolerancia oral™.

agua nao
tolerante
antigeno
dias
antigeno
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Il nao tolerante
B tolerante

Animais que ingeriram uma dada proteina podem desenvolver refratariedade a
formacdo de anticorpos, se subsequentemente forem imunizados com a mesma
proteina por via parenteral (por ex., intraperitoneal com adjuvantes). Extraido
de VAZ E FARIA, 1993.

N&o sendo uma simples negagdo protelada, como entender entao
a tolerancia oral? Dados de Verdolin e colaboradores (2001) sugerem
que esse fendmeno pode ser descrito nos termos de estabilizacdo da
atividade imunolégica. Dependendo da dose administrada oralmente, a
supressdo da resposta a exposicdo parenteral do antigeno é reduzida a
diferentes patamares. Eventualmente as respostas sdo completamente
abolidas, mas eventualmente sdo quase mantidas inalterada, caso a dose
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de antigeno ingerida seja suficientemente baixa. Acontece, porém, que
guando animais tornados “parcialmente tolerantes” sdo novamente
expostos a subsequentes desafios com o antigeno (boost), ndo se observa
um aumento progressivo da resposta, como aconteceria no caso da
imunizagdo. Dito de outra maneira, animais tolerantes ndo apresentam
aquilo que se chama “memdria” imunolégica. Assim, a principal
diferenca entre tolerancia e imunidade ndo seria auséncia ou presenca de
resposta, mas a estabilizacdo de um patamar de atividade (VERDOLIN
et al.,, 2001). Nelson Vaz tem feito um grande esforco para chamar
atencdo que a principal diferenca entre tolerancia e imunizacdo € a
conservagdo de um modo de operar estavel, que ndo reage
progressivamente a cada novo encontro (e.g. VAZ et al., 2006).

Castro-Junior e colaboradores (2012) realizaram um recente
estudo comparando o perfil cinético de ativacdo celular entre animais
tolerantes e imunizados e chegaram a uma interessante conclusdo: a
principal diferenca mecanistica entre estes grupos esta na cinética e ndo
simplesmente no perfil de ativacdo celular. Animais tolerantes também
apresentam uma resposta inflamatdria inicial, porém transiente, ja que
prontamente mobilizam células secretoras de IL-10 e TGFbeta. Animais
imunizados também resolvem a resposta imune através da producdo das
mesmas citocinas, porém o fazem tardiamente.

A tolerancia oral ou nasal se mostrou como uma alternativa eficaz
no tratamento experimental de diversas doencas auto-imunes (e.g.
encefalite, uveite, tireoidite, artrite, diabetes) e ndo auto-imunes (e.g.
asma, aterosclerose, alergias, colite, derrame, modelos da doenca de
Alzheimer) (FARIA e WEINER, 2005), assim como durante o reparo de
lesbes cutaneas (COSTA et al., 2011).

Por fim, levando em conta o fato de que contatos antigénicos
iniciados no contexto da mucosa intestinal direcionam a atividade
imunol6gica para um perfil tolerogénico, em trabalhos prévios
realizados em nosso laboratério foi desenvolvido um protocolo de
tratamento oral com um extrato cardiaco realizado previamente a
inducdo das lesdes miocardicas. Este protocolo mostrou-se eficaz em
promover tolerancia imunolégica aos componentes cardiacos, e isto se
correlacionou com uma menor inflamagdo e fibrose pds-infarto.
Sobretudo, o desenvolvimento de tolerdncia imunolégica aos
componentes cardiacos foi capaz de prevenir a disfuncdo cardiaca pds-
infarto (RAMOS et al., 2012). Uma representacdo esquematica dos
principais achados de nosso grupo encontra-se resumida na Figura 5.

Cabe mencionar que, ainda que esses achados apontem para uma
interessante e promissora possibilidade terapéutica, eles sdo bastante
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incipientes, e que essa abordagem precisa ser explorada com maior
profundidade. Nesse contexto é que se insere a proposta deste trabalho.

Figura 5. A relagdo entre atividade imunolégica e o reparo tecidual
cardiaco pds-lesdo isquémica.
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(A) Perfil temporal das alteracfes poOs-lesdo, indicando a necrose (inferida a
partir da quantificagdo da atividade plasmética das enzimas lactato
desidrogenase e creatina quinase), inflamacdo e fibrose (mensuradas
histologicamente), bem como da funcdo cardiaca (avaliada através da
preparacdo de Langendorff). Importante perceber que o desenvolvimento de
uma autorreatividade imunolégica se desenvolve com um perfil temporal
semelhante ao da deposicdo de coldgeno no miocardio. Nesse contexto,
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encontramos previamente que animais tornados tolerantes aos antigenos
cardiacos seguem um reparo tecidual menos fibrético (analisado em cortes de
coragdo corados com picrosirius em B) e com menor prejuizo motor (C).
FONTE: RAMOS, 2011.

1.6 PROPOSTA DE TRABALHO

Com base no que foi exposto, acreditamos que se faz necessario
dar continuidade ao trabalho iniciado anteriormente por nosso grupo,
com enfoque principal nas consequéncias funcionais cardiacas da
tolerancia imunolégica aos componentes do coragdo expostos no
contexto da lesdo miocérdica. E ainda, estudar em maiores detalhes
como esse protocolo modifica o processo inflamatério e,
consequentemente, o reparo do miocéardio lesionado.



52



53

2

2.1

OBJETIVOS
GERAL

Nossos objetivos no presente trabalho sdo: (1) esclarecer em

maior detalhe como a tolerancia imunolégica a antigenos cardiacos
influencia a funcionalidade do miocérdio lesionado; e (2) investigar
como este tratamento é capaz de modular o reparo tecidual cardiaco ao
interferir na cinética e no fenétipo do infiltrado leucocitéario.

2.2

ESPECIFICOS

Ao focar nossas atencgBes sobre as interfaces entre a fisiologia

cardiaca e a atividade imunoldgica que surge apés o infarto miocérdico,
nossos objetivos no presente trabalho incluem:

1.

Estudar em maiores detalhes como a ingestdo de proteinas
cardiacas anteriormente a indugdo da lesdo miocardica é capaz de
promover tolerncia imunoldgica aos componentes do corag&o;
Observar o desempenho cardiaco apds a inducdo de lesdo
miocardica do tipo infarto e ainda, a influéncia do protocolo de
tolerdncia imunoldgica sobre a atividade cardiaca, através da
realizacdo de medidas hemodindmicas feitas por meio da
utilizacdo de um catéter especifico que fornecera informacdes
sobre pressao e volume intraventricular cardiaco e suas derivadas
a cada ciclo cardiaco;

Avaliar de forma cinética o perfil do infiltrado inflamat6rio no
miocardio lesionado através de abordagem imunohistoquimica.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizados ratos da
linhagem Wistar com aproximadamente 90 dias de idade, pesando entre
300 e 350 g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e mantidos no Biotério
Setorial do Departamento de Farmacologia em ambiente com
temperatura (22 £ 2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 h)
controladas automaticamente. Agua e racio foram fornecidos & vontade.
Todos os protocolos realizados foram previamente avaliados e
aprovados pelo Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) sob o numero de Protocolo
PP00469 e estdo de acordo com as diretrizes do Conselho Nacional de
Controle de Experimentagdo Animal (Diretriz Brasileira para o Cuidado
e a utilizacdo de Animais para fins cientificos e didaticos-DBCA, 2013;
CONCEA).

3.2 MODELO EXPERIMENTAL

Lesfes miocardicas foram induzidas nos animais mediante a
administracdo subcutanea de isoproterenol-DL-sulfato (150 mg/Kg) por
dois dias consecutivos, de acordo com o modelo previamente
estabelecido por Rona et al., (1959) e ja bem documentado na literatura
(PARISSIS et al., 2002; DOBACZEWSKI et al., 2010; MATZINGER e
KAMALA, 2011). Esse protocolo promove uma lesdo miocéardica
isquémica com caracteristicas semelhantes ao infarto do miocérdio
(RONA et al., 1959), causando a morte de 10-20% dos animais logo
apos a primeira injecdo de isoproterenol.

Aspectos morfoldgicos foram avaliados 1, 3 e 7 dias apds a
segunda administracdo de isoproterenol, enquanto que 0s aspectos
funcionais cardiacos foram avaliados 3 e 15 dias apds.

3.3 GRUPOS EXPERIMENTAIS

O presente estudo contou com trés grupos experimentais: um
composto de animais sem qualquer manipulagdo (naive ou controle;
CTR); um grupo de animais submetidos a lesdo cardiaca induzida por
isoproterenol (ISO); e um grupo de animais submetidos ao protocolo de
tolerancia oral a antigenos cardiacos sete dias antes da indugéo da lesao
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cardiaca (TOL + ISQ). Observagdes preliminares mostraram que o
tratamento oral com antigenos cardiacos ndo promoveu nenhuma
alteracdo nos parametros avaliados em ratos naive e, portanto, por
questdes de bem-estar animal e economia, este grupo ndo foi avaliado
rotineiramente.

