Fernanda Gallinaro Pessoa

Papel da eritropoetina na atenuacéao da fibrose miocardica

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo para a obtencdo do

titulo de Doutor em Ciéncias
Programa de: Cardiologia

Orientador: Prof. Dr. Felix José Alvarez Ramires

Sao Paulo

2014



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacdo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reproducao autorizada pelo autor

Pessoa, Fernanda Gallinaro
Papel da eritropoetina na atenuagéo da fibrose miocardica / Fernanda
Gallinaro Pessoa. -- Séo Paulo, 2014.
Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Programa de Cardiologia.
Orientador: Felix José Alvarez Ramires.

Descritores: 1.Eritropoetina 2.Fibrose 3.Remodelagéo ventricular 4.Infarto
do miocérdio 5.Ratos Wistar 6.Inflamagdo 7.Estresse oxidativo

USP/FM/DBD-102/14




DEDICATORIA




Ao meu primo, José Fabricio Deleo Pessoa, pela inspiracao para a

realizacdo deste trabalho.#DNA



AGRADECIMENTOS




“Senhor, tu me sondas e me conheces...
De longe entendes o meu pensamento”
Salmo 139



Ao Prof. Dr. Charles Mady, um lider nato, pelo caréter, ética e
honestidade, valores que sempre levarei comigo, como pessoa e
como profissional. Obrigada por ter me recebido na Familia
Miocardiopatias, pelas constantes palavras de incentivo durante

todos esses anos. Meu eterno respeito e admiracéo.



Ao meu orientador, cardiologista e amigo, Prof. Dr. Felix José
Alvarez Ramires, por ter me recebido de bracos abertos e
acreditado numa idéia que se tornou esta tese. Minha admiracao,
gratidao e respeito, por toda sua paciéncia, incentivo, zelo, carinho e
atencdo, em todos os momentos, desde 0os mais simples até os mais
complexos. Sem seu apoio, seria impossivel a realizacdo deste

trabalho.



A minha grande amiga Keila Fonseca, nossa amizade foi e € um grande
presente. Durante a realizacdo deste trabalho foi vocé que esteve ao meu lado
para enfrentar todos os obstaculos, me apoiando durante minha auséncia — enfim,
vocé é e sempre serd meu braco direito e muito mais do que uma colega de

laboratorio, saiba que sem a sua ajuda tudo seria muito mais dificil.

Ao amigo Orlando Ribeiro pelo cuidado mais que especial com os animais
e pela dedicacdo impar na realizacdo de todos 0s processos experimentais
envolvidos neste projeto. Seu auxilio foi fundamental para o sucesso dessa tese.

A amiga Adriana Morgan por ter me apresentado ao Laboratério de

Miocardiopatias - minha gratidao.

A Dra. Paula Buck, pela acolhida afetuosa, agradeco pelo carinho,
dedicacgéo, conselhos e ombro amigo, seu jeito meigo nos momentos felizes e sua
palavra firme, quando se fez necesséario, foram de fundamental importancia para

meu amadurecimento pessoal e profissional.

A familia Cardio Geral, Profa. Dra. Béarbara Maria lanni,
Prof. Dr. Edmundo Arteaga Fernandez, Prof. Dr. Fabio Fernandes, Dr. André Luiz
Dabarian, Dr. Ricardo Ribeiro Dias, Dr. Luciano Nastari, Roseli Chaves e

Dra. Isabel Furquim pelo apoio e incetivos constantes.

A Profa. Dra. Vera Maria Cury Salemi, pela realizacio e andlise dos

ecocardiogramas.

A amiga Lucia Maria de Oliveira pelo empenho e trabalho essencial na

disposicéo final desta tese.

Aos amigos Dr. Mauricio Rodrigues Jordao e Leandro Eziquiel de Souza
pela ajuda na realizacdo do modelo de infarto.

Ao Laboratério de Lipides gerido pelo Prof. Dr. Raul Cavalcante
Maranhdo e todas as suas colaboradoras, em especial a Priscila (pela
contribuicdo efetiva nos ensinamentos de biologia molecular) e todos os alunos,

pelo apoio.



Ao Laboratorio de Patologia Cardiaca gerido pela Profa. Dra. Maria de
Lourdes Higuchi e suas colaboradoras: Joyce, Marcia, Renata e Sueli, pela
experiéncia e ajuda inestimavel na realizagdo da imunohistoquimica. Meu
agradecimento mais que especial & Renata e também a amiga Joyce por todo
apoio nao so durante a realizacdo dos experimentos como também pela amizade,

companheirismo e carinho.

Aos colegas do Laboratério de Biologia Vascular gerido pelo
Prof. Dr. Francisco Rafael Martins Laurindo, Victor Debbas, Ana lochabel Soares
Moretti, Leonardo Tanaka e todos os colaboradores, pelo auxilio na realizacéo

das técnicas de estresse oxidativo, meu sinceros agradecimentos.

A Dra. Hiro Goto e funcionarios do Biotério do Instituto de Medicina
Tropical da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, pelo apoio e

cuidado com os animais.

Aos professores Prof. Dr. Renato Delascio Lopes, Dr. Richard Clinton
Becker e Dr. Thomas Lee Ortel, que me acolheram na Duke University e

proporcionaram a oportunidade de estagiar em um centro de exceléncia.

A todos os amigos com quem convivi durante minha pemanéncia em
Durham: Adriano, Alice, Amir, Andréa, Andressa, Angelo, Clarissa, Claudio, Dani
Casagrande, Danizinha, Fantine, Flavio, Hannah, Jo&o, Katia, Lyssandra, Mark,
Nana, Parazinho, Ricardo, Roberto, Steve e Thais.

A FAPESP (Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo)
pelo suporte financeiro deste projeto, e a CAPES (Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior) pela bolsa de doutorado-
sanduiche realizado na Duke University, que possibilitaram a execucdo dessa

tese.
A Roberta de Souza pela grande ajuda na analise estatistica.

A Neusa Rodrigues Dini, Juliana Lattari Sobrinho e todas as funcionérias

da secretaria de pds-graduacao, pelo apoio e dedicacéo.



A minha tia Wilma Deleo Pessoa, pela torcida e apoio constantes, pelas

sugestdes e correcdo da tese.

A todos os meus familiares, tios, primos e afilhado, pelo apoio constante
durante essa jornada. Saiba que vocés sao muito importantes para mim e fazem

parte da minha histéria. Amo vocés.

Ao meu irmdo Ricardo, meu grande amigo, por toda torcida, pela ajuda
infinita, pelas conversas e desabafos, pelo carinho imenso e por tornar minha vida

mais completa. Te amo!

Aos meus pais David e Elenira que me deram a vida e me apoiam
incondicionalmente, estando ao meu lado nos momentos mais dificeis, que nao
foram raros neste ultimo ano, sempre me fazendo acreditar que chegaria ao final
desta dificil, porém gratificante etapa. Sou grata por cada gesto carinhoso, cada
sorriso, pelo esforco, carinho, broncas e, principalmente, paciéncia, para ajudar a
tornar meu sonho realidade, por me encorarjar e me dar seguranca para nao
desistir dos meus sonhos, pelo orgulho que vocés tém da filha que faz doutorado
no InCor. Meu amor por vocés € imensuravel. Saibam que essa conquista

também é de vocés.



