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RESUMO

O infarto agudo do miocéardio (IAM) é uma patologia de ocorréncia
frequente em todo o mundo e se caracteriza por um interrupimento do
fluxo de sangue para uma regido especifica do coragdo. Se ndo tratada em
tempo habil, evoluira para necrose local e afetard o entorno (peri-infarto)
com posterior perda da fungdo contratil do masculo cardiaco. Ja é sabido
gue uma resposta inflamatdria, disfuncdo mitoncondrial e a presenca de
oxidantes na regido de peri-infarto comprometem a recuperacdo do
tecido. Neste sentido, estudos que investigam novas formas de
intervencgBes que possam reduzir os efeitos deletérios do infarto ainda séo
necessarios. Assim, o objetivo do presente estudo foi investigar o papel
de nanoparticulas de ouro (NPAuU) associadas ao sestamibi (MIBI) sobre
a lesdo por reperfusdo pos isquemia e seu efeito sobre o remodelamento
cardiaco em modelo experimental de IAM. Ratos Wistar (n= 48) de 3
meses de idade foram expostos ao infarto por bloqueio temporario da
artéria descendente anterior por 30 minutos seguido por reperfusdo com
administragdo  intraventricular  cardiaca de NPAu/MIBI nas
concentragdes de 0,5, 1,3 e 3 ug/kg. Os animais foram acompanhados por
24 horas seguidos por eutanasia. As regides infartadas e nao infartadas do
tecido cardiaco foram cirurgicamente retiradas para analise de pardmetros
da funcdo mitocondrial, inflamacéo e de estresse oxidativo. Em rela¢éo
aos parametros de estresse oxidativo ndo houve alteragdes significativas
na producdo de DCF. Entretanto em relacdo ao conteido de GSH total, os
resultados demostraram que, embora 0s niveis de GSH ndo sofreram
diferencas estatisticas em relacdo ao veiculo MIBI, um aumento de 45%
e 55% no conteudo de GSH total foi observado nas concentragdes de 1,3
Ha/kg e 3 pg/kg, respectivamente, na regido de infarto e a concentragéo
de 1,3 pg/kg de NPAuU reduziu significativamente os niveis de GSSG bem
como aumentou a razdo GSH/GSSG na area ndo-infartada. Em relacéo as
citocinas anti e pré inflamatérias, os resultados demonstraram uma
diminuicéo significativa nos niveis de TNF-a em area infartada, onde a
dose de nanoparticulas utilizada na reperfuséo foi de 0,5ug/kg. Nos niveis
de IL-6 também ocorreu uma diminuigdo significativa no grupo com a
dose de 0,5ug/kg em relagdo ao grupo controle na area ndo infartada.
Quanto aos niveis de TGFp, na area infartada houve um aumento
significativo nos grupos com dose de 0,5ug/kg e 1,3ug/kg quando
comparados ao grupo controle. J& na area ndo infartada houve uma
diminuicéo dos niveis no grupo com dose de 0,5ug/kg quando comparado
ao seu grupo controle. Tomados em conjunto os dados mostram que a






associacdo NPAU/MIBI, em diferentes concentragcdes, pode trazer
beneficios no processo de lesdo de reperfusdo miocardica no que diz
respeito a estresse oxidativo e processo inflamatério, tanto na &rea
infartada quanto na area nao infartada.

Palavras-chave: Nanoparticula de ouro, Infarto, Isquemia-reperfuséo,
Inflamac&o, Estresse oxidativo.






ABSTRACT

Acute myocardial infarction (AMI) is a frequent occurrence worldwide
and is characterized by a disruption of blood flow to a specific region of
the heart. If not treated in a timely manner, it will evolve to local necrosis
and will affect the environment (peri-infarction) with subsequent loss of
contractile function of the heart muscle. It is already known that an
inflammatory response, mitoncondrial dysfunction and the presence of
oxidants in the peri-infarction region compromise tissue recovery. In this
sense, studies investigating new forms of interventions that may reduce
the deleterious effects of infarction are still necessary. Thus, the objective
of the present study was to investigate the role of gold nanoparticles
(NPAu) associated with sestamibi (MIBI) on reperfusion injury after
ischemia and its effect on cardiac remodeling in an experimental model
of AMI. 3-month-old Wistar rats (n = 48) were exposed to infarction by
temporary blockade of the anterior descending artery for 30 minutes
followed by reperfusion with intraventricular cardiac administration of
NPAu/MIBI at concentrations of 0.5, 1.3 and 3 ug / kg. The animals were
followed for 24 hours followed by euthanasia. The infarcted and non-
infarcted region of the cardiac tissue were surgically removed for analysis
of mitochondrial function parameters, inflammation and oxidative stress.
Regarding the parameters of oxidative stress, there were no significant
changes in the production of DCF. However, in relation to the total GSH
content, the results demonstrated that, although GSH levels did not suffer
statistical differences in relation to the vehicle (MIBI), a 45% and 55%
increase in total GSH content was observed at concentrations of 1.3 ug /
kg and 3 ug / kg respectively in the infarct region and the concentration
of 1.3 ug / kg NPAu significantly reduced GSSG levels as well as
increased GSH / GSSG ratio in the non-infarcted area. Regarding anti and
proinflammatory cytokines, the results demonstrated a significant
decrease in TNF-a levels in infarcted area, where the dose of
nanoparticles used in reperfusion was 0.5ug / kg. IL-6 levels also showed
a significant decrease in the 0.5ug / kg dose group relative to the control
group in the non-infarcted area. Regarding the levels of TGF, in the
infarcted area there was a significant increase in the groups with dose of
0.5ug / kg and 1,3ug / kg when compared to the control group. In the non-
infarcted area there was a decrease in the levels in the group with a dose
of 0.5ug / kg when compared to its control group. Taken together the data
show that the association AUNP/MIBI in different concentrations can
bring benefits in the process of myocardial reperfusion injury with respect






to oxidative stress and inflammatory process, both in the infarcted area
and in the non-infarcted area.

Keywords: Gold nanoparticle, Infarction, Ischemia-reperfusion,
Inflammation, Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A doenca arterial coronariana (DAC) é a principal causa de
mortalidade e incapacidade em paises desenvolvidos sendo responsavel
por cerca de um terco ou mais de todas as mortes em individuos a partir
dos 35 anos (Lyond- Jones et al., 2010). Estima-se que 17,3 milhdes de
mortes no mundo em 2013 foram relacionadas as doencas
cardiovasculares (DCV), um aumento de 41% desde 1990. Embora os
nimeros absolutos de mortes por DCV tenham aumentado
significativamente desde 1990, a taxa de mortalidade padronizada por
idade aumentou principalmente em individuos mais jovens e mulheres
(Naghavi et al., 2013). Em 2001 foi relatado que a mortalidade por DCV
podera ter um aumento de aproximadamente 29% em mulheres e de 48%
nos homens em paises desenvolvidos até 2020 (Yusuf et al., 2001). No
Brasil, no ano de 2009 as DCV foram responsaveis por 29% de todos 0s
oObitos, representando a principal causa de morte no nosso pais (Ministério
da Saude, 2011).

De acordo com Piegas et al. (2015), a DCV pode ser iniciada com
a placa de aterosclerose, provocada por varios fatores de riscos, como por
exemplo: hipertensdo arterial sisttmica (HAS), tabagismo, dislipidemia
(DLP), sedentarismo, obesidade, historia familiar positiva, entre outros.
Esta placa com o passar do tempo pode aumentar sua espessura até atingir
todo o limen da artéria, ou ainda nesse processo de depésito da placa,
podera ocorrer um rompimento de sua capa fibrosa podendo desencadear
um processo inflamatdério com formagdo de trombo intracoronariano,
ocluindo a luz do vaso provocando o infarto agudo do micardio (IAM).
Nesse cenario, o IAM ¢é a forma mais prevalente das DCV, o qual
isoladamente é a segunda causa mundial de morte mais frequente,
equivalendo a 7%. No sistema publico de salde do Brasil a mortalidade
hospitalar dos pacientes internados por IAM é elevada, com média de
15,3%, em 2010, para as internacGes registradas em todo pais (Piegas et
al., 2015).

Estudos epidemioldgicos revelam taxas de mortalidade pelo 1AM
em torno de 30%, sendo que metade dos 6bitos ocorre nas primeiras duas
horas do evento e 14% morrem antes de receber atendimento médico.
Além da alta mortalidade do evento do IAM por si s, as consequéncias
do dano provocado no misculo cardiaco acometido sdo graves e a maioria
irreversiveis. Em decorréncia do IAM, uma insuficiéncia cardiaca (IC) se
estabelece resultante da diminuicdo do débito cardiaco e consequente
incapacidade de manter a demanda metabdlica de todos os tecidos,
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contribuindo para um prejuizo da homeostase com graves danos ao
paciente (Ho et al., 1993).