3.3.1 Preparo de extrato cardiaco

Coraces de animais normais foram coletados, ambos ventriculos
esquerdo e direito foram separados e picados em solucdo de Hanks
resfriada a 4°C, e depois homogeneizados mecanicamente, conforme
previamente descrito na literatura (TOOD et al., 1983). Em seguida, esta
solucdo foi congelada e descongelada por trés vezes em nitrogénio
liquido, e depois centrifugada a 1000 x g por 15 minutos, conforme
padronizado por Ramos (2011). A concentragdo de proteinas sollveis
presentes no sobrenadante deste extrato cardiaco foi quantificada através
da técnica de Bradford e ajustada para ser administrada conforme o
interesse.

3.3.2 Protocolo de tolerancia oral

Com o intuito de se reforcar a tolerancia natural aos componentes
cardiacos por meio do processo de tolerancia oral, os animais receberam
trés administracfes orais (gavagem), em dias consecutivos, da solucéo
de extrato cardiaco contendo 20 mg de proteinas totais (em um volume
de 250 ul de PBS), 7 dias antes da inducdo da lesdo cardiaca com
isoproterenol (grupo TOL+ISO). A escolha deste protocolo de tolerancia
oral foi baseada em nossa experiéncia prévia acerca do tema e em outros
trabalhos da literatura (DOBACZEWSKI et al., 2010; PORTER e
TURNER, 2009). A escolha da dose de proteinas cardiacas totais foi
baseada em trabalhos prévios que promoviam tolerdncia oral a
ovalbumina (CARVALHO et al., 1994; 1996; 1997; VERDOLIN et al.,
2001; RAMOS et al., 2009).

34 PARAMETROS AVALIADOS
3.4.1 Parametros funcionais cardiacos

3.4.1.1 Anélise in vivo da funcdo cardiaca por meio da avaliacdo das
relagdes de pressao e volume intraventricular a cada ciclo cardiaco
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Trés e quinze dias apds a inducdo da lesdo cardiaca do tipo
infarto (segunda dose de isoproterenol), os animais foram anestesiados
com uma mistura de quetamina e xilazina (100/20 mg/Kg; i.m.) e
posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa aquecida a 37°C. Apds
a confirmacdo da auséncia de resposta a estimulos externos de
pingamento dos membros pélvicos e da cauda, realizou-se puncdo da
veia caudal lateral para a insercdo de um catéter intravascular (24G)
para a administracdo de heparina (10 Ul), com o intuito de se prevenir a
formacdo de coagulos durante todo o procedimento (cateterismo). Em
seguida, o anestésico local lidocaina (2%, sem vasoconstritor) foi
administrado na pele e tecido celular subcutaneo da regido ventral do
pescoco (volume final de 100 pL para cada sitio de administracdo) para
posterior incisdo e divulsdo dos tecidos e localizagdo da veia jugular
esquerda (para administragdo de dobutamina) e localizacdo/isolamento
da artéria carétida direita (para insercdo do cateter intraventricular).

Um cateter especifico (modelo SPR-901, Millar Instruments,
Houston, TX, EUA), composto por quatro eletrodos de condutancia e
um micromandmetro acoplado a um sistema de aquisi¢do de dados e
poligrafo (MPVS-Ultra Single Segment Pressure-Volume Unit®; Millar
Instruments, Houston, TX, EUA; e PowerlLab 4/30® e LabChart® Pro v.
7.3.3, ambos da AD Instruments, Castle Hall, Australia), foi introduzido
retrogradamente no ventriculo esquerdo através da artéria car6tida
direita e permitiu o registro de curvas de relacdo pressdo-volume em
tempo real, as quais puderam revelar importantes alteracbes na
funcionalidade e capacidade de adequacdo do coragdo frente a diferentes
estimulos (Figura 6). A confirmacdo acerca do correto posicionamento
do cateter no interior da camara ventricular foi realizada mediante a
observacdo das curvas ventriculares caracteristicas de pressao e volume
(Figura 7). Apds, seguiu-se um periodo de estabilizacdo de 20 minutos,
necessarios para o restabelecimento das funcgdes cardiacas.
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Figura 6. Esquema representativo do procedimento de cateterismo do
ventriculo esquerdo a partir da artéria carotida direita por meio do cateter
de pressdo-volume (SPR-901, Millar Instruments Inc., Houston, TX, EUA).

Artéria carotidadireita

Ventriculo esquerdo

- Cateter Pressdao-Volume

Fontes: GONCALVES, 2014; PACHER et al., 2008.

Valores basais da pressdo ventricular esquerda (mmHg) e volume
ventricular esquerdo (microlitros, pL) a cada ciclo cardiaco, assim como
pressdo arterial sistémica (mmHg) e frequéncia cardiaca (FC) foram
medidos imediatamente apds o periodo de estabilizacdo, durante 5
minutos. Em seguida, com a finalidade de se avaliar a reserva cardiaca
dos animais, doses crescentes (3, 10, 30 nmol/Kg) de dobutamina
(agonista beta-adrenérgico) foram injetadas na wveia jugular. As
alteragdes hemodinamicas provocadas por cada uma das doses testadas
foram registradas até o término (aproximadamente 5 minutos), e s
entdo a proxima dose foi administrada. Todas a medidas adquiridas ap6s
a estimulagcdo com dobutamina foram obtidas durante o pico méaximo da
resposta gerada pela mesma (em um intervalo de 5 segundos). Ao final
do experimento, ap6és a completa normalizacdo dos pardmetros
hemodinamicos, com o intuito de se determinar o valor de condutancia
paralela, a qual representa a condutividade elétrica ndo desejada da
parede muscular do ventriculo esquerdo e tecidos circunvizinhos, foram
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administrados 30 pL de salina hipertnica (30%) através da veia jugular
esquerda.

Por meio dos valores de pressdo e volume ventricular obtidos, foi
possivel realizar medidas indiretas de pressdo sistdlica final (PSF),
pressdo diastélica final (PDF), volume sistolico final (VSF), volume
diastélico final (VDF), volume de ejecdo (VE), elastancia arterial (E,); e
indices sistélicos como fracdo de ejecdo (FE), trabalho cardiaco (TC),
pico de pressdo intraventricular positiva desenvolvida ao longo do
tempo (dP/dty.x); € indices diastdlicos como a constante de tempo do
relaxamento isovolumétrico (Tau, calculado por meio do método de
Glantz) e o pico de pressdo intraventricular negativa desenvolvida ao
longo do tempo (dP/dty;,). Todas essas derivadas foram calculadas
offline, durante um intervalo de 5 segundos antes da injecdo de
dobutamina (valores basais) ou no pico do efeito gerado por esta droga.

Por fim, o volume e a pressdo foram calibrados pelos métodos da
cubeta (através de areas e volumes conhecidos) e pela interface do
sistema (MPVS-Ultra®, v.2.0; Millar Instruments, Houston, TX, EUA,
respectivamente), de acordo com as instrugdes do fabricante.
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Figura 7. Registro tipico das medidas de pressdo e volume intraventricular
cardiaco obtidos a partir de um animal naive.
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Ao lado esquerdo encontra-se uma curva de pressdo (mmHg) x volume
intraventricular (uL) cardiaco. Ao lado direito encontram-se respectivamente as
medias de pressdo ventricular esquerda (mmHg); pressdo sistémica (mmHg,
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medida na aorta); volume ventricular esquerdo (uL); eletrocardiograma, e
frequéncia cardiaca (bpm). Fonte: Elaborado pelo autor.

Com o intuito de se facilitar o entendimento destes dados,
apresentamos na Figura 8 uma breve descricdo sobre as principais
medidas hemodinamicas realizadas neste trabalho.

Figura 8. Curva representativa de relacdo pressao-volume durante o ciclo
cardiaco.

A Hegio
Fral sistole
A
Volume gjetado
. M Firal disstole
& Enchimento diastoélico
x -

Volume

Os simbolos “M” e “A” abertos indicam o momento de abertura das valva
mitral e adrtica, respectivamente, ao passo que o simbolos fechados indicam o
fechamento das mesmas. O fechamento da valva mitral marca o fim da distole,
enquanto que o fechamento da valva adrtica marca o fim da sistole. As
principais medidas de pressdo e volume sdo realizadas ao final da sistole e da
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diastole (VSF, VDF, PSF, PDF). A diferenca de volume entre o final da sistole
e da didstole indica o volume ejetado a cada ciclo cardiaco, e a normalizagdo do
volume ejetado pelo tempo (uL/s) indica o débito cardiaco. A diferenga entre as
pressdes maxima (final da sistole) e minima (final da diéstole) é denominada
pressdo desenvolvida. As derivadas temporais do desenvolvimento da pressdo
dPdT (mmHg/s) indicam as velocidades de contracdo (derivada positiva) e
relaxamento (derivada negativa). A darea circunscrita dentro da curva de
pressdo-volume é considerada uma medida direta do trabalho cardiaco.

3.4.2 Parametros imunoldgicos

3.4.2.1 Obtencdo do material biolégico para a técnica de
imunohistoquimica

Para se estudar o processo inflamatorio desencadeado pela lesao
miocérdica, utilizou-se tecido cardiaco dos animais infartados 1, 3 e 7
dias apds a segunda administracdo de isoproterenol. Anteriormente a
coleta de material realizada 3 dias ap6s a inducdo da lesdo isquémica,
fez-se a obtencdo dos dados funcionais cardiacos.