“Cada um gque passa em nossa vida passa sozinho, mas ndo var so,
nem nos deixa sos. Leva um pouco de nds mesmo, deixa um pouco
de si' mesmo. Ha os que levam muito;, mas ndo hd os que ndo levam
nada. Ha os que deixam muito;, mas ndo ndo hd os que ndo deixam
nada. Esta € a maior responsabilidade e nossa vida e a prova
evidente que nada € ao acasd

Antoine de Saint Exupéry



Esta dissertacdo ou tese esta de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta
publicagéo:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors (Vancouver).

Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e Documentacéo.
Guia de apresentacao de dissertagdes, teses e monografias. Elaborado por Anneliese Carneiro
da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F. Crestana, Marinalva de Souza Aragdo, Suely
Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 3% ed. Sdo Paulo: Divisdo de Biblioteca e Documentagéo;
2011.

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in Index
Medicus.



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS
LISTA DE FIGURAS

RESUMO

ABSTRACT

1. INTRODUGAO ...ttt 1
2. L@ | I Y 1 R 11
2.1 ODJELIVO GEIAI ... 12
2.2. ODbjetivOs ESPECITICOS.....cciiiieiiiie e e 12
3. MATERIAIS E METODOS ......ocuiiieiee ittt sre e eteane e, 13
3.1. Modelo eXperimental ...........oooviiiiiiiiiii 14
70 O O I 1= 1= 11 0[] 0 (o T PP UPPPTTR 16
3.2. ANAlISE MOMOMELIICA ......ceeiiiiiiiiiie 16
3.3. Y L= o (=321 7= (o T 17
3.4. ECOCArdiograma ..........covviiiiiiiiiiiie 18
3.5. Andlise da inflamac&o, apoptose e sobrecarga ventricular .............cccccvevvvveeenne. 19
3.5. 1. EXIraClo de RINA ... e 19
3.5.2. Tratamento do RNA total com DNaSE free............ccuummmmmmmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinees 20
3.5.3.  Transcrig@o reversa (SinteSe de CDNA) .........uuuuiuummmriiiiiiiiiiiiiniiiiirnnnenrneeneneeees 21
3.5.4. ReaCa0 de gRT-PCR.... ..ttt snsnnnsssnnsennne 21
3.6. EStreSSe OXIHALIVO ......eevvieiiiieeeee ettt e e et e e s e e e e e e e e eaaa e e eeaes 23
TG 0 R N I 23
TG 02 €111 = 11T - 25
3.7. ANGIOGENESE - VEGF ..o 26
3.7.1.  IMUNONISTOQUIMICEA ...ttt e e e e eeaeeas 26
3.8. ANAlise hematolOgICa..........coiiieiiiiice e 28
3.8.1. Dosagem de hemoglobiNg..............uuuuuuuimiiiiiiiiiiiiiii e 28
3.8.2.  Dosagem dO NEMALOCTIIO. ........cceiiiiiiiiiiiiee e 29
3.9. ANAlISE eStatiStICA........ceeeeiieiiiiiee 30
4. RESULTADOS ...ttt 31
4.1. Analise MOrfOMELriCa..........cccoviiiiii 32
4.2. Y - o (=321 7= o T 34
4.3. [SleloTor: 1o 100 | =10 - PRSP 35
4.4. EStreSSe OXIHALIVO ......eevveiiiiii et e e et e e e e e e e e eaneaa e e eeeeas 37
A, L. A A e 37
N €111 1 71 o] o = R 38
4.5. Expresséo génica: sobrecarga ventricular, apoptose e inflamagéo.................... 39
4.6. ANGIOGENESE - VEGF ... . 43
4.7. ANAlise hematOlOQICa. ..........cceviiiiiieiieee e 44
4.8. [T g 1= ToTo =TS o [o I =] (1 o [ 46
5. DISCUSSAO ...ttt ettt ettt 47
6. CONCLUSOES ...ttt ettt sttt senas 55

REFERENCIAS ..ottt ettt ettt es e eae v nes 57



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

A adenina
ADMA asymmetric dimethylarginine / dimetilarginina assimétrica

BNP brain natriuretic peptide / gene do peptideo natriurético cerebral
C citosina
°C grau Celsius

CAPPesq Comisséo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa

CCL chemokine (C-C motif) ligand / ligante de quimiocina
CCr chemokine (C-C motif) receptor / receptor de quimiocina
cDNA complementary deoxyribonucleic acid / 4cido desoxirribonucleico

complementar

DDVE didmetro diastodlico final do ventriculo esquerdo
dL decilitro

DNA deoxyribonucleic acid / &cido desoxirribonucleico
Dnase desoxiribonuclease

dNTP desoxrribonucleotideos fosfatados

DP desvio padrao

DTT ditiotreitol

ELISA ensaio imunoenzimatico

EPO eritropoetina

EPO-R receptor da eritropoetina
et al. et alii / e outros

FAPESP Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo

FE fracdo de encurtamento
FEVE frac@o de encurtamento do ventriculo esquerdo
G guanina

GAPDH  glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase / gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase

GSHPy glutathione peroxidase / glutationa peroxidase

H,0, peroxido de hidrogénio

Hb hemoglobina

Ht hematocrito

IAM infarto agudo do miocardio
IC insuficiéncia cardiaca

KCI cloreto de potassio



kDA kilodalton

kg kilograma

M molar

MDA malondialdeido
mg miligrama

MMP metaloproteinase

MRNA messenger ribonucleic acid / acido ribonucléico mensageiro

ng nanograma
nm nanémetro

NO nitric oxide / 6xido nitrico

Oy superoxido

OH hidroxila

ONOO perdxido nitrico

p53 tumor protein p53 gene / proteina tumoral p53

PBS tampé&o fosfato-salino

PCR polimerase chain reaction / reacdo da polimerase em cadeia

gRT-PCR reacéo da polimerase em cadeia semi-quantitativa em tempo real

RNA ribonucleic acid / &cido ribonucleico
Rnase ribonuclease

ROS espécies reativas de oxigénio

RPM rotacées por minuto

SOD superoéxido dismutase

SSA acido sulfosalicilico

T timina

TGF-B1  transforming growth factor, beta 1 / fator de transformacéo do crescimento

beta 1
TNF-a tumor necrosis factor, alpha / fator de necrose tumoral alfa
U unidades
pL microlitro
pum micrometro
VD ventriculo direito
VE ventriculo esquerdo

VEGF vascular endothelial growth fator / fator de crescimento do endotélio vascular