A ocorréncia do dano no miocérdio pelo IAM decorre de uma
isquemia prolongada, a qual provoca a morte de cardiomidcitos. Tem
inicio no subendocardio se estendendo transmuralmente em direcdo ao
pericardio (Metha e Cowie, 2006), levando a uma disfuncéo contréatil do
ventriculo esquerdo. Entretanto, diversos fatores podem determinar a
extensdo da é&rea de disfuncdo miocardica além do tempo de
comprometimento do fluxo coronariano para a irrigacdo do musculo
envolvido. Entre esses fatores estdio o aumento de mediadores
inflamatdrios, disfuncéo mitocondrial e estresse oxidativo (McDonagh et
al., 1997) que quanto maior ocorréncia, maior serd a presenca desses
fatores, prejudicando ainda mais o funcionamento global do musculo
cardiaco ventricular.

O fato do IAM ser decorrente da obstrugdo do fluxo coronério
devido a formacdo de trombo apds o rompimento de uma placa
aterosclerdtica, o tratamento padréo € o restabelecimento do fluxo por
medidas farmacoldgicas ou mecénicas. A desobstrugdo do trombo pode
ser quimica pelo uso de agente fibrinolitico, ou mecanico pelo processo
de angioplastia coronariana. Cada modalidade de tratamento tem suas
indicagBes e contraindicacBes especificas, porem ambas buscam a
reperfusdo do fluxo coronario (O'Gara et al., 2013). A reperfusdo tem
potencial para salvar o miocardio isquémico, mas paradoxalmente pode
causar comprometimento adicional, um fendmeno chamado como "lesdo
de reperfusdo” (LR) (Braunwald e Kloner, 1985; Piper et al., 1998). Neste
sentido se faz necessario o estudo de novos agentes com propriedades de
diminuir os danos provocados pela reperfusdo miocardica com
consequente diminuigdo do tamanho de area infartada e de complicagdes
clinicas imediatas e futuras.

1.1 LESAO DE REPERFUSAQO

A isquemia reflete a interrup¢do ou comprometimento do fluxo
sanguineo e a reperfusdo representa o retorno do fluxo sanguineo a um
0rgdo ou tecido apds o processo de isquemia (Braunwald et al.,1985). A
leséo de reperfusdo (LR) é um termo usado para descrever as alteracoes,
funcionais e estruturais, que se tornam aparentes durante o
restabelecimento do fluxo apds um periodo de isquemia (Piper et al.,
1998). Os fendmenos de isquemia e com posterior reperfusdo podem
caracterizar uma LR miocéardica devido ao fato de que inicialmente a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Gara%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23247304
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interrupcdo da passagem de sangue pela coronaria, o qual levaria oxigénio
e nutrientes para o miocardio, muda o metabolismo celular para
anaerébico devido a falta de oxigénio, com consequente acimulo de
lactato, deplecédo de ATP, sobrecarga de Na* e Ca? e inibicdo da funcéo
contréatil do miocardio (Braunwald e Kloner, 1985; Piper et al., 1998).

A reperfusdo recompde o fluxo coronario com a passagem de
sangue irrigando e oxigenando o musculo infartado, o que resulta na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) por diversos
mecanismos tais como extravasamento de elétrons na cadeia respiratdria
mitocondrial e ativacdo da xantina oxidase. Adicionalmente, esse
processo induz a abertura de poros de transicdo de permeabilidade
mitocondrial, contribuindo para a sobrecarga de Ca? intracelular (Yellon
etal., 2007; Hausenloy et al., 2013). Todos estes processos podem induzir
a morte de cardiomidcitos independentemente do miocéardio isquémico,
ou seja, ocorre lesdo em areas adjacentes ao musculo infartado, lesdo peri-
infarto. (Hashmi e Al-Salam, 2015).

A lesdo de reperfusdo acomete uma por¢do maior do ventriculo
esquerdo do que o IAM sozinho e a LR pode atuar como um determinante
independente da remodelacdo cardiaca para além da dimensdo da area
infartada (Hearse et al., 1973). Hashmi e Al-Salam (2015) concluiram em
trabalho experimental com ratos infartados que o dano do miocardio no
IAM ¢ causado principalmente pela necrose isquémica juntamente com a
inflamacéo, enquanto que a apoptose é o principal mecanismo de morte
celular em LR em adicdo a necrose isquémica limitada, e mostra que os
dois processos de lesdo de cardiomidcitos sdo realmente muito distintos e
0 microambiente local do miocardio determina as funcdes especificas de
moléculas e enzimas que sdo parte da sua patogénese. Outro estudo
também mostrou que os mecanismos subjacentes a fisiopatologia da LR
do miocardio estdo relacionados com varios fatores, tais como a elevada
producdo de radicais livres, as alteracdes de célcio intracelular, aumento
da inflamacg&o, necrose do miocérdio e a apoptose (Hearse et al.,1973).

1.2 ISQUEMIA MIOCARDICA E INFLAMAGAO

A secrecdo de mediadores inflamatdrios no processo isquémico
pode atuar na recuperacdo do IAM e da isquemia miocardica, mas em
niveis elevados esses mediadores promovem um quadro de inflamagéo
excessiva ou prolongada, piorando o desempenho cardiaco através da
promocao de fibrose intersticial, tanto na area infartada e quanto na area
ndo-infartada (lesdo peri-infarto) (Bodi et al., 2008).
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A resposta inflamatéria induzida por IAM ¢é fundamental para
restaurar a homeostase do tecido lesionado e para ativar 0s mecanismos
de recuperacdo. Interleucinas sdo reguladores importantes deste processo
€, em conjunto com outras citocinas, contribuem para a sobrevivéncia e a
contratilidade de cardiomidcitos por influenciar o recrutamento e a
incorporacdo de células inflamatdrias. No entanto, a inflamagéao
sustentada também promove a fibrose intersticial e a deposicdo de
colageno, tanto na area do infarto e regides que ndo sofreram infarto do
miocardio, que é denominada regido peri-infarto, que pode levar a
insuficiéncia cardiaca (IC) e até mesmo a ruptura cardiaca (Nian et al.,
2004).

Mediadores inflamatorios participam da fisiopatologia da IC de
varias maneiras, pois exercem um impacto direto sobre os cardiomidcitos,
os fibroblastos e os receptores beta-adrenérgicos que levam a hipertrofia,
fibrose e contratilidade cardiaca comprometida, respectivamente, ou
inducdo de apoptose pela estimulacdo dos genes apropriados,
contribuindo para o processo de remodelamento cardiaco continuo
(McDonagh et al., 1997; Bouras et al., 2014).

A remodelacdo do miocardio que ocorre na sequéncia de um IAM,
é um determinante critico da funcéo sistélica e nos volumes finais do
ventriculo esquerdo, pois é caracterizada por um aumento progressivo do
volume diastélico final (VDF) e do volume sistélico final (VSF), e
promove também uma diminuicdo do volume sanguineo ejetado por
batimento cardiaco e, em consequéncia, leva a uma disfuncéo sistdlica
gue progride para IC (McDonagh et al., 1997).

Cabrera-Fuentes e colaboradores (2016) sugerem o papel de
células do sistema imunoldgico, apds eventos isquémicos, em que essas
células sdo capazes de modificar a sintese de colageno e ativar diferentes
vias de sinalizacdo em miofibroblastos, com consequéncias sobre a
cicatrizacdo de tecido, a formagdo de cicatrizes, e a funcdo cardiaca
depois de um IAM, em particular, ativagdo de componentes inflamatérios
(TGF- B1, IL-1B) por neutrofilos, que propiciam a diferenciacéo,
migracdo e proliferacdo de genes relacionados com a angiogénese. Em
adicdo, mondcitos ativam outros componentes  inflamatérios
(angiotensina I, NFkB), apoptose e genes relacionados com a
remodelacdo, aumentando assim a rigidez dos fibroblastos.

Como consequéncia, a segmentacdo da matriz extracelular para
evitar remodelagdo do VE po6s IAM parece ser uma abordagem
terapéutica promissora para proporcionar beneficios sinérgicos com
terapias dirigidas aos cardiomidcitos (Flachskampf et al., 2011). Assim
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sendo, a resposta inflamatdria é um fator determinante de resultados
clinicos para os pacientes que recuperam de lesdo miocardica isquémica
e abordagens terapéuticas que visam componentes da resposta
inflamatdria tém sido investigados como potenciais tratamentos e Uteis
para lesdo miocéardica isquémica (Cabrera-Fuentes et al., 2016).