Os animais foram sacrificados com uma solugdo contendo altas
doses dos anestésicos quetamina e Xxilazina, administrada por via
intravenosa. Imediatamente apds, os coracfes foram retirados, pesados e
fixados em formalina 4% durante 24 horas. Posteriormente, foram
realizadas sec¢Bes coronais do miocardio (5 wm de espessura), e
processamento histologico rotineiro padrdo, conforme previamente
descrito (RAMOS, 2011; BICCA, 2012).

3.4.2.2 Técnica de imunohistoquimica

Os cortes histologicos foram desparafinados por imersdes
consecutivas em xilol e reidratados por passagens sucessivas em etanol
em concentragdes decrescentes (etanol absoluto, etanol 90%, 80%, 70%,
e enfim, agua). O bloqueio da peroxidase enddégena dos tecidos foi
realizado com o objetivo de se eliminar reacBes inespecificas falso-
positivas. Para tanto, as ldminas foram imersas em solugcéo de peréxido
de hidrogénio a 1,5% e metanol absoluto (v/v) por 20 minutos e em
ambiente escuro, com posterior lavagem em agua destilada. Em seguida,
as laminas foram submetidas ao tratamento para a reativacao antigénica,
visando recuperar os sitios antigénicos mascarados pela fixacdo e
inclusdo do tecido em paraformaldeido e parafina. Desta maneira, foi
preparada uma solucdo composta por cido citrico (0,1 M) e citrato de
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sodio (0,1 M; pH 6,0). As laminas foram imersas nesta solucdo de
reativacdo antigénica e mantidas em banho-maria ajustado para 95-
98°C, durante 45 minutos. Logo apds, ainda como parte do processo de
reativacdo antigénica, as laminas foram retiradas do banho-maria,
mantidas durante 20 minutos a temperatura ambiente e lavadas com
agua destilada. Apo6s a lavagem as laminas foram submersas em PBS.

A imunodeteccdo foi realizada com o0s seguintes anticorpos
contra as proteinas de interesse: IL-10 (anticorpo policlonal produzido
em coelho, Abcam 9969), NOS-2 (anticorpo policlonal produzido em
coelho, Abcam 15323), fosfo-NF-kB-P65 (Ser 536) (anticorpo
monoclonal produzido em coelho, Cell Signal 3033), e arginase-1
(anticorpo policlonal produzido em cabra, Abcam 118884). A solucéo
contendo os anticorpos previamente diluidos foi adicionada sobre os
cortes teciduais e as I[dminas foram mantidas em cdmara Umida a uma
temperatura de 2-8°C, durante 12 a 16 horas. A seguir, as laminas foram
lavadas com PBS a temperatura ambiente. Ap6s a lavagem, os cortes
foram incubados com o anticorpo secundario biotinilado apropriado, em
cdmara Umida, durante 50 minutos, a temperatura ambiente. Apo6s
lavagem do anticorpo secundario ndo ligado, as laminas foram
incubadas com estreptavidina ligada a peroxidase por um periodo de 40
minutos (em cdmara Umida a temperatura ambiente). Por fim, apés
lavagem da estreptavidina ndo ligada, a reacdo da peroxidase foi
detectada com o uso de solucdo cromogena contendo 3,3’-
diaminobenzidina (3,3’,4,4’-tetra-amino-bifenil-tetra-hidrocloreto) e
peroxido de hidrogénio. Os nucleos foram contra-corados em solucéo de
hematoxilina de Harris e lavados com &gua amoniacal. Por fim, as
laminas foram desidratadas através da passagem das laminas em
concentracdes crescentes de etanol (etanol 70%, 80%, 90% e etanol
absoluto), diafanizacdo em xilol e montagem em meio permanente
(Entellan; Merck, Sao Paulo, SP, Brasil). Para cada reagdo foi utilizado
um controle negativo que consistiu na remogao do anticorpo primario da
reacao.

Cinco imagens por corte de tecido foram capturadas e
digitalizadas por uma camera digital acoplada a um microscépio dptico,
adquiridas com ampliagdo de 200 vezes. A quantificacdo relativa da
imunomarcacdo foi obtida através da andlise de densitometria
(densidade optica) automatica, utilizando-se o programa de imagens
NIH ImageJ (NIH; Bethesda, MD, EUA), através do qual fez-se a
quantificacdo de células positivas em relagdo a area total (%), contagem
total de ndcleos (hematoxilina) e a contagem de células positivas
(peroxidase).
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3.5 COMPOSTOS E REAGENTES

Solucéo e sais: salina tamponada com fosfato (PBS, composicéo
em mM: 137 de NaCl; 2,7 de KCI; 1,5 de KH,PO,, e 8,1 de NaHPOy;
pH 7,4).

Compostos anestésicos e/ou sedativos e para analgesia: cloridrato
de xilazina 2% (Anasedan®), e cloridrato de cetamina 10% (Dopalen®),
(ambos Sespo Industria e Comercio Ltda; Paulinia, SP, Brasil);
cloridrato de lidocaina (2%, sem vasoconstritor) (Cristalia, Itapira, Séo
Paulo, Brasil).

Outros compostos: heparina sédica 5000 Ul/ml (Cristélia, Itapira,
Sédo Paulo, Brasil); dobutamina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO,
EUA).

Anticorpos e reagentes para imunohistoquimica: 1L-10 (ab9969),
NOS-2 (ab15323), e arginase-1 (ab118884), (todos obtidos da Abcam,
Cambridge, MA, USA); fosfo-NF-kB-P65 (Ser 536) (3033) (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA); entellan e &cido citrico,
(obtidos da Merck, Sdo Paulo, SP, Brasil); isopropanol, etanol, metanol,
acetona, xilol, paraformaldeido e citrato de sédio (todos, Vetec, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil); hematoxilina de Harris (Newprov, Pinhais, PR,
Brasil); peroxido de hidrogénio (Dako Cytomation, Glostrup,
Dinamarca).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média (E.P.M.), de um ndmero (n) de animais que variou entre 6 - 8
por grupo (hemodinamica) ou 3-5 por grupo (histologia). Apos verificar
a normalidade, os resultados de interesse foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA) (uma ou duas vias), sendo que, quando a ANOVA
revelou uma interagdo significativa entre as varidveis, o teste post-hoc
de Tukey com medidas repetidas foi utilizado. Os dados foram
considerados estatisticamente diferentes quando P < 0,05 (indicado por
* ou #). A anélise estatistica foi realizada através do programa GraphPad
Prism™ (San Diego, CA, USA).



65

4 RESULTADOS
4.1 PARAMETROS FUNCIONAIS CARDIACOS

Os valores basais dos parametros hemodinadmicos avaliados séo
apresentados na Tabela I, sendo que uma compilacdo dos resultados
mais importantes é apresentada como graficos de barras nas Figuras 9 e
11. Conforme sugerido por Pacher e colaboradores (2008), o0s
pardmetros fragdo de ejecdo e trabalho cardiaco foram considerados
como principais indices sistdlicos, enquanto que a constante de tempo
do relaxamento isovolumétrico (Tau) e o pico de pressao
intraventricular negativa desenvolvida ao longo do tempo (dP/dtn),
foram considerados como 0s mais representativos parametros da funcao
diastolica.

A administragdo de isoproterenol (150 mg/Kg) provocou, de
forma aguda, severa disfuncdo sistélica e diastolica cardiaca. Assim
sendo, 3 dias apds a segunda injecdo de isoproterenol observou-se
significativa redugdo na fracdo de ejecdo (CTRL: 73,4% + 2,8; I1SO:
44,6% £ 6,3; P < 0,05 entre CTRL e grupo ISO) e dP/dt., (CTRL: -
7174 mmHg/s = 216; 1SO: -5367 mmHg/s + 870; TOL+ISO: -5915 +
317; P < 0,05 entre CTRL e grupo ISO) (Figura 9A, D). Os parametros,
trabalho cardiaco (Figura 9C) e Tau (Figura 9B) apresentaram
resultados similares, porém, ndo apresentaram significancia estatistica.
Adicionalmente, observou-se que a reducdo na fracdo de ejecdo ocorreu
em paralelo com o aumento no volume sistélico final (VSF) (Tabela 1),
confirmando o dano sistélico produzido pela administracdo de
isoproterenol. E importante salientar que, no mesmo periodo de
avaliacdo, animais tornados imunologicamente tolerantes aos antigenos
cardiacos previamente a inducdo da lesdo miocardica, apresentaram
fracdo de ejecdo preservada (Figura 9A) e volume sistolico final (VSF)
semelhante ao fisioldgico (Tabela 1) (TOL+1SO: 74.3% + 4.4; P < 0,05
guando comparado ao grupo ISO).
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Figura 9. Parametros hemodinamicos basais medidos 3 dias apds a indugéo
da lesdo cardiaca do tipo infarto.
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Os gréficos representam a média + E.P.M. obtidos de 8-10 animais por grupo.
Teste estatistico: ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc de Tukey.
CTR: barras abertas, animais naive; grupo ISO: barras fechadas, animais
injetados com isoproterenol como modelo de infarto do miocérdio, conforme
detalhado na secdo Métodos; grupo TOL+ISO: barras hachuradas, animais
tratados por via oral com extrato cardiaco para indugdo de tolerancia
imunoldgica 7 dias antes da administracdo de isoproterenol. O simbolo *
representa p < 0,05 em relagdo ao grupo controle e, # representa p < 0,05 em
relacdo ao grupo I1SO.
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Tabela 1. Parametros hemodinamicos: valores basais.