LISTA DE FIGURAS

Figura 1l: FIuxo de trabalno ..........coooiiiiiiiiicc e 15
Figura 2: Quantificagdo da fracdo do volume de colageno intersticial . ........................ 17
Figura 3: Medida da area de infartO ... 18
Figura4: Formula para calculo da area de infarto ..........ccooooovviiiiiiiin e, 18
Figura 5: Fotomicrografia do miocardio do VE corado com picrosirius red .................. 32
Figura 6: Fracao do volume de colageno intersticial do ventriculo esquerdo ............... 32
Figura 7: Fracao do volume de colageno intersticial do ventriculo direito .................... 33
Figura 8: Fracg&o do volume de colageno perivascular do ventriculo esquerdo ............ 33
Figura9: Fracg&o do volume de colageno perivascular do ventriculo direito ................ 34
Figura 10: Area de iNfArt0 ...........cccceeeeeoueiieeeeee ettt eeve e 35
Figura 11: Ecocardiograma dos animais do grupo controle e infartado ......................... 36
Figura 12: Diametro diast6lico do ventriculo eSquerdo ..........ccoovvvviiiiiiniieeccieiiieee e, 36
Figura 13: Fracado de encurtamento do ventriculo eSqQUEerdo ..........ccccccovviiuvvieeeieeeeennnnns 37
Figura 14: Concentrag8o de ADMA ........oooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 38
Figura 15: Concentragdo de glutationa total .............ccoevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 39
Figura 16: Expresséo absoluta do gene BNP ... 40
Figura 17: Expresséo absoluta do gene BCl-2 ... 40
Figura 18: Expressdo absoluta do gene p53 ... 41
Figura 19: Expresséo absoluta do gene TGF-B1 ... 42
Figura 20: Expresséo absoluta do gene TNF-0 .........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 42
Figura 21: Expressdo absoluta do gene CCr-5. ... 43
Figura 22: Micrografia da marcacdo de VEGF no miocardio do VE .........cccccevvvvvvvvennenn. 43
Figura 23: Analise semiquantitativa do VEGF:. ..........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 44
Figura 24: Dosagem de hemoglobina ... 45
Figura 25: Dosagem de hematOCrtO ...........coeieiiiiiiiiiiiiiiee et e e 45


file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888588
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888589
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888590
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888592
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888594
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888595
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888596
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888597
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888598
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888599
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888600
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888601
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888602
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888603
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888604
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888605
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888606
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888607
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888608
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888609
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888610
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888611
file:///G:/Downloads/FGP-Rascunho%2013.doc%23_Toc379888612

RESUMO




Resumo

Pessoa FG. Papel da eritropoetina na atenuacdo da fibrose miocéardica

[Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sédo Paulo; 2014.

Introduc&@o: No processo de remodelamento miocéardico ocorre hipertrofia de
miocitos e deposicdo exacerbada de colageno no intersticio, promovendo
alteracdo na geometria e na funcédo do coracdo. A eritropoetina (EPO) tem sido
amplamente estudada nesse cenario, pois exerce efeitos cardioprotetores.
Objetivo: Avaliar o papel da EPO na atenuacdo do remodelamento estrutural,
geométrico e funcional do coracdo, em modelo experimental de infarto do
miocardio. Materiais e Métodos: Estudados 60 ratos Wistar machos divididos em
4 grupos (Controle; Controle+EPO; Infartado; Infartado+EPO). A fracdo do volume
de colageno intersticial do ventriculo esquerdo (FVCI-VE) e do ventriculo direito
(FVCI-VD) foi determinada em cortes histolégicos, corados com picrosirus red
utilizando-se o programa QWIN Image Processing and Analysis Software (Leica
Microsystems Cambridge Ltd.). Essas mesmas laminas e o software foram
utilizados para a medida do tamanho da area de infarto. A andlise anatébmica e
funcional foi realizada por ecocardiograma, avaliando-se a fracdo de
encurtamento do VE (FE) e o diametro diastélico do VE (DDVE). Para o estresse
oxidativo, dois kits comerciais foram utilizados na determinacao da glutationa e do
ADMA. A sobrecarga ventricular, apoptose e inflamacdo foram realizadas por
PCR, em tempo real. Na avaliacdo da angiogénese, utilizamos a técnica de
imunohistoquimica. A analise hematoldgica foi realizada por exames laboratoriais
para dosagem de hemoglobina e hematocrito. Resultados: A FVCI-VE (%) foi
maior nos grupos infartados em relacdo aos grupos controles (p < 0,001), e
atenuada pela EPO (p < 0,001, IAM vs IAM+EPO) (CT = 0,76 £ 0,21;
CT+EPO = 0,63 = 0,15; IAM+EPO = 1,43 £ 0,92; IAM= 3,47 + 2,5). A FVCI-VD
(%) também foi maior nos infartados em relacdo aos grupos controles
(CT = 0,60 £ 0,2; CT+EPO = 0,83 * 0,3; IAM+EPO = 1,01 % 0,55;
IAM = 1,60 + 1,15) (p < 0,001), mas sem diferenca estatistica quando comparados
os grupos IAM vs IAM+EPO. A EPO néo influenciou o tamanho do IAM. Os
grupos infartados tiveram piora na fragdo de encurtamento em relacdo aos
controles (CT = 45,65% * 6,4, CT+EPO = 40,81% + 4,44; IAM+EPO = 17,32% +
6,01 e IAM = 20,11% + 9,49) (p < 0,001), mas sem protecado da EPO. Os grupos
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infartados também tiveram maior dilatacdo do VE (p < 0,001) (CT = 0,73 £ 0,06;
CT+EPO = 0,74 + 0,05; IAM+EPO = 0,81 + 0,09; IAM = 0,87 + 0,11) sem
atenuacdo da EPO. Os marcadores de estresse oxidativo, ADMA e glutationa,
ndo evidenciaram agdo da EPO nessa via. No que se refere a sobrecarga
ventricular, o gene BNP apresentou maior expressao nos grupos infartados, em
relacdo aos controles, porém nao foi atenuado pela EPO (p = 0,103). Com relacao
a apoptose, 0s genes Bcl-2 e p53 mostraram-se mais expressos nos grupos
infartados em comparacgéo aos controles (p < 0,05), mas o Bcl-2 nao foi ativado e
nem o p53 inibido pela EPO. Os genes estudados na avaliacdo da inflamacgéo
foram TNF-a, TGF-B1 e Ccr-5, também ndo demonstraram efeito anti-inflamatorio
da EPO. A semiquantificacdo da angiogénese pela marcacdo do VEGF também
ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos (p = 0,95). A analise da
hemoglobina e do hematdcrito apresentou diferenca significativa em relacdo aos
grupos tratados ou ndo com EPO (p = 0,003 e p = 0,001), respectivamente.
Conclus8es: EPO atenuou significativamente o acumulo de colageno intersticial,
mas nao protegeu o coracdo quanto a dilatacdo, a disfuncdo e a sobrecarga
ventricular neste modelo. Na fase crbnica do infarto, avaliada neste estudo, a

EPO ndo modulou as vias da apoptose, estresse oxidativo e inflamacéo.

Auxilio FAPESP: 2010/06834-2

Descritores: 1.Eritropoetina; 2.Fibrose; 3.Remodelacao ventricular; 4.Infarto do

miocardio; 5.Ratos wistar; 6.Inflamacéo; 7.Estresse oxidativo
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Abstract

Pessoa FG. The role of erythropoietin upon myocardial fibrosis [Thesis]. S&o

Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2014.