1.3 ISQUEMIA MIOCARDICA E DISFUNGCAO MITOCONDRIAL

As mitocdndrias sdo organelas intracelulares multifuncionais
essenciais para uma variedade de funcdes celulares, incluindo a producéo
de energia e a termogénese (Alberts et al., 2004). A disfuncdo
mitocondrial estd no centro de uma série de doencas cardiovasculares,
incluindo LR, e os tratamentos que visam preservar a fungdo mitocondrial
representam uma estratégia cardioprotetora importante para limitar o
tamanho e a extensdo do 1AM e preservar a fungdo cardiaca (Regitz et al.,
1984). A grande maioria das publicacbes sobre o dano tecidual
relacionado com a isquemia-reperfuséo (IR) esta relacionada com a teoria
de que alteragbes do metabolismo do oxigénio na mitocéndria levam a
producdo excessiva de ERO, tornando-se um evento patogénico final
(Ballinger et al., 2000).

Em recente revisao, Pei e colaboradores (2016) demonstraram as
mitocondrias como sendo potentes centros de apoptose em
cardiomidcitos, pois estas desencadeiam papel critico na isquemia
miocardica devido ao fato de que a isquemia reduz a quantidade de ATP
miocardico, resulta em menor producdo de energia e aumento da
producdo de ERO. Isso faz com que a disfuncdo mitocondrial se torne
uma evento celular importante em vérias doencas cardiovasculares.
Estudos sugerem que o defeito mitocondrial pode ocorrer na cadeia de
transporte de elétrons complexos, desacoplamento de proteinas, no
complexo translocase da membrana externa e ou no poro de transicao da
permeabilidade mitocondrial, o que de forma direta ou indireta contribui
para a producdo de ERO, com consequente disfun¢do mitocondrial e
insuficiéncia miocardica (Zorov et al., 2000; Zhang et al., 2016).

Ap6s um evento isquémico, a ultraestrutura e a fungdo
mitocondrial podem desempenhar um papel-chave na viabilidade celular
durante a recuperacdo (Nohl et al., 2009). A protecdo da mitocondria
cardiaca contra a isquemia miocérdica e contra a deterioracdo celular
induzida pela reperfusdo pode ser um mecanismo fundamental para a
protecdo cardiaca em corac@es isquémicos que foram reperfundidos, ou


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cabrera-Fuentes%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26667317

28

seja, que sofreram lesdo de reperfusdo (Tanno et al., 2014; Sunaga et al.,
2014).

Um alvo importante de investigagdo no controle do metabolismo
energético do miocéardio em condicGes de isquemia é a glicogénio-
sintase-quinase-3 beta (GSK-3B), uma quinase multifuncional
constitutivamente ativa, que é importante para diversas vias de
sinalizacdo pré-sobrevivéncia. A interacdo entre a GSK-3 e mitocondria
no contexto de LR no IAM foi sugerida por Miura et al. (2010) mostrando
qgue a translocacdo mitocondrial de GSK-3B induzida por estresse
oxidativo parece ser mediada pela sua interagdo dependente de quinase
com o canais idnicos dependentes de voltagem, e que, a fosforilagio do
GSK-3p eleva a produgdo de ERO. Neste sentido, a inibigdo terapéutica
deste processo pode proporcionar uma abordagem promissora para a
cardioprotecdo, sem prejudicar as fungdes fisioldgicas de GSK-3p em
comorbidades, tais como a diabetes, a hipertenséo e insuficiéncia renal
crbnica, 0 que poderia contribuir, em parte, aos efeitos nocivos da LR em
IAM (Tanno et al., 2014).

O impacto da idade sobre a disfun¢do mitocondrial, o que ocorre
no contexto de LR no IAM, foi discutido por Marisol Ruiz-Meana (2014).
Dados pré-clinicos sugeriram que as mitocondrias desempenham um
papel causal na susceptibilidade do miocardio senescente a lesdo
isquémica. A existéncia de uma alteracdo dependente da idade na
comunicacdo molecular entre reticulo endoplastamatico e mitocondrias
parece ter consequéncias sobre o influxo de célcio e producdo de
energética em resposta na LR. Além disso, a oxidacdo do ATP sintase
mitocondrial prejudica a permeabilizacdo da membrana mitocondrial e a
morte celular durante os primeiros minutos de reperfusdo; ainda, os
mecanismos subjacentes continuam a ser caracterizado no que diz
respeito a resposta a lesbes cardiacas no coracdo envelhecido, o que
representa um tema altamente relevante considerando o envelhecimento
da populagdo (Hal et al., 2014).

1.4 ISQUEMIA MIOCARDICA E ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres em excesso podem ser nocivos através de uma
variedade de mecanismos como, por exemplo: peroxidacdo dos acidos
graxos das membranas celulares; oxidacdo de grupos sulfidrila inativando
uma variedade de enzimas; altera¢cGes do DNA inibindo a sintese de ATP
e consumindo as reservas de dinucleotideos de adenina e nicotinamida;
alteragdo na modulagcdo do éxido nitrico (NO) comprometendo o0s
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relaxamentos vasculares dependentes do endotélio; formacdo de
peroxinitrito; ativagdo de citocinas como a interleucina-1p entre outros
mecanismos envolvidos no estresse oxidativo celular (Ong et al., 2015;
Yu et al., 2016).

Embora o papel das ERO e os mecanismos pelos quais essas
espécies modulam o remodelamento cardiaco ou fases desse
remodelamento ainda ndo estejam completamente elucidados, sabe-se
gue uma proporcao significativa de ERO produzidas imediatamente apds
o IAM geram uma infiltracdo de células inflamatdrias que contribui
substancialmente para o estresse oxidativo. Conforme Griendling e
FitzGerald (2003), vérias sdo as fontes na producdo de ERO em células
cardiacas induzidas pelo 1AM, como a cadeia respiratoria mitocondrial,
ativacdo de xantina oxidase e NADPH oxidase, oxidacdo de lipoxigenase,
oxigenase-heme e do citocromo P450 mono-oxigenases .

Um dos principais sistemas de produgdo excessiva de ERO no
IAM envolve o extravasamento de elétrons na cadeia respiratoria
mitocondrial dada a inimeros fatores que controlam o fluxo de elétrons.
A mitocdndria é, provavelmente, a principal fonte de geracéo intracelular
de ERO, convertendo oxigénio em superdxido ou em derivados de
peréxido de oxigénio. Até 95% dos ERO gerados no meio intracelular em
situacdo de perfusdo normal, advém da cadeia respiratdria mitocondrial,
0 que também pode estar presente em situacdes de reperfusdo arterial
coronariana. O fluxo de prétons na matriz mitocondrial auxilia na
producdo de ATP e energia celular (Granger et al., 2015).

A producdo excessiva de ERO é lesiva ao endotélio vascular
coronariano, prejudicando o mecanismo de dilatacdo dos vasos e
consequentemente reduzindo o fluxo sanguineo, comprometendo também
0 processo de contragdo muscular pelos filamentos de actina e miosina,
abrindo os poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial, com
influxo de ions célcio e consequentes processos de apoptose e necrose
celular. Estes fatores, macroscopicamente, induzem a arritmias cardiacas
potencialmente fatais e ao processo de remodelamento cardiaco, com
posterior insuficiéncia cardiaca ou morte do individuo (Granger et al.,
2015).

A ativacdo da NADPH oxidase também desempenha papel crucial
na regulacdo do crescimento e morte dos cardiomidcitos (Matsushima et
al., 2014). Quando ativadas pela presenca de neutréfilos, a NADPH
oxidase catalisa a transferéncia de elétrons da NADPH para o oxigénio,
resultando na producéo de superdxido. As ERO produzidas a partir da
quimiotaxia e ativacdo de neutréfilos sdo geradas para destruir bactérias
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invasoras e remover tecidos danificados e ocorre como resultado da
migracdo de neutrdfilos vindos dos tecidos endoteliais mediada por
catecolaminas, e da medula dssea mediada pelo cortisol (Ushio-Fukali,
2006). Isso faz com que sejam removidas proteinas e células danificadas
e também células mortas. Embora isso seja uma reacao desejavel, quando
ndo bem regulada, pode ser uma das causas de inflamag¢Ges agudas devido
a um grande aumento na producdo de mediadores pro-inflamatérios
(interleucinas 1, 6, 8 e TNF-0) e prostaglandinas, levando a indugéo e a
intensificagdo de processo inflamatdrio adicional, aumentando a
producdo de ERO que séo ativadores de fator transcricdo NFkB (Yu et
al., 2015).

Na isquemia miocéardica, o0 ATP é drasticamente reduzido e
convertido em hipoxantina e em seguida pela atividade da xantina oxidase
(X0), sob acdo da reperfusdo em &cido Urico. A XO catalisa a degradacéo
do monofosfato de adenosina durante a isquemia, levando ao aumento na
producdo de superdxido, por ter o oxigénio proveniente da reperfusdo
como aceptor de elétrons. Em condigdes aerdbicas, o oxigénio suficiente
assegura que o ATP seja reposto via fosforilagdo oxidativa mitocondrial
e gque a hipoxantina e a xantina sejam, primeiramente, convertidas para
acido Urico por meio da xantina desidrogenase, usando a nicotinamina
como aceptor de elétrons (Granger et al., 1988).