Parametro CTR 1SO 3d TOL+ISO 1SO 15d TOL+ISO
3d 15d
T [ I |
FC (bpm) 264 £ 6 299 + 22 255+7 262 £ 6 256 +5
PSF
994+43 932075 923+39 104,1+3,7 1109+56
(mmHg)
PDF
7712 122+13 10,712 94+15 127+1,7*
(mmHg)
929+ 98,8 +
VSF (L) 431+39 22 4% 22,7148 26.3% 40,1+5,8
108,10 + 1332 146,7 £
VDF (uL) 168 216 85,9+9,8 253 80,3+12,6
VE (unL) 883+116 519+44 656+95 679+6,6 52,7+52
DC
. 21,7431 159+23 171+26 179+20 140+28
(mL/min)
dP/dtax 6575 *
(mmHgls) 7674 + 302 1053 6296 + 469 7593 £239 7831 +497
Ea 144+0,21 184+0,14 181+051 1,77+0,31 2,34+0,3*
(mmHg/pL)

FC: frequéncia cardiaca; PSF: pressdo sistélica final; PDF: pressdo diastdlica
final; VSF: volume sistélico final; VDF: volume diastélico final; VE: volume
de ejecdo; DC: débito cardiaco; dP/dt.,: pico de pressdo intraventricular
positiva desenvolvida ao longo do tempo; E.: elastancia arterial. Os valores
representam a média £ E.P.M. de 8-10 animais por grupo, medidos 3 e 15 dias
apos a inducdo da lesdo cardiaca do tipo infarto. Teste estatistico: ANOVA de
uma via, seguido de teste post hoc de Tukey. * p < 0,05 em relagdo ao grupo

controle.
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Em seguida, com a finalidade de se verificar a reserva cardiaca, a
resposta a estimulacdo com o agonista beta-adrenérgico dobutamina (3,
10 e 30 nmol/Kg, i.v.), foi avaliada. Como pode ser observado na Figura
10, os animais do grupo controle apresentaram, de forma dose-
dependente, aumento do trabalho cardiaco, do dP/dty, e do débito
cardiaco, em resposta a administracdo de dobutamina. Por outro lado, os
animais do grupo ISO apresentaram um severo comprometimento no
desenvolvimento desta resposta, enquanto que o0s animais do grupo
TOL+ISO apresentaram capacidade parcialmente preservada para o
desenvolvimento da mesma. O tratamento oral com antigenos cardiacos
previamente a inducdo da lesdo isquémica foi capaz de impedir a perda
da capacidade de resposta a estimulagdo com dobutamina no que diz
respeito aos parametros trabalho cardiaco (indice sistélico) e débito
cardiaco, no entanto, 0 mesmo ndo foi observado em relagdo ao indice
diastolico dP/dt,,, Os demais resultados obtidos apds a administragdo de
dobutamina encontram-se listados na Tabela Il.
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Figura 10. Parametros hemodinamicos medidos apds a estimulagdo com
dobutamina, 3 dias apés a indugédo da lesdo isquémica.
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Os gréaficos representam a média + E.P.M. obtidos de 8-10 animais por grupo.
Teste estatistico: ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc de Tukey.
CTR: barras abertas, animais naive; grupo ISO: barras fechadas, animais
injetados com isoproterenol como modelo de infarto do miocardio, conforme



70

detalhado na secdo Métodos; grupo TOL+ISO: barras hachuradas, animais
tratados por via oral com extrato cardiaco para inducdo de tolerancia
imunolégica 7 dias antes da administracdo de isoproterenol. O simbolo *
representa p < 0,05 em relagdo ao grupo controle e, # representa p < 0,05 em
relacdo ao grupo I1SO.



71

Tabela 2. Parametros hemodinamicos: valores ap6s estimulagdo com
dobutamina 30 nmol/Kg (apresentados como A da resposta).

) TOL+ISO 1ISO TOL+ISO
Parametro CTR 1SO 3d 3d 15d 15dd

T I I I I
FC (bpm) 69+12 23+5* 42+8  64%10 68 + 15

46,5+ 118+ 36,5+

pSF (mmHg) 4> Tor 6168 90F  404xe7
POF (mmHg) %% 10406 o020+17 T0%* 47408
05 0.7
147+ 102+ 158+
VSF (uL) i De¥ 67255 o7 145+5
5,7+
VDF (L)  67%87 26:41 -64%34 . 0,9+37
VE (uL) Zi’%i 83+33% 222438 lﬂ;i 145+32
dP/dity ey 005+ -0001% 0,22 +
ek o7 ohs s orzo1s GZF 0155009

E,(mmHg/pL) 69+12 23+5* 42+8 64 +10 68 + 15

FC: frequéncia cardiaca; PSF: pressdo sistélica final; PDF: pressdo diastdlica
final; VSF: volume sistélico final; VDF: volume diastdlico final; VE: volume
de ejecdo; DC: débito cardiaco; dP/dt.,: pico de pressdo intraventricular
positiva desenvolvida ao longo do tempo; E.: elastancia arterial. Os valores
representam a média + E.P.M. de 8-10 animais por grupo, medidos 3 e 15 dias
apos a indugdo da lesdo cardiaca do tipo infarto. Teste estatistico: ANOVA de
uma via, seguido de teste post hoc de Tukey. * p < 0,05 em relagdo ao grupo
controle.
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Quinze dias apds a inducdo da lesdo miocéardica (segunda
administragdo de isoproterenol), as disfuncdes sistolica e diastolica
cardiacas continuaram sendo observadas nos animais do grupo ISO,
tanto em condicdes basais quanto apds a estimulagdo com dobutamina
(Figuras 11 e 12 e Tabelas | e Il). Neste mesmo momento de avaliacéo,
o0 tratamento imunolégico com antigenos cardiacos impactou de forma
diferenciada nos parametros funcionais sistolicos e diastolicos
cardiacos. Por um lado, os animais do grupo TOL+ISO, sob condicGes
basais, continuaram apresentando valores fisiolégicos de fracdo de
ejecdo (Figura 11A). Porém, a disfuncéo diastdlica pdde ser evidenciada
através do aumento do tempo necessario para ocorrer a reducdo de 50%
do relaxamento ventricular maximo (Tau) (Figura 11B) sendo que, os
resultados obtidos com as medidas de pressdo diastélica final (PDF) e
elastancia arterial confirmam essa observacéao (Tabela II).

Cabe mencionar que, muito embora sob condi¢Bes basais a
funcdo sistdlica cardiaca dos animais do grupo TOL+ISO estivesse
preservada, o tratamento imunoldgico utilizado néo foi capaz de manter
a reserva cardiaca nos animais deste grupo, 0s quais responderam a
estimulagdo com dobutamina de forma semelhante aos animais do grupo
ISO (Figura 12 e Tabela II).
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Figura 11. Parametros hemodinamicos basais medidos 15 dias ap6s a
inducéo da lesdo isquémica.
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Os gréficos representam a média + E.P.M. obtidos de 8-10 animais por grupo.
Teste estatistico: ANOVA de uma via, seguido de teste post hoc de Tukey.
CTR: barras abertas, animais naive; grupo ISO: barras fechadas, animais
injetados com isoproterenol como modelo de infarto do miocérdio, conforme
detalhado na secdo Métodos; grupo TOL+ISO: barras hachuradas, animais
tratados por via oral com extrato cardiaco para indugdo de tolerancia
imunoldgica 7 dias antes da administragdo de isoproterenol. O simbolo *
representa p < 0,05 em relagéo ao grupo controle.
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Figura 12. Parametros hemodinamicos medidos apds a estimulagdo com
dobutamina, 15 dias apés a indugéo da leséo cardiaca do tipo infarto.
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Os graficos representam a média + E.P.M. obtidos de 8-10 animais por grupo.
Teste estatistico: ANOVA de duas vias, seguido de teste post hoc de Tukey.
CTR: barras abertas, animais naive; grupo ISO: barras fechadas, animais
injetados com isoproterenol como modelo de infarto do miocardio, conforme
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detalhado na secdo Métodos; grupo TOL+ISO: barras hachuradas, animais
tratados por via oral com extrato cardiaco para indugdo de tolerancia
imunolégica 7 dias antes da administracdo de isoproterenol. O simbolo *
representa p < 0,05 em relacdo ao grupo controle e, # representa p < 0,05 em
relacdo ao grupo I1SO.



76

4.2 PARAMETROS IMUNOLOGICOS

A administracdo de isoproterenol induziu uma macica infiltracdo
de leucécitos no miocardio infartado, tendo inicio logo no primeiro dia
(apds segunda administracdo de isoproterenol) (Figura 13). O pico
maximo do infiltrado inflamatério ocorreu 3 dias apds a inducdo da
lesdo isquémica, sendo primariamente constituido por células pro-
inflamatdrias positivamente marcadas para NOS-2 e fosfo-NF-kB-P65
(Figuras 13 e 14). Sete dias apds a administracdo de isoproterenol,
houve uma reducdo no nimero total de células infiltradas, assim como
na expressdo de mediadores pré-inflamatérios (Figura 13). Neste mesmo
momento de avaliacdo, comegou-se a observar a presenca de células
positivamente marcadas para IL-10 e arginase-1, evidenciando o inicio
do processo de resolucéo da inflamagéo.