Introduction: The process of myocardial remodeling include inappropriate
collagen deposition in the interstitium developing an overall process of structural
and geometric remodeling of the heart. Erythropoietin (EPO) may have a
cardioprotective effects including inflammatory and oxidative stress modulation.
Objective: The aim of this study was to assess the role of EPO upon structural,
geometric and functional remodeling at the heart. Materials and Methods: 60
Wistar rats were divided into 4 groups: Control, Control+EPO, Infarcted,
Infarcted+EPO. Interstitial collagen volume fraction in the left (LV-ICVF) and right
ventricle (RV-ICVF) was quantified by videomorphometry using a QWIN Image
Processing and Analysis Software (Leica Microsystems Cambridge Ltd.). These
same slides and software were also used to measure the size of the infarct area.
The analyzed echocardiographic parameters were the left ventricle shortening
fraction (LVFS) and diastolic diameter (LVDD). For oxidative stress, two
commercial kits were used in to quantify ADMA and glutathione. RT-PCR was
used to assess ventricular overload, apoptosis and inflammatory cytokines. For
angiogenesis we used immunohistochemistry and hematological analysis was
performed by laboratory tests for hemoglobin and hematocrit. Non parametric
analysis was performed and p <0.05 was considered significant.
Results: LV-ICVF (%) was greater in the infarcted groups compared to controls (p
< 0.001), and attenuated by EPO (p = 0.05, Ml vs MI+EPO) (CT = 0.76 £ 0.20;
CT+EPO = 0.62 + 0.16; MI+EPO = 1.22 + 0.86; Ml = 3.80 + 2.6). The
RV-ICVF (%) was also greater in the infarcted groups compared to controls
(CT = 060 = 0.2; CT+EPO = 0.82 + 0.28; MI+EPO = 1.02 + 0.58;
IAM = 1.62 + 1.20) (p = 0.007) but without statistical difference between MI vs
MI+EPO. Regarding infarct size we did not observe any difference. The infarcted
groups had a worsening shortening fraction compared to controls
(CT = 45.65% + 6.4; CT+EPO = 40.81% + 4.44; MI+EPO = 17.32% + 6.01 and
MI =20.11% £ 9.41) (p < 0,001), but without EPO protection. The infarcted groups
also showed increased LV dilation (p < 0.001) (CT = 0.73 £ 0.06;
CT+EPO = 0.74 + 0.05; MI+EPO = 0.81 + 0.08; Ml = 0.90 * 0.11) without EPO
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attenuation. Oxidative stress markers ADMA and glutathione did not show EPO
action in this pathway. The BNP that evaluate ventricular overload, presented
increased expression in infarcted groups (p = 0.04), but not attenuated by EPO
(p = 0.103). The genes of apoptosis Bcl-2 and p53 were more expressed in
infarcted groups when compared to controls (p < 0.05), but Bcl-2 was not activated
and p53 inhibited by EPO. For Inflammation just 3 genes exhibit expression with
statistical differences between groups (TGF-B1, TNF-a, and CCr-5), but it did not
show the EPO anti-inflammatory effect. The semi-quantification of angiogenesis by
VEGF expression also did not show statistically significant differences between
groups (p = 0.95).The analysis of hemoglobin and hematocrit presented significant
differences compared to groups treated or not with EPO (p = 0.003 and p = 0.001),
respectively. Conclusions: EPO significantly attenuated the accumulation of
interstitial collagen, but it did not reflected in the protection of the heart dilation or
dysfunction and oxidative stress, ventricular overload, apoptosis and inflammation

of gene expression in this model.
Grant FAPESP: 2010/06834-2
Descriptors: 1.Erythropoietin; 2.Ventricular remodeling; 3.Fibrosis;

4.Myocardial infarction; 5.Wistar, rats; 6.Inflammation;

7.0xidative stress
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Hochman e Bulkley utilizaram o termo remodelagdo, remodelamento ou
remodelagem, pela primeira vez, em 1982, em trabalho sobre a substituicédo do
tecido necrético infartado por tecido fibrético. Este termo foi utilizado, em um
contexto mais amplo, em 1985, por Janice Pfeffer para caracterizar o aumento do
ventriculo esquerdo apds infarto experimental em ratos™,

Atualmente, o remodelamento cardiaco pode ser definido como a
modificacdo na expressdao do genoma, alteragcbes moleculares, celulares e
intersticiais que seguem a leséo cardiaca, sendo manifestadas clinicamente como
alteracbes no tamanho, forma e funcdo do coracdo. O processo de
remodelamento cardiaco é influenciado, entre outros, pela carga hemodinamica,
ativacdo neuro-hormonal, modulacdo inflamatéria e diferentes formas de perda
celular. O miécito é a maior célula cardiaca envolvida neste processo. Outras
estruturas envolvidas sao o intersticio, incluindo as proteinas pertencentes a este
compartimento, as células ndo miociticas como os fibroblastos, miofibroblastos,
células inflamatorias e células endoteliais pertencentes a vasculatura coronaria. O
remodelamento cardiaco € reconhecido como um aspecto importante da
progressdo da disfuncdo ventricular e €, portanto, um alvo terapéutico na
insuficiéncia cardiaca de todas as etiologias®.

A agressdo ao miocéardio € naturalmente seguida de formacdo de tecido
fibrético que altera a morfologia, a geometria, 0 comportamento elétrico e a
funcdo contrétil do musculo cardiaco. Tais mudancas ocorrem, em parte, devido a
interrupcdo do sincicio estrutural tipico do miocardio, sendo a fibrose um
componente fundamental do remodelamento cardiaco®. Essa deposicdo
inadequada de colageno da-se de forma reativa, em resposta a variados

estimulos e mediadores, e de forma reparativa, frente a perda da unidade contrétil
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por necrose ou apoptose. Tal mudanca da estrutura miocardica ocorre em graus
variados, por diferentes vias ou estimulos, mas independe da etiologia da
agressdo®. No processo de remodelamento, secundario ao infarto agudo do
miocardio, por exemplo, ocorre afilamento da parede ventricular da area infartada,
hipertrofia da area remota e fibrose em ambas as areas®, mostrando um processo
global de remodelamento estrutural e geométrico do coracgéo.

Como resposta a agressao miocardica, uma intensa ativacdo neuro-
hormonal local e sistémica ocorre, com efeitos enddcrinos, autocrinos e
paracrinos. Esta resposta promove a ativacao e a liberagdo de uma complexa
cascata de mediadores e sinalizadores, que por fim irdo perpetuar e amplificar o
processo de perda de midcitos, fibrose, dilatacdo, além de perda de forca no
miocardio™ ®.

Entre o complexo mecanismo ativado, a resposta inflamatéria figura como
um importante fator no estimulo ao remodelamento estrutural, geométrico e
funcional do coragédo. Sabe-se que a via do TGFB-1 e do TNF-a, dentre outras,
estimulam a sintese e o aumento de colageno Tipo | e lll, sendo, portanto,
mediadoras fundamentais da fibrogénese. Além disso, a interacdo entre essas
citocinas inflamatorias e o estresse oxidativo € bem conhecida, fechando um ciclo
complexo. A sintese dessas citocinas € estimulada pelo aumento das espécies
reativas de oxigénio (ROS) no miocardio agredido e na area remota a ele. E de
forma reciproca, as citocinas inflamatérias estimulam e perpetuam esse estresse
oxidativo’.