1.5 NANOPARTICULAS DE OURO

Nos altimos anos, as nanoparticulas inorgénicas vém mostrando
aplicabilidade e propriedades bioldgicas, quimicas e fisicas,
consideravelmente distintas, incentivando assim diversos grupos de
pesquisa a estudarem suas particularidades. (Bhattacharya et al., 2008). O
tamanho destas nanoparticulas varia entre 1 e 100 nandmetros (nm),
sendo utilizada no diagnéstico rapido; entrega de moléculas, e de
engenharia de tecidos (Duran et al., 2006).

Devido as suas dimensdes, as NPs podem facilmente atravessar a
membrana celular e alcancgar organelas cruciais, como as mitocdndrias, 0
reticulo endoplasmaético e nucleo celular (Daniel et al., 2004). O uso de
nanoparticulas, mais precisamente as de ouro (NPAu), acarretam
inimeros interesses para as aplicacbes biomédicas devido as suas
propriedades de atracdo, a sua facilidade de sintese, caracterizacdo e
funcionalidade na superficie (Wong et al., 2013).

A tilizacdo das nanoparticulas no campo biomédico tem
demonstrado interesse devido &s suas caracteristicas como: estabilidade
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guimica; facilidade de sintese e processo de fabricacéo;
biocompatibilidade genuina e por ndo interferir com outros biomateriais;
bioconjugacdo de superficie com sondas moleculares, propriedades
Opticas marcantes e baixa citotoxidade (Katz et al., 2004). As aplicacOes
das NPAu tém crescido consideravelmente devido a sua baixa
citotoxidade e alta capacidade de interacdo as células, com isto, sdo
utilizadas clinicamente para melhorar o potencial das drogas, alterando a
farmacocinética, biodistribuicdo e absorcéo celular (Chen et al., 2013).
Os efeitos atribuidos as NPAu estdo associadas a propriedades
antioxidantes e anti-inflamatorias, porém o mecanismo de a¢do da NPAu
ainda esta pouco elucidado. Sabe-se que o ouro possui propriedades
primordialmente antiinflamatdrias, com supressdo da producdo mRNA
para IL-1b, IL-6 e TNF-a, citocinas pré-inflamatérias, e com capacidade
de reducéo ERO, a NPAu atua no processo de detoxificagdo a partir da
GSH (Khan et al., 2013; Paula et al., 2015).

Diferentes estudos vém demostrando que a associagdo de NPAu
com drogas ou técnicas de tratamento pode ser positiva. Em 2015, Paula
e colaboradores demonstraram que a associagdo de NPAu a N-
acetilcisteina reduz a reposta inflamatéria sistémica induzida por
carragenina. No mesmo ano, Zortéa et al. (2015) mostraram que 0 uso da
NPAu sob a agdo de iontoforese e fonoforese, respectivamente,
promovem uma reducgdo dos parametros de estresse oxidativo mediados
por processos inflamatérios induzidos por danos musculares.

1.6 2-METOXI-ISOBUTIL-ISONITRILA (MIBI)

A medicina nuclear faz uso de radiacdo ionizante na forma de
compostos radioativos, conhecidos como radiofarmacos, no intuido de
estudar anomalias metabdlicas e funcionais, porem alem de realizar
diagndsticos podem também envolver em procedimentos terapéuticos. Os
radiofarmacos possuem alta afinidade e biodisponibilidade para
determinados sitios bioldgicos, o que seria potencialmente Gtil para o
carreamento, também, de substancia néo radioativas com propriedades
terapéuticas (Carlsson, 1995).

O radiofarmaco SESTAMIBI-®™ Tc apresenta interesse e
aplicacdo na rotina clinica em medicina nuclear, especialmente para
avaliacdo da fungdo do miocardio (Carlsson, 1995). O SESTAMIBI-%™
Tc é um complexo catidnico, lipofilico, que é captado pelos midcitos na
proporcdo do fluxo sanguineo do miocardio. A captacdo miocardica
regional de um tragador difusivel é dependente do fluxo regional e da
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extracdo do miocéardio. A proporcéo da atividade do tracador nos tecidos
do miocérdio aumenta quando as taxas de fluxo sanguineo arterial s&o
mais altas, o que ocorre durante hiperemia reativa ou vasodilatagdo
farmacoldgica, e ocorre diminuicdo da extragdo nos pProcessos
isquémicos, isto é, com reducdo do fluxo sanguineo arterial coronariano
(Wackers et al., 1989).

De acordo com a diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia
sobre medicina nuclear, uma vez administrado por via venosa, 0
SESTAMIBI-**™ Tc é captado pelo miécito em processo de difusdo
passiva dependente do potencial elétrico transmembrana, concentrando-
se predominantemente nas mitocéndrias (Muradian e Marques, 1992).
Aproximadamente 90% do SESTAMIBI-®™ Tc intracelular esta
associada com a mitocondria como um complexo catiénico livre
(Papadopoulos et al., 1994).

Desta forma a associagdo de NPau com SESTAMIBI podera
proporcionar acao terapéutica importante, em nivel mitocondrial, na leséo
de reperfusdo miocardica, com efeitos sobre o estrese oxidativo e
inflamac&o, reduzindo as complicacbes e mortes por IAM. Ressalta-se
também, que ndo ha ainda, descritos na literatura cientifica, modelo
similar de abordagem terapéutica, tornado o presente estudo, pioneiro
neste aspecto.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o papel da administracdo de nanoparticulas de ouro
(NPAuW) ligadas ao sestamibi (MIBI), em diferentes concentragdes, sobre
0s parametros de estresse oxidativo e inflamatdrios em animais expostos
a lesdo por reperfusdo em um modelo experimental de IAM.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Investigar os efeitos da administracdo de NPAu associada ao
MIBI sobre a parametros de estresse oxidativo da regido infartada em
animais expostos a lesdo por reperfusdo em um modelo experimental de
1AM.

2. Avaliar os efeitos da administracdo de NPAu associada ao MIBI
sobre a parametros de estresse oxidativo da regido ndo-infartada em
animais expostos a lesdo por reperfusdo em um modelo experimental de
IAM.

3. Verificar os efeitos da administracdo de NPAu associada ao
MIBI sobre parametros inflamatdrios da regido infartada em animais
expostos a lesdo por reperfusdo em um modelo experimental de IAM.

4. Avaliar os efeitos da administracdo de NPAu associada ao MIBI
sobre parametros inflamatorios da regido ndo-infartada em animais
expostos a lesdo por reperfusdo em um modelo experimental de IAM.



34
3 MATERIAL E METODOS
3.1 AMOSTRAS

Quarenta e oito ratos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem
Wistar (90 dias de idade, cerca de 300g), adquiridos pela Unidade de
Experimentacdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)
foram utilizados e randomicamente divididos em 4 grupos experimentais
(n=12): IR + veiculo; IR + 0,5 pg/kg de NPAU/MIBI; IR + 1,3 ug /kg de
NPAuU/MIBI; IR + 3,0 pg/kg de NPAU/MIBI. Apbés 24 horas do
procedimento de reperfusdo os animais foram eutanasiados e o tecido
cardiaco (&rea infartada e area ndo-infartada) foram coletados para
posteriores analises.

Todos os procedimentos foram realizados conforme a Lei n°
11.794/08 (Outubro/2008) e Resolugdes Normativas 13 e 30, do
CONCEA e aprovados pelo Comité de Etica do HCPA sob protocolo 16-
0536. Os animais foram mantidos na Unidade de Experimentacdo
Animal, em um alojamento especifico para a espécie, com temperatura
controlada (22 + 2°C), umidade relativa do ar em 40-60%, ciclo de luz de
12 h claro/12 h escuro, sistema de exaustdo de ar, em caixas moradia com
no minimo 2 e no maximo 4 animais e passaram por um periodo de
aclimatacdo/quarentena de 15 dias antes do inicio dos procedimentos.

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

0 30 min 24 Horas
CLJSQUEMIA L REPERFUSAQ. .. ... .....
Cirurgia NPAu + MIBI Coleta de Sangue
Eutdnasia

Esquema 01 — Desenho experimental. Os animais foram submetidos a uma
isquemia de 30 minutos seguidos de reperfusdo de 24 horas.