Interessantemente, a cinética da fase de resolucdo da inflamagéo
apresentou-se completamente alterada nos animais do grupo TOL+ISO,
a qual ocorreu de forma adiantada. Enquanto que a maior parte das
células infiltradas no miocardio dos animais do grupo 1SO, 3 dias apds a
inducdo da lesdo cardiaca do tipo infarto, constituiam em células
positivamente marcadas para NOS-2, a maior parte do infiltrado celular
nos animais do grupo TOL+ISO constituiam em células positivamente
marcadas para IL-10 (Figuras 13 e 15). Faz-se necessario mencionar
que, no infiltrado miocardico dos animais do grupo TOL+ISO, 1 dia
ap6s a indugdo da lesdo cardiaca j& era possivel observar células
positivamente marcadas para IL-10 (Figura 13).



Figura 13. Fotos representativas dos principais achados imuno-
histoquimicos.
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Fotos representativas dos principais achados imuno-histoquimicos, revelando os
perfis temporais de expressdo de interleucina-10 (IL-10) (painel superior), e
enzima Oxido nitrico sintase-2 (NOS-2) (painel inferior) nos grupos ISO
(animais injetados com isoproterenol como modelo de infarto do miocérdio,
conforme detalhado na se¢do Métodos), e TOL+ISO (animais tratados por via
oral com extrato cardiaco para inducdo de tolerdncia imunoldgica 7 dias antes
da administracdo de isoproterenol). As imagens sdo apresentadas com aumento
de 200 vezes.
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Figura 14. Nivel de expressdo de mediadores pré-inflamatérios no coragéo.
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Cortes histolégicos do miocérdio dos animais dos trés grupos (CTR, ISO e
TOL+ISO) foram obtidos 3 dias ap6s a administragdo de isoproterenol. A
analise imunohistoquimica foi realizada para NOS-2 (Painel A) e fosfo-NF-kB-
P65 (Ser 536; Painel B). Sdo mostradas imagens representativas de cada um dos
grupos. Os graficos representam a média + E.P.M. obtidos de 4 animais por
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grupo. Teste estatistico: ANOVA de uma via. CTR: barras abertas, animais
naive; grupo ISO: barras fechadas, animais injetados com isoproterenol como
modelo de infarto do miocéardio; grupo TOL+ISO: barras hachuradas, animais
tratados por via oral com extrato cardiaco para indugdo de tolerancia
imunolégica 7 dias antes da administracdo de isoproterenol. O simbolo *
representa p < 0,05 em relagdo ao grupo controle e, # representa p < 0,05 em
relacdo ao grupo I1SO.
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Figura 15. Nivel de expressdo de mediadores anti-inflamatérios no coragao.
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Cortes histolégicos do miocérdio dos animais dos trés grupos (CTR, ISO e
TOL+ISO) foram obtidos 3 dias ap6s a administragdo de isoproterenol. A
andlise imunohistoquimica foi realizada para IL-10 (Painel A) e arginase-1
(Painel B). Sdo mostradas imagens representativas de cada um dos grupos. Os
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gréaficos representam a média + E.P.M. obtidos de 4 animais por grupo. Teste
estatistico: ANOVA de uma via. CTR: barras abertas, animais naive; grupo
ISO: barras fechadas, animais injetados com isoproterenol como modelo de
infarto do miocérdio; grupo TOL+ISO: barras hachuradas, animais tratados por
via oral com extrato cardiaco para indugdo de tolerancia imunolégica 7 dias
antes da administracdo de isoproterenol. O simbolo * representa p < 0,05 em
relacdo ao grupo controle e, # representa p < 0,05 em relagéo ao grupo ISO.

Através da comparacdo entre os resultados histologicos e
hemodinamicos encontrados para cada animal avaliado individualmente
3 dias apds a inducdo da lesdo miocardica, observou-se que o nivel de
expressdo celular da isoforma NOS-2 se correlacionou negativamente
com a fracdo de ejecdo cardiaca (P < 0.05). No entanto, quando a
mesma comparacgdo foi realizada para a expressdo celular de IL-10 e
fragdo de ejecdo, observou-se apenas uma tendéncia indicativa de que
guanto maior o nivel de expressdo deste mediador anti-inflamatério,
melhor o desempenho cardiaco no que diz respeito a fracdo de ejecéo.

Essa correlagdo entre parametros imunoldgicos e funcionais pode
ser (til, pelo menos em parte, para explicar como a tolerancia
imunoldgica aos componentes cardiacos previamente a administracdo de
isoproterenol é capaz de promover uma melhor recuperacdo funcional
cardiaca ap6s um episodio do tipo infarto miocardico, quando os
resultados destes animais sdo comparados aos dos animais que nao
receberam este mesmo tratamento (Figura 16).
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Figura 16. Andlise da correlagao entre fragdo de ejecdo (%) e expressao dos
mediadores inflamatérios 3 dias ap6s a inducdo da lesdo miocardica.
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Cada ponto representa os valores de fragdo de eje¢do e nivel de expressao de
NOS-2 (A) ou nivel de expressdo de IL-10 (B) obtidos do mesmo animal. Os
circulos representam os valores obtidos dos animais do grupo ISO, enquanto os
quadrados representam os valores obtidos dos animais do grupo TOL+ISO. A
linha sélida representa a regressdo linear, enquanto que as linhas tracejadas
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representam o intervalo de confianca de 95%, calculados considerando-se 0s
grupos conjuntos.



84



85

5 DISCUSSAO
5.1 CONSIDERACOES SOBRE O MODELO EXPERIMENTAL

No presente trabalho a administracdo de isoproterenol, uma
catecolamina sintética estruturalmente relacionada & adrenalina, foi
utilizada para induzir uma lesdo cardiaca semelhante ao infarto (infarct-
like lesion). Este protocolo foi originalmente desenvolvido por Rona e
colaboradores (1959) e estd muito bem estabelecido na literatura
(CHAPPEL et al., 1959; BEZNAK, 1962; CAMPOS et al., 2008;
RAMOS et al., 2012;). A administracdo de catecolaminas exdgenas
comecou a ser utilizada visando-se estabelecer um modelo animal de
isquemia e de lesdo do tipo infarto do miocardio que apresentassem
analogia a condi¢do humana.

Agonistas p-adrenérgicos, como o isoproterenol, possuem agdes
cronotrépicas e inotropicas positivas, promovendo um aumento
significativo no débito cardiaco (uma acdo mediada por receptores beta-
1). Esse aumento no trabalho cardiaco promove uma maior demanda de
consumo de oxigénio, além de ser responsavel por causar deplecdo nas
reservas energéticas dos cardiomiocitos. Concomitante aos seus efeitos
cardiacos, o isoproterenol promove relaxamento vascular e significativa
hipotensdo (via receptores beta-2), inclusive na circulacdo coronariana.
Esse desacoplamento entre oferta e demanda de oxigénio e nutrientes no
musculo cardiaco resulta em uma isquemia miocardica sustentada,
resultando assim, em uma lesdo com caracteristicas anatdmicas
semelhantes ao infarto agudo do miocardio (RONA et al., 1959;
CAMPQS, 2008).

O mecanismo exato através do qual o isoproterenol induz as
lesdes miocéardicas ainda ndo esta totalmente esclarecido mas o
desequilibrio entre demanda e oferta de oxigénio versus hipotensdo e
hiperatividade miocérdica acima mencionado é considerado atualmente
como a principal explicacdo para as mudancas morfoldgicas observadas
no coracdo (GRIMM et al., 1998). Além deste todavia, outros fatores
sdo apontados e, dentre eles, estdo os achados de Milei e Rapaport
(1976) que demonstraram que as catecolaminas podem exercer efeitos
cardiotoxicos per se ao promoverem alteraces na permeabilidade das
membranas dos cardiomidcitos. Outros trabalhos demonstraram ainda
que as catecolaminas podem interferir com o controle idnico de Ca™" e
K" no masculo cardiaco (SINGAL et al, 1981), aumentar
significativamente a producdo de radicais livres e promover maior
estresse oxidativo (MOHAN e BLOON, 1999).
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Medidas hemodindmicas realizadas neste trabalho confirmam
uma significativa e duradoura perda da funcionalidade cardiaca nos
animais do grupo I1SO (tanto 3 quanto 15 dias ap6s a inducdo da leséo
cardiaca isquémica). A deterioracdo no funcionamento cardiaco
observada nestes animais resultou de importante declinio de ambas
fungdes sistdlica e diastdlica, tanto sob condi¢es basais quanto apds
estimulacdo com dobutamina. Concomitantemente a severa disfuncéo
cardiaca observada, andlises histoldégicas mostraram que uma resposta
inflamatoria distribuia-se por grandes areas do miocardio.

A correlacdo morfofuncional 3 dias ap6s a inducdo da leséo
cardiaca nos animais do grupo ISO, foi bastante clara em apontar que o
maior prejuizo motor coincidiu com o pico de atividade inflamatdria
aguda, e que houve uma forte correlacdo entre o fenétipo das células
inflamatorias encontradas no infiltrado celular e a performance cardiaca,
0 que serd discutido em detalhes a seguir.