A resposta inflamatdria no miocéardio esta relacionada com a ativacao
coordenada de uma série de genes de citocinas e de moléculas de adesdo. Um

elemento critico, na regulacdo desses genes, envolve o NF-B, um fator de
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transcricdo redox-sensivel. Quando o tecido € lesado, o NF-B é ativado por
diversas substancias locais, incluindo as ROS. No miocardio infartado, a NADPH
oxidase, que € uma das maiores fontes de O, (superdxido), estd co-localizada
com o NF-B ativado e com o aumento da expressdo do TNF-a em células
inflamatérias” . Apés a sua ativacédo, o NF-B estimula a resposta inflamatéria e
imune além do crescimento celular e a expressdo de genes especificos” 8. Ele
também desencadeia a expressdo de genes das citocinas pré-inflamatorias, como
TNFa, interleucinas e outras, iniciando a resposta inflamatéria” °. Além da via do
NF-B, estudos recentes sugerem que H,O, (perdxido de hidrogénio) pode
interferir diretamente na producéo cardiaca do TNF-a via p38 MAPK e, por sua

vez, mediar a inflamacdo no miocardio” °.

Em modelos de infarto agudo do miocardio em roedores, a expressado do
TNF-a é significativamente aumentada no miocardio infartado, bem como no

7, 11

miocéardio ndo infartado Este evento demonstra a importancia das mais

variadas vias de sinalizacao que levam ao estimulo da agressdo miocéardica para

areas distantes a ela” *2.

Além das citocinas, as quimiocinas sao parte
fundamental na resposta inflamatéria e na captacdo de células ndo miociticas
para o intersticio. As quimiocinas constituem uma superfamilia de pequenas
proteinas, com pesos moleculares que variam de 8-14 kDA™. Podemos dividi-las,
de maneira geral, em duas categorias: as quimiocinas homeostaticas que séo
constitutivamente expressas em certos tecidos e podem ser responsaveis pela
locomocéo de leucdcitos e formacdo basal da arquitetura fundamental de 6rgaos
linféides, e as induzidas que séo fortemente reguladas por estimulos inflamatérios

ou imunes, e participam ativamente nas reacoes inflamatérias, por induzirem o

recrutamento de leucécitos'®. S&o, inicialmente, descritas como reguladoras da
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locomocgdo de leucdcitos pela sua capacidade de estimular a migracdo dos
mesmos durante os processos inflamatérios’®. CCL-3, CCL-5, CCL-21 e seus
receptores CCr-5 e CCr-7 sdo exemplos de quimiocinas com papel importante na
inflamacé&o, durante o remodelamento miocardico, agindo na angiogénese, fibrose
e infiltracdo leucocitaria. J4, o CCL-21 e o seu receptor CCr-7 atuam na

inflamacé&o vascular e proliferacdo celular®.

As ROS sdo moléculas simples, caracterizadas pela presenca de elétrons
desemparelhados. Sdo elas: superoxido (O2), hidroxila (OH’), perdxido de
hidrogénio (H.O,) e o peroxido nitrico (ONOO"). Essas moléculas podem ser
produzidas dentro da célula, por meio da ligacdo de elétrons mitocondriais
durante a fosforilacdo oxidativa e por meio da ativacdo de diversas enzimas
celulares incluindo NADPH oxidase, xantina oxidase e oxido nitrico sintase’ 12,
O radical O, pode, rapidamente, reagir com o o6xido nitrico (NO) para formar
ONOO", ou converter o peréxido na forma OH . As ROS, em baixa
concentracdo, agem como moléculas de sinalizacdo, entretanto, quando
produzidas em excesso, provocam efeitos nocivos'® *°. A toxicidade associada a
producdo excessiva desses componentes é prevenida pelo sistema de defesa dos
antioxidantes. As células vivas tém ambos os mecanismos de defesa, o
enzimatico e o ndo enzimatico, para balancear os multiplos eventos oxidativos a
gue sao submetidas. O subgrupo enzimatico inclui a superéxido dismutase (SOD),
catalase, e glutationa peroxidase (GSHP,)** 2. O grupo ndo enzimatico inclui uma
variedade bioldgica de moléculas, como as vitaminas E e C.?> No miocardio
normal, como em outros tecidos, os antioxidantes protegem as células mantendo
O, e H,0, em niveis baixos’. A deficiéncia dos antioxidantes também tem um

papel no estresse oxidativo no coracdo infartado. Logo apds a agressao
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miocardica, o estresse oxidativo ocorre, quando a producao de ROS é aumentada

e/ou a reserva de antioxidante é suprimida’. Singal e Hill*®

, em 1997, mostraram
evidéncias da diminuicdo progressiva dos niveis de catalase, da atividade da
GSHP4 bem como da vitamina E no coracdo infartado e na area néo infartada.
Estudo realizado por Yao Sun, em 2008, revelou também uma expressao
reduzida do gene e da proteina SOD no miocardio infartado’. Além disso, os
niveis cardiacos da glutationa também estdo diminuidos em pacientes com infarto
agudo do miocardio®*. Entretanto, a expressdo da malondialdeido (MDA), da
dimetilarginina assimétrica (ADMA) e da 3-nitrotirosina, marcadores do estresse
oxidativo, estdo significativamente aumentados no miocéardio infartado®.

Na area remota a agressao isquémica, muitos fatores contribuem para o
estresse oxidativo. O aumento da producdo mitocondrial de ROS tem sido
sugerido como fator importante, além da sua relacdo com o aumento da atividade
dos complexos da oxidase intracelular®® %’. Além disso, a reducéo dos niveis de
SOD é observada na insuficiéncia cardiaca pés-infarto®®. Estas observacées
indicam que o desequilibrio, entre a producdo de ROS e a capacidade de defesa
dos antioxidantes, leva ao estresse oxidativo também no miocéardio no infartado’.

Assim, observa-se uma complexa cascata de interacfes entre mediadores
inflamatorios e estresse oxidativo. Ambos, juntos ou separadamente, promovem a
ativacdo celular, com estimulo a sintese de coldgeno e alteracdo de sua
degradacdo, além da perda de miocitos por uma acao toxica direta e necrose ou
por estimulo a apoptose, levando a reposicao deste tecido perdido por colageno,
promovendo extensa fibrose do miocardio’.

A eritropoietina (EPO) é uma glicoproteina de 30,4 kDA que é produzida

principalmente no rim e € mais conhecida por sua capacidade de regular a
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producéo de glébulos vermelhos. H& evidéncias crescentes de que a EPO exerce

efeitos protetores em varios tecidos, tais como cérebro, rins e coragéo, além do
P H 29-31

seu papel tradicional na hematopoiese“™".