3.3 PROTOCOLO DE ISQUEMIA-REPERFUSAO

O infarto agudo do miocérdio foi induzido de acordo com Xu et al.
(2014). Inicialmente os animais foram anestesiados com xilasina (5
mg/Kg, i.p.) e cetamina (50 mg/Kg, i.p.), e tiveram o térax tricotomizado,
submetidos a intubagdo orotraqueal e ventilados mecanicamente com
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frequéncia respiratoria de 60 icm e volume corrente de 1,5 mL (Harvard
ventilator, model 683). Durante a ventilagio os animais foram
anestesiados com isoflurano 2-3% a fim de manter o animal inconsciente
ao longo da cirurgia. Uma incisdo foi realizada no hemitorax esquerdo,
com exposi¢do da musculatura intercostal. Bupivacaina (1mg/Kg) foi
injetada na musculatura intercostal antes da incisdo no segundo espaco
intercostal (ictus cordis), sem exteriorizacdo do coracdo. A artéria
coronéria descendente anterior foi entdo ocluida aproximadamente a 2
mm da sua origem com fio mononylon 6.0. Apds 30 minutos, a oclusdo
foi desfeita, permitindo a reperfusdo coronaria. Apds o final do
procedimento, a cavidade toracica foi fechada e suturada com fio
cirdrgico mononylon 5.0. Os animais considerados do grupo Sham foram
expostos aos mesmos procedimentos, exceto a oclusdo da artéria
coronaria. Antes da toracotomia, o pulmao dos animais foi expandido por
fechamento da exaustdo do ventilador mecanico para estabelecimento da
pressdo intratoracica. Apds o procedimento cirdrgico todos os animais
receberam analgésicos (tramadol 5 mg/Kg, i.p., 12/12 h em associa¢io
com dipirona 250 mg/kg, i.p., 12/12h ambos por 24 horas) para reducdo
da dor pos-cirdrgica. O protocolo tem duracdo limitada em 24 horas e
sinais de angustia respiratéria incompativel com o0s niveis esperados
foram usados para eutandsia prévia para evitar sofrimento dos animais.

3.4 SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE
OURO

Nanoparticulas de ouro foram sintetizadas conforme descrito por
Turkevich e colaboradores (1951) com algumas modificacdes. Acido
cloroaurico (HAuUCls) foi adquirido junto a Sigma-Aldrich (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO, USA) e Citrato de s6dio (NasCsHs07.2H20), um
agente redutor e estabilizante, foi adquirido com a Nuclear (Nuclear,
Diadema, SP, Brasil). O tamanho das nanoparticulas (10nm) de ouro foi
controlado usando uma concentracdo adequada de Citrato de sodio,
determinada previamente. Em resumo, 35 uL de HAuCI, foram diluidos
para 100 mL, resultando numa solucdo 0.50 mM. Esta solucdo foi
transferida para um baldo de fundo redondo acoplado a um condensador.
O sistema foi aquecido a 90 °C sob vigorosa agitacdo magnética. Entéo,
5 mL de solugdo de citrato de sédio 0,30 mol.dm= foi adicionada
rapidamente e o sistema, mantido sob refluxo e agitagdo magnética por
15 minutos. Finalmente, a solucdo foi resfriada até a temperatura
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ambiente. Em tempo, todas as vidrarias utilizadas foram previamente
lavadas com agua régia (HCI/HNOs 3:1) e rinsadas com agua ultrapura.

As sinteses das nanoparticulas de ouro e demais reac6es foram
acompanhadas por espectroscopia de UV-VIS, via monitoramento da
banda de superficie de plasmon ressonante (SPR — surface plasmon
resonant), utilizando-se um espectrofotdmetro de UV-VIS da LGS 53 Bel
Photonics, Brasil. O tamanho e forma (geometria) das nanoparticulas
foram estimados por duas técnicas distintas, a saber: microscopia de
transmissdo de elétrons (TEM), com auxilio de um microscopio te
transmissdo de elétrons marca JEOL, modelo Titan 300 kV. Nestes casos,
a amostra foi preparada diluindo-se a solucdo de NPAus até a absorcéo
no maximo comprimento de onda apresentar valores abaixo de 0.1. Em
seguida, esta solucdo foi mantida sob agitacdo ultrassénica por 10
minutos para evitar qualquer possivel aglomeragdo de particulas e entéo,
5 uL foram depositados sobre um porta-amostras de cobre e mantida em
dessecador por 24 h antes da analise. Em tempo, a caracterizacdo por
Microscopia de Transmissdo de Elétrons foi realizada Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada - CIQA, México. O tamanho do
cristalito (de particulas) também foi avaliado por Difratometria de Raios-
X, com auxilio de um Difratdbmetro de Raios-X da SHIMADZU, modelo
XRD-6000 empregando radiagdo monocromatizada de Cu-Ka (A =
0.154056 nm), operado a 30kV e 30 mA. A velocidade de varredura foi
de 2°/min., com leitura de 26 variando no intervalo de 10 a 80°. Neste
caso, o preparo da amostra foi efetuado da seguinte maneira: uma solucéo
de NPAus recém preparada foi previamente concentrada por
centrifugacdo a 14.000 rpm durante 15 minutos e a 15°C. O sobrenadante
foi removido cuidadosamente e o concentrado de NPAus foi depositado
uniformemente sobre um porta-amostras de vidro. O sistema foi deixado
secar lentamente antes da leitura direta no difratdmetro.
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3.5 SINTESE E ADMINISTRACAO DE NPAU/SESTAMIBI

O sestamibi foi fornecido pela empresa Nucleocor (Rio Verde,
GO, Brasil), em frascos sob atmosfera de nitrogénio puro, contendo 1mg
de sestamibi em pd liofilizado (Tetrafluoroborato de Cobre (1) Tetracis
(2-Metoxi-lIsobutil-Isonitrila) [Cu(MIBI)4] BF4), sendo a diluigdo e
complexagdo com NPAu realizadas em frascos a vacuo de acordo com as
concentracdes desejadas.

A abordagem aqui empregada é inovadora e, portanto, ndo ha
definicdo na literatura de uma dose de NPAU/MIBI a ser ministrada.
Estudos prévios tém utilizado doses variadas de NPAu apresentando-se
entre 1 e 2,5 mg/kg (sem o MIBI) injetadas sistemicamente e que ndo
apresentam efeitos téxicos. Por se tratar de administragdo in situ, optou-
se em utilizar concentracfes em escala bem menores para evitar riscos de
toxicidades. Em relacdo ao MIBI, de acordo com o Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares, testes de tolerancia toxicoldgica realizado em
camundongos ndo provocaram reagdo adversa no organismo dos animais
numa dose equivalente a 1000 vezes superior a maior dose administrada
em adultos humano de 70 kg, no periodo de observagéo de 72 horas.

Com base nesses pressupostos a NPAu foi administrada em
associacdo ao MIBI em uma Unica dose intraventricular cardiaca, e
considerando que aproximadamente 90% é fagocitado pelo sistema
monocitico-macrofagico e do restante circulante aproximadamente 1% é
concentrado no mdsculo cardiaco, nas concentragdes arbitrdrias de
0,5,1,3 e 3,0ug/kg no inicio da reperfusdo (30 minutos ap6s o blogqueio da
artéria descendente anterior). O volume total administrado foi de 0,5 mL
durante um tempo de 30 segundos (Saterborg, 1973; Papadopoulos, 1994;
Tartuce et al., 2017).

3.6 EUTANASIA E COLETA DE TECIDOS

Todos os animais foram eutanasiados por exaguinacdo apds
anestesia profunda com isoflurano (5% em 0,5 L/min de O) e a porcéo
ventricular anterior infartada e a por¢do ventricular sadia (ndo-infartada)
foram cirurgicamente removidas por disseccao, aliquotadas, processadas
e armazenadas a -80°C para posteriores analises. O descarte dos animais
foi feito ap6s acondicionamento em saco branco leitoso e armazenados
em freezer -40°C para posterior tratamento e deposi¢do final em aterro
sanitario, conforme procedimentos estabelecidos pela Vigilancia
Sanitéria (RDC 306/2004).
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3.7 ENSAIOS BIOQUIMICOS

Parametros de estresse oxidativo: A producdo de hidroperéxidos
foi determinada pela oxidacdo intracelular de 2',7'-diclorofluoresceina
(DCFH-DA) por ERO de acordo com o método descrito anteriormente
Lebel et al. (1992), com algumas modificagdes. Os niveis de GSH foi
baseado a partir da reagdo de GSH com DTNB (Ellman’s reagente)
formando um aduto de glutationa-TNB oxidado posteriormente reduzido
pela GR na presenca de NADPH com consequente sintese de GSH. A
concentracdo de GSH total foi determinada usando uma curva de
regressdo gerada a partir de varios padrbes de GSH. A GSSG foi
mensurada a partir da reciclagem da GSSG com monitoramento NADPH
espectrofotometricamente na presenca de 2-vinilpyridina. A concentracao
de GSH total e GSSG foram determinadas usando uma curva de regressao
gerada a partir de varios padrfes de GSH (Rahman et al., 2006)

Parametros inflamatorios: A concentracao no tecido de TNF-a, IL-
6 e TGF-p foram utilizados como marcadores inflamatorios e
determinados por Kits comerciais de ELISA conforme recomendacéo do
fabricante (R&D systems®, USA e ALPCO®, USA, Labtest®, Brazil).