De acordo com dados prévios do nosso (RAMOS et al., 2012) e
de outros grupos (RONA et al., 1959; CAMPOS et al., 2008), a lesdo
miocéardica provocada pelo isoproterenol frequentemente localiza-se no
apice cardiaco e musculos papilares, abrangendo predominantemente as
regides subendocardicas do ventriculo esquerdo. As lesdes necrdticas
provocadas pelo isoproterenol mostraram-se focais, e caracterizadas por
edema intracelular e intercelular, além de apresentarem um grande
nimero de células inflamat6rias (RAMOS et al., 2012). Encontra-se na
literatura ainda, que microscopicamente pode-se observar dilatagdo
capilar, desintegragdo granular ou necrose hialina de miofibras e lise das
miofibrilas, caracterizada pelo desaparecimento focal de células
miocardicas (RONA et al., 1959; CHAPPEL et al., 1959; RONA et al.,
1963).

De acordo com Rona e colaboradores (1959; 1963), as alteracdes
que ocorrem nos diferentes tecidos de ratos injetados com altas doses de
isoproterenol é um fenémeno criticamente dependente da concentragéo
administrada desta droga. Segundo estes autores, quando administrado
em concentracBes até 322 mg/Kg, o isoproterenol produz alteractes
necraticas exclusivamente no tecido cardiaco, ainda que, eventualmente,
0 edema pulmonar possa ser observado. Em contrapartida, quando
administrado em concentragbes que variavam entre 322-685 mg/Kg,
lesbes necréticas nos rins, figado, e visceras abdominais podem ocorrer.
Em ambos trabalhos realizados por nosso grupo, a concentragdo de
isoproterenol utilizada ndo ultrapassou 150 mg/Kg, e muito embora o
coracdo tenha sido o Unico 6rgdo avaliado histologicamente (no
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primeiro trabalho realizado), de acordo com os dados citados acima, €
pouco provavel que lesBes necroticas extra-cardiacas tenham ocorrido.
Uma vez mencionados importantes aspectos do modelo
experimental de lesdo cardiaca induzida através da administracdo de
altas doses de isoproterenol e estabelecidas caracteristicas cinéticas
desta lesdo, bem como as correlagdes morfofuncionais desta situacao
experimental, prosseguiu-se com a investigacdo sobre como a atividade
imune-inflamatoria toma parte nos fendmenos pés-lesdo miocardica.

5.2 ABORDAGEM TERAPEUTICA PREVENTIVA:
TOLERANCIA IMUNOLOGICA A ANTIGENOS CARDIACOS

No presente trabalho encontramos que o protocolo de tolerancia
imunoldgica aos antigenos cardiacos, quando realizado previamente a
indugdo da lesdo isquémica do miocérdio, foi capaz de impedir a
deterioragdo funcional do cora¢do quando no estado basal, bem como
diminuir o processo inflamatério desencadeado pela necrose dos
cardiomidcitos.

No entanto, antes de se seguir com a discussao sobre 0S N0Ss0S
achados com o grupo TOL+ISO, é necessario fazer uma melhor
contextualizagdo do racional que permeia a nossa escolha desta
abordagem terapéutica, bem como discutir achados prévios que validam
0 protocolo aqui empregado.

5.2.1 Importancia dos linfécitos no reparo tecidual cardiaco apos
lesdo isquémica

Por ocasido de uma isquemia miocardica e ap6s a necrose de
cardiomidcitos, componentes intracelulares sdo liberados para o
compartimento extracelular e para a circulacdo sistémica. Desta forma, a
exposicdo de proteinas citoplasmaticas cardiacas (ou proteinas presentes
em compartimentos sub-celulares) acaba acontecendo em um contexto
tecidual necroético e inflamatério encontrado no miocérdio lesado. Esse
microambiente “inflamado™ pode favorecer o desenvolvimento de uma
atividade imune especifica contra componentes do coracdo, incluindo a
producio de auto-anticorpos e a proliferacio de linfocitos T CD4" e T
CD8" contra epitopos cardiacos (VARDA-BLOOM, 2000;
MATZINGER, 2007).

Muito embora o desenvolvimento da autoimunidade a antigenos
cardiacos no contexto de uma doenga miocardica (incluindo o infarto)
seja reconhecido ha alguns anos (MAISEL et al., 1998), a possivel
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associacdo entre uma atividade autoimune patogénica aos componentes
cardiacos e a inflamacdo que toma parte no pos-infarto foi proposta
apenas recentemente (FRANTZ e HOFMANN, 2015).

Neste sentido, Maisel e colaboradores (1998) mostraram que a
transferéncia adotiva de linfocitos obtidos a partir do baco de
camundongos infartados (obstrucdo das coronérias), para animais
saudaveis singénicos, promoveu miocardite autoimune mediada por
células T e disfuncdo contratil do miocardio. Este foi o trabalho
inaugural mostrando evidéncias in vivo de linfocitos mediando dano
miocardio de animais ndo infectados e ndo imunizados. A partir dai,
diferentes grupos, incluindo o nosso, tem demonstrado que tanto
linfécitos T quanto linfcitos B participam do reparo tecidual e do
desenvolvimento de faléncia cardiaca ap6s um episodio de infarto
(VARDA-BLOON et al., 2000; LIAO e CHENG, 2006; GOODCHILD
et al., 2009; CURATO et al., 2010; RAMOS et al., 2012; YAN et al.,
2012; HOFMANN et al, 2012; LAROUMANIE et al, 2014
WEIRATHER et al., 2014; ZOUGARI et al., 2014; FRANTZ e
HOFMANN, 2015).

No trabalho de Varda-Bloom e colaboradores (2000) foi
observado que em um modelo murino de infarto miocardico, ocorreu a
proliferacdo de linfocitos T CD8" auto-reativos, e que esses linfdcitos
foram capazes de promover necrose de um numero ainda maior de
cardiomidcitos, além daqueles primariamente afetados pela isquemia
miocardica. Ainda, o trabalho de Ramos e colaboradores (2012)
demonstrou que a lesdo induzida por isoproterenol é capaz de promover
a ativacdo de linfécitos contra proteinas sollveis do miocardio, e que
esta ativagdo se correlacionou com a fibrose adversa.

Os dados experimentais mencionados até aqui tornam evidente
que linfécitos ativados no contexto do infarto miocardico podem
promover um dano tecidual ainda maior, contribuindo assim para um
mau prognostico. Uma interpretacdo simplista destes achados poderia
levar a conclusdo equivocada de que uma completa inibicdo da atividade
imune pos-infarto possa se configurar como uma alternativa terapéutica.
No entanto cabe ressaltar que, se por um lado a presenga exacerbada,
persistente, ou mal-direcionada de eventos imune-inflamatdrios mostra-
se potencialmente deletéria constituindo em um fator limitante a
restituicdo miocardica adequada (LIAO e CHENG, 2006), por outro
lado é evidente que diversos eventos inflamatérios sdo imprescindiveis
para que 0 processo de cicatrizacdo tecidual aconteca. O processo
inflamatdrio é parte indissocidvel da reconstrucdo do organismo. Assim
do mesmo modo como ela pode ser restritiva ao reparo, a inibicdo
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indiscriminada da atividade imuno-inflamatdria pés-infarto miocardico é
extremamente prejudicial e ndo permite sequer a formagao de um tecido
cicatricial (KLONER et al., 1978a).

E consenso na literatura que a imunossupressio ndo é a
alternativa adequada para promover o reparo miocardico, visto que sabe-
se ha alguns anos que a terapia com glicocorticoides resulta em efeitos
danosos ao processo de reparo tecidual cardiaco, além de resultar em um
maior indice de mortalidade (KLONER et al., 1978b). Isto ocorre assim
porque a inflamacdo, apesar de potencialmente danosa, é parte
fundamental do processo de reparo (NAHRENDORF et al., 2007,
FRANTZ et al., 2013). Os mesmos leucécitos que podem causar
necrose de cardiomidcitos também sdo responsdveis por remover o
debris celular, promover angiogénese, e reestruturar a matriz
extracelular.

Além disso, € interessante mencionar que um estudo realizado em
camundongos transgénicos completamente desprovidos de linfdcitos T
CD4" apresentou resultados muito semelhantes aos de pacientes
infartados tratados com glicocorticoides, uma vez que estes animais
apresentaram um maior indice de mortalidade e um reparo tecidual
cardiaco insuficiente (HOFMANN et al., 2012).

Alguns grupos de pesquisa demonstraram que, além de linfocitos
com potencial autodestrutivo, o infarto do miocardio também mobiliza a
ativacdo e recrutamento de linfocitos com perfil anti-inflamatério, os
quais desempenham um papel fundamental na resolucdo da inflamacéo
mio-isquémica. Assim, estudos recentes demonstraram que a ativacéo
de uma subpopulacéo de linfocitos T CD4"Foxp3™ que expressam 1L-10
e TGF-beta é importante para modular a plasticidade fenotipica de
macréfagos, dirigindo-os a uma polarizagcdo tipo M2 (pré-reparo
tecidual) (WEIRATHER et al., 2014). Além disso, CURATO e
colaboradores (2010) descreveram uma subpopulacdo inédita de
linfocitos CD8" e CD4" Foxp3® que expressam receptores de
angiotensina-1I e que secretam IL-10 no miocardio lesado (angiotensina-
Il ¢ um fator vasoconstritor bastante presente nas respostas
cardiovasculares pés-infarto).