No coracao foi demonstrado que a EPO é protetora em modelos de infarto

32, 33

do miocardio, isquemia e reperfusdo e miocardiopatia . Os mecanismos

34, 35 32, 33, 36

atribuidos s&o anti-apoptético®, anti-inflamatério e pré-angiogénico

Burger et al.®* mostraram que o tratamento com EPO melhora a regulagéo
da Oxido nitrico sintase endotelial (eNOs), aumentando a sua fosforilacdo e
expressdo nos cardiomidcito e elevando os niveis de NO. Os efeitos
antiapoptoticos do NO sdo mediados por meio da inibicio da NADPH oxidase,
modulando a expressao de genes de protecao, tais como Bcl-2, pela inibicdo da
caspase-3/caspase-8 e ativagdo por meio de S-nitrosilacdo. O efeito
antiapoptético da EPO ocorre, também, quando esta se liga a um receptor
transmembrana especifico: o EPO-receptor (EPO-R). Ap6s a ligacao, varias vias
de sinalizagdo sao ativadas simultaneamente, incluindo a MAPK p42/44,
JAK2-STAT5 e as proteinas da PI-3-AKT. Estudos realizados em linhagens de
células humanas imortalizadas sugerem que a proliferacdo celular é regulada
principalmente pela ativacdo de MAPK p42/44 ou JAK2-STATS5 e que a inibicdo
de apoptose ocorre, principalmente, pela ativagdo do eixo PI-3K ou JAK2
AKT-STAT5%. Neste (ltimo caso, JAK2 fosforilada desencadeia a ativacdo da
proteina STAT5. Essa, por sua vez, é translocada para o ndcleo, onde se liga a
elementos de resposta especificos de DNA e induz uma cascata de respostas
celulares, incluindo o aumento da expressdo dos genes antiapoptoticos, como

Bcl-2 e Bcl-XL. Este mecanismo antiapoptético € importante, ndo s6 na

eritropoiese, mas também parece desempenhar um papel importante em outros
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processos com alto processo de apoptose, por exemplo, acidente vascular
cerebral, doencas da retina e, eventualmente, infarto do miocardio e
cardiomiopatias®.

As células inflamatoérias estdo aumentadas na fase imediatamente pés-
infarto do miocéardio e produzem metaloproteinases (MMPs) que modulam o
remodelamento da matriz extracelular principalmente do colageno. Nishia et al.**,
em 2006, demonstraram que a quantidade de MMP-2 no miocérdio ndo infartado
cinco dias apés o 1AM, foi significativamente reduzida nos grupos tratados com
EPO em comparacdo com o grupo com IAM nao tratado, sugerindo assim outro
efeito cardioprotetor da EPO.

Em estudo publicado em 2006, Li et al.®*

ndo somente confirmaram que a
EPO aumenta a densidade capilar, mas também reduz a inflamacéo e a producao
de citocinas. Varios estudos tém demonstrado que em ambos, animais e
humanos, com coracdes danificados, os niveis de citocinas inflamatorias (IL-1p,

37.38 & em leucécitos circulantes®, bem

IL-6 e TNF-a) sdo aumentadas no plasma
como no préprio miocardio. A elevagdo dessas citocinas inflamatérias é clara e
diretamente relacionada ao grau de insuficiéncia cardiaca e inversamente
relacionada & sobrevida®* % *!' 42, Embora seja especulativo, é concebivel que a
reducdo de citocinas inflamatorias e do estresse oxidativo pode ser um dos
mecanismos envolvidos no efeito benéfico da EPO no coracéo danificado™*.

Um mecanismo muito importante no remodelamento cardiaco pés-infarto é
a angiogénese. Além da mobilizacdo de células progenitoras do endotélio para a
regido isquémica, o aumento da expressdo do VEGF pode ocorrer pela
estimulacdo direta da EPO em células endoteliais. O estudo publicado em 2012

|'43

por Kawachi et al.”® mostraram claramente aceleracdo da angiogénese apos a
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administracdo de EPO no modelo de IAM em suinos. Os dados desse estudo
mostraram que o0s niveis séricos de VEGF estiveram inicialmente aumentados,
atingindo o pico maximo um dia apés a inducdo do IAM e retornando a niveis
basais em 4 dias. Porém quando foi analisada a expressdo do mRNA do VEGF
na area infartadas e na adjacente do grupo tratado com EPO, os niveis estavam
significativamente maiores 28 dias ap6s o IAM, em comparacdo com 0 grupo
controle®.

Em 2007, Westenbrink et al.** com modelo de IAM em ratos, demonstraram
pela primeira vez, que ceélulas progenitoras derivadas da medula 6ssea estao
envolvidas com o mecanismo sistémico de reparag¢do cardiaca, no tratamento
com EPO. A neovascularizagdo, induzida pela EPO, esta associada com maior
mobilizacdo de células precursoras do endotélio vascular do miocardio, as quais
compreendem 30% do endotélio recém-formado. A expressdo de VEGF esta
fortemente correlacionada com o crescimento capilar e a expressao local
aparentemente desempenha um papel muito importante na inducdo da
angiogénese no miocérdio isquémico. A neovascularizacdo aumentada mediada
pelas células precursoras do endotélio resulta em uma melhora acentuada da
microvascularizacdo do miocardio e também é associada a uma diminuicdo da
dilatacdo do ventriculo esquerdo™.

A deposicdo inadequada de colageno no intersticio miocardico é de
extrema importancia, no que diz respeito a estrutura, geometria e funcdo do
coracdo. A fibrose resultante deste processo esta relacionada com a perda de
miocito, com a inflamacdo e com o estresse oxidativo, estando todos inter-
relacionados. Sabe-se que a EPO pode interferir nesses mecanismos direta e

indiretamente. Assim, a EPO poderia ter agdo na prevencgao da fibrose intersticial
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e perivascular do miocérdio, com a atenuacdo de alteracbes na geometria e

funcdo do coracao, o que justifica o presente estudo.



2.OBJETIVOS
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2.1. Objetivo geral

Avaliar o papel da eritropoetina na atenuacédo do remodelamento estrutural,

funcional e geométrico do coracao.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar o papel da eritropoetina em modelo experimental de IAM:
l. na prevencao do acumulo de colageno intersticial e perivascular;
Il. na prevencao do remodelamento geométrico e funcional,

Il. na reducédo da inflamacéo, do estresse oxidativo e da apoptose.



3. MATERIAIS E METODOS




14

Material e Métodos

3.1. Modelo experimental

Foram estudados 60 ratos machos Wistar, pesando de 250 a 300 g,
obtidos no Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo, para a realizacdo do modelo. Esses animais foram mantidos em gaiolas
apropriadas, com 3 animais em cada uma, com racdo e agua ad libitum e
identificados com chip subcutaneo.

O protocolo seguiu as normas de cuidados em experimento animal
definidas pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Estudos com Animais)* e UFAW
(Universities Federation for Animal Welfare)*®, foi aprovado pela Comissdo de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa (CAPPesq) do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e obteve suporte
financeiro da Fundacédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP
— Processo 2010/06834-2).