3.8 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados foram expressos em média e erro padrdo médio e
analisados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA) one-way,
seguido pelo teste post hoc Donette. O nivel de significancia estabelecido
para o teste estatistico serd de p<0,05. O Graphpad Prism, verséo 7.0 foi
utilizado como pacote estatistico.
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4 RESULTADOS

4.1 EFEITOS DAS NANOPARTICULAS DE OURO LIGADAS AO
SESTAMIBI SOBRE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

A producdo de DCF, um produto da oxidagdo de 2,7-
dichlorodihydrofluorescein (DCFH) por espécies reativas de oxigénio,
em especial o perdxido de hidrogénio, ndo foi alterada estatisticamente
pela suplementacdo de NPAu tanto na &rea infartada quanto na nao-
infartada (Figuras 1A e 1B).
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Figura 01: Efeito da administracdo de nanoparticulas de ouro em diferentes
concentragdes (0,5;1,3;3 ug/kg) associadas ao MIBI durante a reperfusdo sobre a
oxidagdo de DCFH ap6s infarto agudo do miocardio em ratos Wistar. Os valores
estdo apresentados em média e erro padrdo da média e um p < 0,05 foi
considerado quando detectado diferenga estatistica entre as diferentes
concentracgdes e o grupo MIBI (*).

Em relacdo ao contelido de GSH total, os resultados demostraram
gue, embora os niveis de GSH ndo sofreram diferencas estatisticas em
relacdo ao veiculo (MIBI) nas diferentes concentragdes utilizadas, um
aumento de 45% e 55% no conteudo de GSH total foi observado nas
concentragbes de 1,3 pg/kg e 3 pg/kg, respectivamente, na regido de
infarto (Figura 2A). Adicionalmente, a concentracdo de 1,3 pg/kg de
NPAu reduziu significativamente os niveis de GSSG (Figura 2D) bem
como aumentou a razdo GSH/GSSG na 4rea ndo-infartada (Figura 2F).
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Figura 02: Efeito da administragdo de nanoparticulas de ouro em diferentes
concentragdes (0,5;1,3;3 ug/kg) associadas ao MIBI durante a reperfusdo sobre
sistema glutationa ap6s infarto agudo do miocardio em ratos Wistar. Os valores
de GSH total (2A-B), GSSG (2C-D) e razdo GSH/GSSG (2E-F) estdo
apresentados em média e erro padrdo da média e um p < 0,05 foi considerado
quando detectado diferenca estatistica entre as diferentes concentragdes e o grupo

MIBI (*).
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4.2 EFEITOS DAS NANOPARTICULAS DE OURO LIGADAS AO
SESTAMIBI SOBRE PARAMETROS INFLAMATORIOS

Niveis de TNF-a e IL-6 foram utilizados como indicadores da
resposta inflamatéria induzida pela lesdo por reperfusdo cardiaca apds
IAM. O TNF-a, uma citocina que estimula a processos inflamatorios e a
secrecdo de outras citocinas pro-inflamatdrias, apresentou significativa
reducdo na regido infartada somente na concentragdo de 0,5 pg/kg de
NPAu, conforme observado na Figura 3A, ndo sofrendo significativas
mudangas na area ndo-infartada. A IL-6, uma interleucina que atua como
também citocina pré-inflamatoria e esta envolvida na progressao da lesdo
miocardica. Os resultados observados na figura 3C e figura 3D mostram
uma reducdo significativa nas areas infartada e ndo-infartada na
concentracdo de 0,5 pg/kg de NPAuU. As demais concentracfes ndo
apresentaram mudancas de destaque em relagdo ao veiculo.

Fig. 3A Area infartada

Fig. 3B Area nao infartada
40 60
© P
2 ]
3 30 L K
& (| | Eu] e T 2 I
3o S w et T
% T 20 w % et
= Z o i
£ -
2 10 E 20 e
E) e %
EET TR —r 3 uglk T o T —r— i
ouglkg  1,3uglkg a/kg MIBI  0,5ug/kg 1,3ug/kg 3 uglkg
[NPAU] [NPAU]
Fig. 3C Area infartada , ]
Fig. 3D Area n&o infartada
200
w 150
E T
[} (=
§ 150 _I_ E
- o] T
2310 T =3
£ * £
= e 3 50
0 T ¥ F =~ 5 SRR
MBI 0,5ug/kg 1,3ug/kg 3 ug/kg MIBI  0,5ug/kg 1.,3ug/kg 3 uglkg
[NPAU] NPAU]

Figura 03: Efeito da administragdo de nanoparticulas de ouro em diferentes
concentragdes (0,5;1,3;3 ug/kg) associadas ao MIBI durante a reperfusdo sobre
o0s parametros inflamatorios apds infarto agudo do miocardio em ratos Wistar. Os
niveis de TNF-alfa (3A-B) e IL-6 (3C-D) estdo apresentados em média e erro
padrdo da média e um p < 0,05 foi considerado quando detectado diferenca
estatistica entre as diferentes concentragdes e o grupo MIBI (*).
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O TGFp E uma proteina envolvida no controle da diferenciagéo e
proliferacdo celular bem como na producdo de colageno tecidual. Os
resultados observados na figura 4A mostra niveis elevados nas
concentracdes de 0,5 e 1,3 pg/kg de NPAuU na regido do infarto, enquanto
gue na area nao infartada esses niveis foram significativamente reduzidos
pela NPAu apenas na concentragdo de 0,5 pg/kg (Figura 4B).
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Figura 04: Efeito da administracdo de nanoparticulas de ouro em diferentes
concentragdes (0,5;1,3;3 ug/kg) associadas ao MIBI durante a reperfusdo sobre a
sintese de colageno apds infarto agudo do miocardio em ratos Wistar. Os niveis
de TGF-beta (4A-B) estdo apresentados em média e erro padrdo da média e um

p < 0,05 foi considerado quando detectado diferenca estatistica entre as diferentes
concentracgdes e o grupo MIBI (*).
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5 DISCUSSAO

A finalidade principal de uma terapia no IAM é a restauracdo
precoce do fluxo coronariano para limitar a necrose miocardica. Para isso,
a reperfusdo do miocérdio, previamente isquémico, é uma pratica
necessaria, no entanto, tal medida pode prejudicar as células miocardicas
e endoteliais nas artérias coronarias. Embora a patogénese da lesdo de
reperfusdo seja complexa, a formacdo de ERO pode desempenhar um
papel critico no quadro clinico, uma vez que estudos prévios tém
demonstrado que, em modelos animais, as ERO sdo importantes
mediadores que ampliam o quadro da lesdo por reperfusdo no miocardio
isquémico (Grech, 1995; Sedlakové et al., 2009).

Ainda ndo ha tratamento efetivo para a lesdo de reperfuséo
miocardica. Diversos farmacos foram propostos e testados em ensaios
clinicos e pré-clinicos, sem sucesso comprovado (Hausenloy et al, 2013).

Neste cendrio, as abordagens terapéuticas no IAM, se baseiam
primordialmente na restauragéo do fluxo sanguineo arterial coronariano,
por métodos mecanicos ou farmacoldgicos, tratando apenas do
componente isquémico, ou seja, da privacdo de oxigénio e nutrientes ao
tecido cardiaco, deixando a leséo de reperfusdo contribuir livremente para
agravamento do dano ao tecido cardiaco, o que leva, em consequéncia, a
um aumento da morbidade e mortalidade dos individuos em tal situacdo
(Dominguez-Rodriguez et al., 2014).

Durante os Ultimos anos, houve um aumento significativo nas
publicagcbes que descrevem os modelos fisiopatologicos da leséo
isquémica e de reperfusdo cardiaca em pacientes com 1AM, com destaque
para a lesdo de reperfusdo (Xu et al., 2014). Entretanto, apesar da
consolidagdo dos conceitos fisiopatoldgicos, ainda had um grande desafio
em buscar um tratamento efetivo para a lesdo de reperfusdo, haja vista, a
auséncia de medidas comprovadas para tal fim (Hausenloy et al, 2013).

Medicamentos & base de nanoparticulas de ouro (NPAu) ligadas
ou ndo a outras moléculas estdo em alta no meio cientifico nos Gltimos
anos, ou mesmo como invélucro de farmacos para a biodisponibilidade e
acdo terapéutica inteligente destes, também estdo relatados na literatura
cientifica (Dreaden et al, 2012). Com propriedades anti-inflamatérias (de
Araljo et al., 2017) e antioxidativas (Ferreira et al., 2015; Yakimovich et
al., 2008) as NPAu podem assumir conformacdes e dimenses variadas,
permitindo assim planejar um perfil adequado de acordo com a proposta
terapéutica.
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De acordo com Giljohann et al. (2010) a aplicabilidade terapéutica
da NPAu e respectivos efeitos estd associada ao tamanho da particula, isto
é, quanto menor a particula, maior a facilidade de difusdo destas nos
tecidos (Giljohann et al., 2010). Administracdo direta no sitio de agdo,
geometria e tamanhos especificos, nanoengenharia com conformagcdes
complexas, adicdo de outros elementos ao nucleo, revestimentos com
substancias organicas ou inorganicas, biomarcadores fluorescentes ou
radioativos, sdo estratégias descritas na literatura para aumentar a
eficiéncia e garantir a biodisponibilidade das NPAu (Giljohann et al.,
2010).