Em conjunto, esses dados deixam clara a necessidade de mais
estudos acerca da relacdo resposta imunoldgica/reparo tecidual cardiaco
apo6s um episodio de infarto miocérdico. Ainda, os dados apontam que
alternativas terapéuticas que busquem modular a atividade imune pds-
infarto podem ter relevancia clinica. Recentemente alguns autores tém
proposto desenvolver terapias anti-citocinas especificas, de modo a



90

inibir apenas alguns aspectos da imunidade poés-infarto (YU et al.,
2005).

Em nosso grupo, acreditamos que uma segunda linha possivel de
se abordar esse problema seja buscando-se desenvolver (ou reforgar) a
tolerdncia imunoldgica aos componentes imunogénicos do miocardio
antes do desenvolvimento da patogénese autoimune observada no
periodo pds-infarto, e assim, reforcar a atividade pro-reparo dos
linfdcitos (e inibir seus aspectos patogénicos).

5.2.2  Validagao do protocolo de tolerancia oral

Diferentes grupos independentes, incluindo o nosso, descobriram
gue a tolerancia imunolégica aos antigenos cardiacos pode ser reforcada
por meio do tratamento oral com proteinas cardiacas. Diversas
manifestacdes de respostas imunes especificas testadas puderam ser
suprimidas mediante diferentes regimes de administracdo oral dos
antigenos. Surpreendentemente, ja foi demonstrado que a ingestao oral
de miosina (GONNELLA et al., 2009), troponina (FRENKEL et al.,
2009), ou proteinas de choque térmico (MARON et al., 2002), foi
capazes de diminuir a resposta linfocitaria contra o tecido miocardico
em diversas condi¢Bes experimentais, incluindo miocardite autoimune
(GONNELLA et al., 2009), isquemia e reperfusdo cardiaca (FRENKEL
et al., 2009), e aterosclerose (MARON et al., 2002).

Com especial relevancia para o presente trabalho, cabe mencionar
gue Ramos et al., (2012), observaram que o tratamento oral com 20 mg
de um extrato cardiaco realizado uma semana antes da inducdo das
lesGes miocardicas com isoproterenol foi eficiente em inibir a
proliferacdo de linfGcitos contra antigenos cardiacos, e melhorar o
reparo tecidual. Estes achados ajudam a validar o protocolo de
tolerancia imunologica utilizado neste estudo.

Considerando as evidéncias produzidas por nosso (RAMOS, et
al., 2012), e por outros grupos (FRENKEL, et al., 2009), acreditamos
poder afirmar que o tratamento oral com proteinas cardiacas utilizado no
presente estudo € um protocolo capaz de reduzir (ou modificar) a
resposta linfocitaria a proteinas do coracdo. Com isso, seguimos com a
discussdo sobre como isso influencia o reparo e a funcdo do miocardio
lesado.

5.2.3 Efeitos da toleréncia oral a antigenos cardiacos sobre o
reparo do miocérdio
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No presente trabalho, observamos que a ingestdo de um extrato
tecidual contento 20 mg de proteinas cardiacas uma semana antes da
inducdo de lesbes do tipo infarto foi eficaz em preservar a
funcionalidade contréatil do coragdo lesado. Assim, uma avaliacdo
hemodindmica revelou que importantes parametros sistdlicos
encontram-se preservados nos animais do grupo TOL+ISO, quando
comparados ao grupo ISO (fracdo de ejecdo, Figura 9A, e volume
sistolico final, Tabela I). Os indices diastolicos porém, encontram-se
apenas parcialmente preservados, conforme mostrado nas Figuras 10B e
D. Surpreendentemente, 15 dias apds a inducdo do infarto miocardico
ainda pode-se observar que a fungo sistdlica cardiaca basal permaneceu
parcialmente preservada nos coragfes dos animais do grupo TOL+ISO
(Figura 11A e C). Porém, este tratamento ndo foi capaz de prevenir o
desenvolvimento de um prejuizo diastdlico tardio (Figura 11B e D).
Estes dados estdo de acordo com dados prévios apresentados por nosso
grupo onde observou-se capacidade normalizada dos coragdes dos
animais do grupo TOL+ISO em gerar tensdo em uma preparacdo de
coragdo isolado e perfundido (preparacdo de Langendorff), sob
condicdes basais, 3 e 14 dias ap6s a inducdo de lesdo semelhante ao
infarto miocardico (RAMOS et al., 2012).

Faz-se necessario mencionar que, no presente trabalho
confirmamos, refinamos e expandimos os dados previamente obtidos
por Ramos e colaboradores (2012). Utilizamos aqui uma ferramenta
experimental ainda mais acurada, um catéter intraventricular que
permite avaliar as relagdes de pressdo e volume a cada ciclo cardiaco.
Com isso pudemos distinguir melhor os efeitos sistélicos e diastolicos
deste tratamento. Além disso, ao realizar avaliagdes hemodindmicas do
coragdo desafiado com dobutamina, fomos capazes de acessar a reserva
cardiaca dos animais, algo que até onde sabemos, foi descrito pela
primeira vez neste contexto. A dobutamina é um agonista adrenérgico
com acdo preferencial em receptores beta-1 cardiacos, e é um farmaco
utilizado de forma padrdo no estudo das funcGes do coragdo sob estresse
tanto em modelos experimentais (GONCALVES et al., 2014), quanto na
clinica (quando o paciente é impedido de realizar o teste ergonémico)
(KUHL e HANRATH, 1998). Com esta abordagem observamos que 3
dias apds a inducdo da lesdo isquémica, o protocolo de tolerancia oral
foi capaz de manter parcialmente a reserva cardiaca (grupo TOL + ISO)
(indices sistolicos, porém ndo os indices diast6licos) ap6s a estimulagéo
com dobutamina (Figura 10 e Tabela Il). Porém, quando estimulados
com dobutamina 15 dias ap6s a indugéo da lesdo isquémica, observamos
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que o protocolo de tolerancia oral ndo foi capaz de manter a reserva
cardiaca nos coragfes dos animais submetidos a este tratamento.

Acreditamos que os beneficios sistolicos obtidos neste trabalho
estdo diretamente relacionados com a intensidade da inflamacéo
cardiaca. Diversos trabalhos ja demonstraram que citocinas pro-
inflamatdrias como TNF-alfa, IL-1beta, ou uma elevada expressdo
cardiaca de NOS-2 podem provocar prejuizo sistélico cardiaco (ELAHI
et al., 2006; GORDON et al., 2011). Nossos dados de correlacdo entre a
expressdo de NOS-2 e fracdo de eje¢do apontam nesta direcdo. Além da
medida dos niveis de expressdo de NOS-2, acreditamos que os dados
aqui obtidos com a p65 fosforilada também corroboram este argumento,
pois a ativacdo da via NF-kB promove aumento na expressao génica de
TNF-alfa e IL-1lbeta (GORDON et al., 2011), fatores que também
podem promover prejuizo sistolico cardiaco (ELAHI et al., 2006).

Foi demonstrado que a infusdo de TNF-alfa (40-200 ug/Kg) é
capaz de produzir disfuncdo ventricular esquerda, cardiomiopatia e
manifestacdes clinicas semelhantes a faléncia cardiaca. Neste Gltimo
caso, 0 dano ocorre visto que o TNF-alfa estimula a hipertrofia dos
cardiomidcitos, além de promover o remodelamento cardiaco adverso
por interferir na producdo de metaloproteinases. Observou-se ainda, que
o0 TNF-alfa foi capaz de promover a perda de cardiomidcitos, seja por
necrose ou apoptose (ELAHI et al., 2006). Alguns trabalhos sugerem
que a depressdo miocardica produzida por esta citocina possa se dar via
mecanismos envolvendo o NO (KALRA et al., 2000).

Esta bem estabelecido na literatura que o NO produz seus efeitos
cardiacos de duas formas: (1) por meio da ativacdo da enzima guanilato
ciclase sollvel com subsequente formacdo de GMPc, o qual ativa
proteina quinase G (PKG) e eventos dependentes da fosforilagdo de
PKG, e (2) oxidacdo direta do grupamento tiol (S-nitrosilacdo). Em
concentragcBes nanomolares de NO, niveis que sdo inferiores aos
necessarios para promover S-nitrosilacdo, este bloqueia a respiracéo
mitocondrial através da inibicdo direta do citocromo-c-oxidase (IV
complexo da respiragdo mitocondrial) (ELAHI et al., 2006). Visto que
os cardiomidcitos sdo células repletas de mitocondrias, a disponibilidade
do NO mesmo em concentragdes nanomolares tém implicacbes
significativas sobre a funcdo miocardica (ZHANG et al., 2005). Além
disso, as concentragcdes de NO interferem diretamente no processo de
contragdo cardiaca, seja por interferir na concentracdo de calcio
transiente ou no processo de dessensibilizacdo da maquinaria contratil
(ELAHI et al., 2006). Por fim, foi mostrado que a ativagdo de NOS-2
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induz efeito inotrépico negativo em cardiomidcitos isolados em cultura
(HAYWOOD et al., 1996).