Os animais foram divididos em 4 grupos:

1. Controle sem EPO - 15 animais
2. Controle com EPO - 15 animais
3. Infartado sem EPO - 15 animais
4. Infartado com EPO - 15 animais

Para a realizacdo do modelo de IAM, os animais foram anestesiados com
uma combinacdo de xylazina (10 mg/kg) e ketamina (50 mg/kg), submetidos a
intubacdo oro-traqueal com jelco 14G e colocados em ventilagdo mecanica com
frequéncia de 60 ciclos/minuto e volume corrente de 2,5 mL. Uma incisédo
transversal foi realizada sobre o hemitérax esquerdo, para exposicdo dos

musculos peitorais, os quais foram afastados. Em seguida, a toracotomia
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esquerda foi realizada ao nivel do 3° espaco intercostal para visualizacdo da
parede anterolateral do ventriculo esquerdo, préximo a base do coracao. Apos a
pericardiotomia, a artéria coronéria esquerda foi localizada na regido entre o atrio
esquerdo e a emergéncia da artéria pulmonar. A ligadura da artéria foi realizada
com fio de nylon 6.0, 1 a 2 mm apds sua origem. A isquemia resultante foi
verificada pelo descoramento muscular da parede livre do ventriculo esquerdo. A
parede do térax foi suturada com fio de algoddo 3.0 e o ar do espago pleural
drenado. Os musculos peitorais foram reposicionados. Os animais foram
submetidos a eutanasia, apds 4 semanas sob anestesia, com ketamina 50 mg/kg
e xylazina 10 mg/kg e sob ventilagdo mecéanica. Foi realizada laparotomia
mediana, com disseccao e puncdo da veia cava e administracdo de solugdo com

cloreto de potassio (soro fisiologico 0,9% 80 mL + KCI 19,1% 20 mL), até a
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Figura 1: Fluxo de trabalho




16

Material e Métodos

3.1.1. Tratamento

O tratamento com EPO comecou 24 horas apés a indugédo do IAM. A dose
foi de 1.000 U/kg de Eprex® 10.000 U (Janssen-Cilag), administrada por via

subcuténea, 3 vezes por semana, durante 4 semanas.

3.2. Anélise morfométrica

Apbs a remocdo do coracdo, o mesmo foi dividido em base, 1/3 médio e
ponta sendo o 1/3 médio fixado em formol 10% e emblocado em parafina, a base
e ponta congeladas em nitrogénio liquido. Todo o procedimento foi conduzido

utilizando-se material esterilizado.

Os coracbes em parafina foram submetidos a cortes transversais em
seccbes de 4 um, ao nivel do equador, de modo a analisar ventriculo direito e
esquerdo. Foram colocados em lamina silanizada, para evitar o descolamento dos
mesmos, durante os procedimentos histolégicos. Os cortes do coracdo foram
corados por Picrosirius red, coloracdo especifica para o colageno e utilizados na
analise morfométrica para quantificacdo da fracdo do volume de colageno
intersticial e perivascular no miocéardio. Para isso, um corte de cada coragéo foi
analisado pelo programa QWIN Image Processing and Analysis Software (Leica
Microsystems Cambridge Ltd.), acoplado a microscopia oOtica. A quantificacdo da
fracdo da area de colageno intersticial foi determinada calculando-se a
percentagem de area de colageno sobre a area total de miocardio, analisando-se
todos os campos de um corte, utilizando-se a objetiva de 5X. A fracdo da area de
colageno intersticial do ventriculo esquerdo, remota a area do IAM, e do ventriculo

direito, foi determinada separadamente (figura 2). O colageno perivascular foi
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determinado pela percentagem de &rea de colageno perivascular sobre a area da

luz do vaso, medido nos vasos que se apresentaram circulares no corte®’.

Figura 2: Quantificagdo da fracao do volume de colageno intersticial, onde
(A) lamina total, (B) quantificacdo da &rea de colageno (azul) e
(C) quantificacdo da &rea total do miocardio (vermelho)

3.3. Areade infarto

Os mesmos cortes utilizados para a quantificacdo da fracdo do volume de
colageno foram utilizados nesta avaliacdo. Usando o processador de analise de
imagem QWIN Image Processing and Analysis Software (Leica Microsystems
Cambridge Ltd.), os cortes ventriculares, englobando a circunferéncia ventricular
esquerda inteira de cada amostra, foram fotografados. O 1AM foi definido como
correspondendo a regido da parede ventricular, entre as bordas exteriores, onde
foi identificado tecido de cicatrizacdo. Foram medidas as circunferéncias das
regides infartadas e néo infartadas. O tamanho da éarea infartada foi, entéo,
calculada como a percentagem do comprimento do IAM em relagcdo a

2,48

circunferéncia ventricular esquerda inteira de cada sec¢ao” ™ (figuras 3 e 4).



18

Material e Métodos

Figura 3: Medida da é&rea de infarto: AE-IAM (area externa do infarto), Al-IAM (area
interna do infarto), AE-VE (area externa do ventriculo esquerdo), Al-VE
(areainterna do ventriculo esquerdo)

AE-IAM + Al-IAM

2
Area de Infarto (%) = ¥ 100

AE-VE + Al-VE
2

Figura 4: Formula para calculo da area de infarto

3.4. Ecocardiograma

Foi realizado o ecocardiograma transtoracico modo M, bidimensional e
Doppler pulsado, utilizando-se o aparelho Acuson, modelo Sequdia 512, com
transdutor de 9 mm e frequéncia de 13 MHz. O padrdo de contracdo regional e
global foi avaliado, em tempo real, nos cortes paraesternal longitudinal e
transverso do ventriculo esquerdo (VE). As dimensdes cardiacas sistolicas e
diastélicas foram analisadas pelo modo M. A fungdo ventricular sistolica foi
calculada, utilizando-se a medida da fragdo de encurtamento (FE). Os animais

foram submetidos a este exame no inicio e ao final do estudo, sendo previamente
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anestesiados com uma combinacéo de ketamina (50 mg/kg) e xylazina (10 mg/kg)
via intraperitoneal. O exame foi realizado de acordo com a sua padronizagdo em
ratos sendo considerados, como valores normais, os ecocardiogramas de animais

sadios do grupo controle®.

3.5. Andlise da inflamacé&o, apoptose e sobrecarga ventricular

Essa analise foi realizada por meio da expressdo génica por PCR em
tempo real. Os genes estudados foram: inflamagcédo (TNF-a, TGF-B1, CLL-3,
CCL-5, CCL-21, CCr-5, CCr-7), apoptose (p53 e Bcl-2) e sobrecarga ventricular

(BNP).