Em recente estudo deste laboratério, Tartuce e colaboradores
(2017) observaram que a NPAu possui significativa interacdo quimica
com o MIBI, um tracador biolégico captado pelos cardiomidcitos na
proporcéo do fluxo sanguineo do miocérdio, e que as concentrages 0,5,
1,3 e 3,0 ug/kg de NPAu (10nm) ndo promovem toxicidade em diferentes
tecidos corporais e ndo agrava a lesdo por reperfusdo induzida por um
modelo experimental de IAM. E importante destacar que o MIBI permite
a fixacdo prolongada das NPAu no meio intracelular, e mais
especificamente intramitocondrial (Piwnica-Worms et al, 1994), sem
interferir nas propriedades farmacolégicas do agente terapéutico, nesse
caso a NPAu.

O MIBI é um tracador biolégico utilizado de forma rotineira e
segura em procedimentos diagndstico de medicina nuclear, nao possuindo
efeitos tdxicos ou terapéuticos relatados. Por possuir caracteristicas de
biodistribuicdo eficiente no tecido cardiaco, principalmente nos
cardiomidcitos, drogas que possuem potencial terapéutico promissor em
doencas do coragdo, notadamente no IAM, podem ser avaliadas de forma
eficaz com o sestamibi-**"Tc (Longacre et al, 2011).

E neste cenario, que no presente estudo, demostrou-se que
intervencBes terapéuticas com propriedades anti-inflamatérias e
administradas na presenca de tragadores biolégicos imediatamente apds
0 episddio isquémico pode contribuir com a reducdo de mediadores
oxidativos lesivos a area infartada quanto a regido perinfarto.

A producéo de oxidantes em musculo cardiacos de ratos infartados
tem sido observada em estudos prévios (Barbosa et al., 2012, Pinho et al.,
2013, Ahmed et al., 2017). No presente estudo, ndo se observa alteracdes
significativas nos niveis de DCF ap6s a intervengdo com NPAuU em
diferentes concentragdes. A principal e possivel razdo para essas
diferencas pode estar na metodologia adotada para determinacdo de
oxidantes. A oxidacdo de DCFH para DCF tem disso amplamente usado
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com indicador de producdo de perdxido de hidrogénio, embora estudos
tém observado que DCFH também pode ser oxidado por outras espécies
reativas, em menor escala, como hidroxila, peroxila, dxido nitrico e
peroxidonitrito (Chen et al., 2010), o que torna 0 método parcialmente
verdadeiro como indicador de H.O», mas é reconhecidamente um
importante marcador de oxidantes celulares.

Entretanto, ao considerar o H.O, sendo a principal ERO na
oxidacdo do DCFH, é possivel que este ndo esteja sendo produzido em
niveis significativos uma vez que, em condic¢Ges de IAM, niveis elevados
de eNOS sdo observados (Ahmed et al., 2017) e esta condicdo favorece a
formag&o de peroxinitrito (interagdo entre superdxido e NO) ao invés da
dismutagdo do superdxido (fato a ser investigado). Dessa forma, a ndo
alteracdo por NPAu ndo significa que a NPAu ndo tenha efeito
antioxidante direta ou indiretamente.

Considerando o exposto acima, investigou-se o papel que a NPAu
exerce sobre o sistema glutationa, uma vez que a GSH, em sua forma
reduzida, tem sido considerado um dos mais importantes antioxidantes
nao-enzimaticos em sistemas bioldgicos por reagir com uma variedade de
espécies reativas doando um atomo de hidrogénio e/ou servindo como
substrato na atividade da glutationa peroxidase (GPx) para eliminar H.O;
e hidroperoxidos organicos (Halliwel e Gutridge, 2016).

Estudos demonstraram que em eventos de isquémia e reperfuséo a
deplecdo de GSH e consequente acumulo de GSSG (forma oxidada) &
rapidamente observada minutos de iniciar o estresse oxidativo e precede
as anormalidades na funcéo elétrica e contréatil do 6rgdo (Ceconi et al.,
2000). A mudanca da forma reduzida para oxidada ocorre devido ao
aumento da demanda celular de GSH, em particular, para a inativagao de
hidroperoxidos através da atividade da GPx, que gera GSSG como
subproduto (Halliwel e Gutridge, 2016).

Observa-se que a concentracdo de 1,3 pg/kg de NPAu reduziu
significativamente os niveis de GSSG bem como aumentou a razdo
GSH/GSSG na éarea ndo-infartada. Essa observacdo possui uma
importancia clinica relevante na prevencédo de danos oxidativos na regido
perinfarto. Isso porque a deplecéo intracelular de GSH e consequente
acumulo prejudica drasticamente a funcdo celular através de uma
mudanca no estado redox das proteinas reguladoras do miocardio (Li et
al., 2003). De acordo com Deneke et al., (2000) quando a GSSG se
acumula nas células, ela reage de forma ndo enzimética com a fracdo
proteica sulfidrila (-SH) de residuos de cisteina, causando a formacéo de
dissulfetos (-SS) e essa modificacdo de residuos de cisteina € um
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mecanismo regulador importante no miocardio pois pode comprometer
varios mecanismos necessarios para a sobrevida do tecido cardiaco (Flis
et al,, 2012) por inativar, por exemplo, proteinas do metabolismo
energético e alteragdes mitocondriais (Tatarkova et al., 2005) ou na
homeostase do célcio, levando a uma sobrecarga intracelular de célcio
(Yan et at 2008).

Portanto, manter os niveis basais ou aumentados de GSH protege
as proteinas da oxidacdo ou modificacdo por uma reacdo direta de troca
de tiol-dissulfeto ou agindo como um cofator para a redu¢do mediada por
peroxidases.

A presenca de um ineficiente sistema antioxidante contribui para o
quadro inflamatério prolongado na LR, em que pode comprometer o
reestabelecimento da funcgéo contratil, em particular, na regido nao afeta
pelo infarto (perinfarto). Os mediadores do estresse oxidativo estdo
presentes em grandes quantidades nos primeiros minutos em processos de
isquemia e reperfusdo, sendo determinante para presenca precoce e
prolongada de varios mediadores intracelulares que estimulam uma
resposta ineficiente de defesa, e cronicamente levam a morte celular
(Kalogeris et al., 2014).

Nesse sentido, a inflamacdo possui papel ambiguo na lesdo de
reperfusdo, respostas inflamatorias apropriadas em curto periodo estdo
correlacionadas a melhor evolucdo do IAM (Liu et al., 2016), porém,
repostas inflamatérias prolongadas estdo correlacionadas com maior
morbidade e mortalidade, com disfuncdo contrtil miocardica,
remodelamento cardiaco, arritmias cardiacas graves, insuficiéncia
cardiaca congestiva cronica e morte do individuo (Yellon et al., 2007).
Alguns estudos experimentais correlacionaram a inibicdo da resposta
inflamatdria com redugdo da érea infartada, porém estudos clinicos ndo
obtiveram resultados significativos (Frangogiannis, 2014).

A resposta inflamatéria de citocinas pro-inflamatérias, como o
TNF-a e IL-6, s&o componentes integrantes da resposta a leséo tecidual e
desempenham um papel importante apds o IAM. Elevados niveis dessas
citocinas estdo correlacionados com a reducdo da contratilidade
miocardica e a insuficiéncia cardiaca tardia (Heymans et al., 2009).
Porém niveis fisiol6gicos de TNF-a, apos IAM, sdo importantes no reparo
e remodelamento controlado das areas isquémicas ou infartadas (Biswas
et al., 2010; Hohensinner et al., 2011).

O TNF-o, uma citocina que estimula a processos inflamatorios e a
secrecdo de outras citocinas pro-inflamatdrias, apresentou significativa
redugdo na regido infartada somente na concentragdo de 0,5 pg/kg de
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NPAu, conforme observado na Figura 3A, ndo sofrendo significativas
mudancas na area nao-infartada. Esse resultado sugere uma timida agdo
da NPAu nas diferentes doses sobre a resposta inflamatéria do miocardio
em condicOes de IAM mediada por TNF-a.