Assim, nossos dados parecem ser claros neste contexto: animais
com maior expressdo de NOS-2 e fosforilagdo de p65 exibem maior
prejuizo motor. A tolerancia imunolégica, ao promover uma reducdo na
inflamac&o local, favoreceu a manutencao da funcéo sistélica basal em
niveis normais. O fato de este tratamento ter impacto menos na perda de
reserva cardiaca é bastante compreensivel, afinal de contas estes animais
também sofreram infarto miocardio. Sabe-se que a atividade linfocitaria
modula processos de reparo tecidual (horas e dias ap6s o dano
primario), mas sem impedir a necrose inicial de cardiomidcitos em
resposta a isquemia extensa.

Cabe ressaltar que a menor expressdo de NOS-2 e fosforilagdo da
via NF-kB encontrada nos animais tolerantes deve estar mais
relacionada com maior eficiéncia dos mecanismos de resolugdo da
inflamagdo encontrado nos animais do grupo TOL+ISO, e ndo
meramente com auséncia de resposta inflamatéria. Observamos que os
animais do grupo TOL+ISO também apresentam resposta pro-
inflamatdria inicial (NOS-2 e p65), porém esta foi acompanhada por
rapido influxo de leucdcitos positivamente marcados para IL-10, potente
citocina anti-inflamatoria.

A IL-10 pode ser considerada como importante agente no
processo de resolucdo da inflamagdo. Originalmente chamada “fator
inibidor da sintese de citocinas”, por sua habilidade em inibir a
producdo de interferon-gama e IL-2 em células Th2, a IL-10 é secretada
por mondcitos, macréfagos, mastécitos, linfocitos T e B e células
dendriticas. Foi demonstrado que a IL-10 inibe, de forma muito eficaz, a
producdo de citocinas pro-inflamatérias como interferon-gama, TNF-
alfa, IL-1beta, IL-6 bem como a de éxido nitrico em varios modelos de
doencas experimentais (OGAWA et al., 2008).

Em um trabalho recente, Casto-Junior et al., (2013) buscou
elucidar mecanismos e processos que expliguem a diferenca entre
animais imunes (desafio parenteral com antigenos em adjuvantes) e
tolerantes (ingestdo oral prévia ao desafio parenteral). Estes autores
observaram que a principal diferenca entre estes dois grupos ndo estd em
nenhum marcador especifico, mas sim na cinética de expressdo de
mediadores pro- e anti-inflamatorios. Estes autores também observaram
gue animais tolerantes também inflamam, porém resolvem prontamente
0 processo inflamatdrio (e.g. expressdo antecipada de 1L-10). Por outro
lado, animais imunes também expressam mediadores anti-inflamatorios,
porém o fazem bem mais tardiamente. Em conformidade com estes
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achados, ressaltamos que um dos achados mais surpreendentes de nosso
estudo foi a intensa expressdo de IL-10 no miocardio de animais
TOL+ISO, encontrada ja no primeiro dia apés a administracdo de
isoproterenol.

Uma limitacdo de nosso trabalho é que ndo realizamos co-
marcacgdes a fim de esclarecer quais células sdo as responsaveis pela
expressao de NOS-2 e IL-10. Ainda assim, duas linhas de evidéncias
nos fazem especular que se tratam de macréfagos. Por um lado, esta
bem esclarecido que a administragdo de isoproterenol promove um
influxo majoritariamente composto por macréfagos (CAMPQOS, 2008).
Nas fases que se seguem apds um episodio de infarto do miocéardio, 0s
macréfagos com ativagdo do tipo classica (perfil pro-inflamatério) e os
macréfagos com ativacdo do tipo alternativa (perfil pré-reparo tecidual)
sdo distintamente ativados/recrutados. Na fase inicial, a fase
inflamatdria, os macréfagos com ativacdo do tipo cléssica sdo
predominantemente ativados (apresentando elevado grau de fosforilagdo
da via NF-kB, e expressando principalmente NOS-2, TNF-alfa, e IL-
1beta). Porém, em momentos mais tardios, os macréfagos mudam seu
perfil de ativacdo, passando a expressar mediadores anti-inflamatérios e
pré-reparo tecidual. A expressao de IL-10 pelos macrofagos com perfil
pro-reparo tecidual é crucial para delimitar a resposta inflamatdria pos-
infarto miocardico e ainda, prevenir que ocorra uma expressao
exacerbada do processo inflamatério para além das bordas da area
infartada. Faz-se necessario mencionar que foi mostrado recentemente
que a dindmica temporal de polarizacdo dos macrdfagos (ativacdo do
tipo classica ou ativacdo do tipo alternativa) é fortemente influenciada
pela atividade de células T CD4" (WEIRATHER et al., 2014). Neste
cenario, foi demonstrado que células T reguladoras Foxp3'CD4"
parecem promover a ativacao alternativa dos macroéfagos, favorecendo a
expressdo de IL-10 e um processo de reparo tecidual mais adequado
(WEIRATHER et al., 2014). Considerando que o0s antigenos
primariamente contatados pela mucosa intestinal também desencadeiam
uma grande ativacdo das células T Foxp3'CD4", é possivel especular
gue essa relagdo Treg-M2 &, pelo menos em parte, responsavel pelo
perfil de expressdo do mediador anti-inflamatério I1L-10 que observamos
durante o processo de reparo tecidual cardiaco nos animais do grupo
TOL+ISO.

Por fim, cabe mencionar que abordagens semelhantes a nossa
foram utilizadas com sucesso no tratamento de lesGes estéreis em
diferentes tecidos. Frenkel e colaboradores (2003) em um modelo de
acidente vascular cerebral onde a administracdo nasal de um antigeno
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neural (glicoproteina da mielina dos oligodendrécitos - MOG)
previamente a oclusdo de uma artéria cerebral especifica foi capaz de
diminuir a inflamacéo isquémica central, diminuir a area total da leséo e
melhorar aspectos comportamentais dos animais pos-derrame cerebral.
Ainda, Costa (2009) mostrou que em um modelo de lesdo cutinea
incisional, a indugdo de tolerancia imunolégica foi capaz de alterar a
atividade linfocitaria de tal modo que a deposicao de colageno (I e Il1),
bem como a presenca de miofibroblastos  mostraram-se
significativamente reduzidas, melhorando desta forma o aspecto
fibrético das lesdes.
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6 CONCLUSOES

Em conjunto, os resultados obtidos no presente trabalho apontam
indicios relevantes sobre como a tolerancia oral aos antigenos cardiacos
pode ser atil em modificar importantes aspectos da inflamacdo pos-
infarto miocardico prevenindo assim, a disfuncdo cardiaca em ratos
(Figura 17).

Figura 17. Resumo grafico dos principais achados.
Lesdao do miocardio Ativagdao imunologica

Necrose Contexto inflamatério

—
Antigenos cardiacos

Dano Reparo
(e.g. TNF IFNg, NOS-2) (e.g.1L10)
Tratamento oral com
antigenos cardiacos
n o
Tolerancia
Contexto fisiolégico

‘ y ) 5

O dano tecidual causado por uma isquemia do miocardio resulta na necrose de
cardiomidcitos e consequente exposicdo de proteinas citoplasmaticas. Proteinas
cardiacas sdo drenadas pelos linfonodos mediastinais, onde podem ser
processadas e apresentadas para linfocitos T em um contexto inflamatério.
Linfocitos T reativos a proteinas cardiacas podem promover reparo tecidual,
mas também podem causar importantes danos colaterais. No presente trabalho,
observamos que a administracdo oral de proteinas cardiacas, permite que a
apresentacdo de antigenos relacionados ao coragdo ocorra num contexto néo-
inflamatorio (tolerogénico) dos tecidos linfoides associados a mucosa (TLAM);
e com isso, é capaz de polarizar a atividade imunolégica numa direcdo que
favorece uma melhor resolugéo da inflamagéo do miocardio infartado.

O caminho até uma possivel aplicacdo clinica desta abordagem
inclui a solugdo de dois grandes problemas: Em primeiro lugar, é
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preciso se elucidar uma mistura minima de proteinas/peptideos
cardiacos que possam reproduzir (a0 menos em boa parte) os efeitos do
extrato cardiaco. Esta etapa deve incluir abordagens experimentais e
desafios bastante semelhantes ao estudo de extratos fitoterapicos e
desenvolvimento farmacéutico. Um segundo ponto importante, a ser
considerado desde uma perspectiva clinica, é quanto a cinética de
tratamento. Seria extremamente importante que se pudesse estabelecer
um protocolo de tolerancia que funcionasse como um pos tratamento.
No entanto, a esmagadora maioria dos dados publicados até 0 momento
apontam que a tolerancia oral é melhor estabelecida profilaticamente
(FARIA e WEINER, 2005), e excessOes a este principio sdo raras
(NOVIELLO et al., 2013). Esta é uma abordagem ainda incipiente mas
potencialmente relevante. Assim, novos estudos serdo necessarios para
se validar, melhor explicar e refinar a abordagem aqui apresentada.
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