A reducdo observada na &rea infartada na dose de 0,5 pg/kg é um
fator a ser considerado, entretanto, a inobservancia nas doses maiores e
na area ndo-infartada pode estar relacionada as concentragGes utilizadas
de NPAu. Essa hipotese é suportada diante dos diversos estudos prévios
gue ja mostram reduces significativas nos niveis de TNF-o. em outros
modelos experimentais (Paula et al., 2015, Zortéa, et al., 2015, Muller et
al., 2017) com doses, concentragdes e forma de administragdo diferentes
daquelas utilizadas nesse estudo.

A IL-6, é uma interleucina que atua como citocina pré-inflamatéria
no miocardio e esta envolvida ndo somente na resposta inflamatdria, mas
também participa de mecanismos bioquimicos de regulacdo metabdlica e
regenerativa (Scheller et al., 2011). A IL-6 é produzida principalmente
por linfécitos T e macréfagos, e estd associada diretamente na
fisiopatologia de doencas cardiovasculares, como o IAM, nas fases aguda
e tardia (Boekholdt et al., 2012).

Niveis elevados dessa interleucina no IAM estimulada por trés vias
principais de sinalizacdo nos cardiomiécitos: a via JAK/STAT1/3, a via
Ras/ERK1/2 ou a via PI3K/AKT. A ativacdo dessa IL pode levar a efeitos
cardioprotetivos ou piora da funcdo contratil cardiaca, estes resultados
paradoxalmente ambiguos podem ser explicados devido a gravidade do
infarto, persisténcia da resposta inflamatoria ou mutacfes nos receptores
de IL-6 (Hohensinner et al., 2011).

Os resultados observados nesse estudo mostram uma reducdo
significativa dos niveis de IL-6 nas areas infartada e ndo-infartada na
concentracdo de 0,5 pg/kg de NPAu. Essa reducdo observada tem um
significado importante na progressdo da lesdo, uma vez que, a longo
prazo, a resposta inflamatéria por IL-6, resulta na infiltragdo progressiva
de mais células inflamatérias no tecido cardiaco, levando a perda, também
progressiva, da funcdo contratil e da capacidade do tecido em estabelecer
um remodelamento cardiaco (Biswas et al., 2010).

Adicionalmente, o desequilibrio entre mediadores pro-
inflamatdrios e anti-inflamatérios pode levar ao aumento de arritmias
cardiacas potencialmente fatais e aumento da &rea de infarto do miocardio
(Frangogiannis et al, 2002). Uma das possiveis razBes para esses
resultados esta no fato de estudos prévios ja demostrarem que a NPAu
promove um aumento nos niveis de 1L-10 (Paula et al., 2015), um citocina
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anti-inflamatoria. Esses mecanismo mediado pela IL-10 pode conduzir a
uma reducdo dos niveis de IL-6 devido ao fato de que a IL-10 pode
bloquear a atividade NF-xB e também regular a via de sinaliza¢gdo JAK-
STAT (Shuai et al., 2003).

A resposta inflamatoria pode levar a um dano no tecido mais
severo como também pode promover o crescimento e reparacao do tecido
durante o desenvolvimento ou ap6s a lesdo tecidual, como o que pode
ocorrer dentro do miocérdio apés o IAM.

Durante os estagios iniciais da lesdo isquémica, mediadores
inflamatorios séo secretados e o processo é amplificado ap6s reperfusédo
coronaria. Imediatamente apo6s a restauracao do fluxo sanguineo ocorre a
liberacdo de mastocitos cardiacos residentes e mais mediadores pro-
inflamat6rios sdo liberados iniciando um ciclo de amplificacdo e
envolvendo células adjacentes, como células endoteliais, macréfagos
residentes e, posteriormente, infiltracdo de neutréfilos (Epelman et al.,
2015). Desta forma, frente ao exposto acima e aos resultados do presente
experimento, entende-se que equilibrio de citocinas pré-inflamatdrias e
anti-inflamatorias, seria necessario para a resposta terapéutica otimizada
em individuos com IAM e lesédo de reperfusdo miocardica.

Esse processo, principalmente na fase aguda, promove em
consequéncia, a liberacdo de citocinas pré-fibréticas como o TGFf
(Fadok et al., 1998), uma proteinaque controla a proliferacdo,
diferenciacdo e outras funcdes na maioria das células e que sdo capazes
de desempenhar um papel central no controle da area infartada, no reparo
cardiaco e na remodelacdo do ventriculo esquerdo (Bujak e
Frangogiannis, 2007). Além disso, 0 TGF-B também desempenha um
papel importante, como uma citocina pré-inflamatéria no reparo cardiaco
apos infarto do miocardio (Nah e Rhee, 2009).

O mecanismo de acdo do TGF-beta, produzido por fibroblastos e
células epiteliais, ocorre a partir de sua ligacdo com receptores quinases
serina/treonina tipo | e 11, tornando-se ativos, e através dos mensageiros
intracelulares (Smads), que ativam genes envolvidos na proliferacdo e
diferenciacdo celular, apoptose e angiogénese.

Em adicdo outras vias ndo-Smads, como PI3K, Ras, Par6,
Jnk/p38/MAPK também promovem alteracdes celulares importantes
(Chaudhury et al., 2009). No IAM, o0 TGFf} desempenha papel primordial
para o reparo do tecido cardiaco lesado. Mesmo em baixissimas
concentracdes, o TGFP age diretamente como agente quimiotaxico de
neutréfilos e monocitos, permitindo a infiltracdo destas células
inflamatdrias no tecido cardiaco, que em quantidades fisioldgicas
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auxiliam a regeneragdo celular. A TGFp induz a produgido de diversas
citocinas, como IL-1B e TNF-a, proteina-1 quimioatraente de monocitos,
fatores de crescimento de fibroblastos e derivados de plaquetas. Nos
macrofagos e células endoteliais, o TGFf suprimi a produgao de citocinas
pré-inflamatorias, auxiliando na homeostase tecidual (Bujak et al.,
2007).

Por outro lado, concentracGes elevadas de TGFB por um periodo
prolongada, no IAM, pode exercer ac¢do deletéria ao musculo cardiaco,
agravando o processo de remodelamento, ampliacdo do quadro
apoptatico e levar a fibrose cardiaco adjacente (Euler et al., 2015).

Os resultados mostraram niveis elevados de TGFB nas
concentracBes de 0,5 e 1,3 pg/kg de NPAuU na regido do infarto, enquanto
gue na area ndo infartada esses niveis foram significativamente reduzidos
pela NPAu apenas na concentracdo de 0,5 pg/kg (Figura 4B).

O processo de reparo e cicatrizacdo do tecido miocardico é feito
principalmente pela deposicdo de colageno por miofibroblastos ativados,
que participa também do remodelamento da matriz extracelular pela
sintese e deposicao de metaloproteinases (Cleutjens et al. 1995), sendo
gue o0 TGFp atua principalmente na inibi¢do da fibrose por deposicdo de
colageno apds a fase inflamatéria inicial, o que pode ser entendido como
boa resposta cardiovascular, porque na area infartada a resposta
inflamatoria e de remodelamento cardiaco com deposicdo de colageno é
mais exacerbada (Euler, 2015), necessitando desta forma maiores
concentracBes de TGFP para a modulacdo terapéutica deste processo
(Bujak et al., 2007).

Lefer e colaboradores (1993) demonstraram efeito cardioprotetivo
apos a injecdo exdgena de TGFP. Em particular, na area ndo infartada a
resposta inflamatoria é significativamente menos intensa, sendo benéfico
a producdo de concentragdes discretas e fisiolégicas de citocinas pro-
inflamatdrias para preservacdo, notadamente, de areas de penumbra
isquémica peri-infarto (Christia et al, 2013).

Esses resultados se relacionam ao fato de que a administracdo de
NPAU/MIBI na concentracdo de 0,5 pg/kg de NPAu levaram a uma
reducgdo da producéo de citocinas pré-inflamatorias (TNF-a e IL-6), 0 que
sugere um mecanismo regulatério induzido pela NPAu com reducédo
TGFp para manter preservada a resposta inflamatoria fisiologica e
necessaria para recuperagéo do tecido.
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6 CONCLUSAO

Em termos gerais, este experimento mostrou que a administracao
de NPAuU promove um impacto significativo nos parametros de estresse
oxidativo e inflamatdrios, em &reas infartadas e ndo infartadas, em
diferentes concentragdes, 0 que sugere, uma promissora aplicabilidade
desta molécula para fins terapéuticos em IAM. Contudo, ressalta-se a
necessidade de estudos adicionais para estender esse entendimento aos
humanos e elucidar os mecanismos que permeiam tal processo ndo
comprovadas nesse estudo. Ressalta-se ainda que apesar de alguns dos
resultados ndo terem alcancado valores estatisticamente significativos
mostraram uma tendéncia, ou um percentual, relevantes para modulagdo
apropriada dos marcadores bioquimicos inflamatdrios e para estresse
oxidativo.
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