3.5.1. Extracdo de RNA

Para extracdo de RNA das amostras de tecido do coracdo foi utilizado
50-100 mg de tecido em 1,0 mL de TRIzol® Reagent (Invitrogen ™). O material foi
triturado no TRIzol® Reagent, até sua completa homogeneizacdo, e mantido em
temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, seguiu-se o protocolo descrito
na bula do reagente. Adicionando-se 0,2 mL de cloroférmio e agitando
vigorosamente com as maos, durante 15 segundos, a amostra foi colocada em
incubacdo de 2-3 minutos na temperatura ambiente. Essa mistura foi, entao,
centrifugada a 4°C, a uma velocidade de 12.000 x g, durante 15 minutos. A parte
aguosa foi removida e transferida para outro tubo limpo e estéril. Acrescentou-se
0,5 mL de alcool isopropanol e foi mantida em incubagdo na temperatura
ambiente por 10 minutos. Em seguida, centrifugou-se a 12.000 x g, por
10 minutos, a uma temperatura de 4°C. O sobrenadante foi removido e

descartado, ficando apenas o precipitado, para ser lavado com 1 mL de alcool
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etilico, agitando o tubo no vortex e centrifugando por 5 minutos, a uma velocidade
de 7.500 x g a 4°C. O sobrenadante foi entdo descartado deixando o precipitado
formado no fundo do tubo secar, sendo em seguida eluido com 30-50 pL de 4gua
DEPC. As concentracdes das amostras foram determinadas por meio da leitura
em espectrofotbmetro no comprimento de onda 260/280 nm, utilizando-se o
aparelho nanodrop (Thermo Scientific). Ja, a qualidade das mesmas foi verificada
por meio de corrida de eletroforese em gel de agarose. Uma aliquota com 3 g de
RNA de cada amostra foi separada, para a realizagdo do tratamento e transcricéo

reversa e o restante das amostras foi armazenado em freezer -80°C.

3.5.2. Tratamento do RNA total com DNase free

O RNA foi submetido ao tratamento com a enzima Turbo DNA-Free™ da
empresa Ambion (The RNA Company). O protocolo do fabricante foi seguido
rigorosamente, utilizando-se a quantidade de 3 pg de RNA. Ao RNA foi
adicionado 1,2 pL de Turbo DNase Buffer 10X e 1,0 yL de Turbo Dnase, as
amostras foram, entdo, homogeneizadas vigorosamente e incubadas a 37°C,
durante 20-30 minutos, no equipamento Thermomixer Comfort (marca
Eppendorf). Ao final da incubagéo foi adicionado 1,2 pL do reagente de inativagao
da DNase, seguido de incubacao por 5 minutos, em temperatura ambiente (25°C),
também no Thermomixer Comfort (marca Eppendorf). Apds término da incubacéo,
seguiu-se a centrifugacdo da amostra a 10.000 x g por 1 minuto e meio e 0
sobrenadante foi transferido para um novo tubo livre de RNase.

1
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3.5.3. Transcricao reversa (sintese de cDNA)

Para transcricdo reversa foi utilizada a enzima SuperScript™ Il Reverse
Transcriptase (Invitrogen™). Foram utilizadas duas misturas: Mix 1 contendo:
10 ul de RNA tratado (3,0 pg); 0,5 pL de Oligo-(dT)11s Primer(Invitrogen™)
(0,5 pg/ pL); 0,5 pL de random primers (Invitrogen™) (3,0 pg/uL) e 1,0 pL de
dNTP (Invitrogen™) (10 mM); e Mix 2 contendo: 4,0 pL de tampdo da enzima
(5X); 2,0 uL de DTT (0,1 M); 1,0 pL de RNase Out "™ (Recombinant Ribonuclease
Inhibitor-Invitrogen™) 1,0 pL de SuperScript II.

O Mix 1 (12 pL de volume) foi levado ao termociclador a temperatura de
65°C por 5 minutos. O programa foi pausado, e entdo, o Mix 2 (8,0 pL por
amostra) foi acrescentado. O programa foi continuado com as seguintes

ciclagens: 42°C por 2 minutos, 42°C por 50 minutos, 70°C por 15 minutos e 4°C.

Os cDNAs foram posteriormente armazenados a temperatura de -20°C.

3.5.4. Reacgéo de qRT-PCR

As reacbes de gRT-PCR foram feitas em placas de 96 pocos, usando
reagente Power SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems — EUA), conforme
descrito pelo fabricante e o equipamento utilizado foi o Step One Plus Real-Time

PCR Systems - Applied Biosystems.

A reacao foi preparada com 6 pL de Sybr Green; 3,0 uL de cDNA diluido
1:40 e 3,0 pL de primer (forward e reverse), ja diluidos na concentracao
determinada previamente na reacdo de otimizacdo dos primers, necessaria para

uma eficiéncia de 100%. Essas quantidades foram utilizadas para elaboracao da
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reacao de gqRT-PCR em duplicata. O programa para a amplificagdo das amostras
consiste em uma denaturacdo inicial de 95°C por 10 minutos, seguidos de
40 ciclos de 95° C por 15 segudos. (denaturagcdo) e 60° C por 1 minuto

(anelamento dos primers e extensao).

No final de todas as reacdes, as curvas de dissociacdo com temperaturas
crescentes foram analisadas, a fim de verificar a amplificacdo de um Unico
produto. As condi¢des da reacdo foram idénticas as utilizadas para a construcao
das curvas de calibracéo e otimizacéo dos primers. As amostras foram estudadas
em duplicata, e para cada gene do estudo, foram amplificadas em paralelo as
amostras controles cDNA. Todas as reacfes de PCR consideradas para analise

apresentaram eficiéncia igual ou superior a 95%.

A expressao dos genes escolhidos para este estudo, foi normalizada em

relagcdo ao mRNA dos gene enddgenos, GAPDH e Beta Actina, conforme descrito

anteriormente por Livak et al. em 2001°°.
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Os primers utilizados na avaliagdo por gRT-PCR foram:

F:5' ATGTATCCGTTGTGGATCTGAC 3
_ R: 5' CCTGCTTCACCACCTTCTTG 3 NM_ 017008
F: 5 GTGCTSTGTTGCCCTSGSCTTCG 3 M. 031144
R: 5 TCGAATCGCACCTGATCACTA 3 -
F:5' CAGCTTTGAGGTTCGTGTTTGT 3 M 030989
R: 5 ATGCTCTTCTTTTTTGCGGAAA 3' -
F: 5' GGAGCGTCAACAGGGAGATG 3
_ R: 5 GATGCCGGTTCAGGTACTCAG 3 NM_016993
F: 5' GACCCTCACACTCAGATCATCTTCT 3
_ R: 5 TGCTACGACGTGGGCTACG 3 NM_012675. 3
F: 5' CAACAATTCCTGGCGTTACCTT 3
_ R: 5' AAGCCCTGTATTCCGTCTCCTT 3 NM_021578.2
F: ATCTGTCGCCGCTGGGAGGT
F: 5 CCGCTGCCCTTGCTGTT 3
_ R: 5 CGCTGAGAAGACTTCGTTCCA 3 NM_013025
F: 5CACAGTCTCTGCTTCAGGTACCA 3
F: 5CCATCCAGCAATCCTGTTC 3'
_ R: 5TCAGGGTTTGCGCATAGCT 3 NM_001008513.1
F: 5' AMAAGCTGAAGAGCATGACTGATATC 3
F: 5CGGATACCTACCTGCTCAACCT 3
_ R: 5GTAGGCCCAGAAGGGAAGGA 3' NM_199489.3

3.6. Estresse oxidativo

Para analise do estresse oxidativo foram utilizados dois kits comerciais,
ADMA direct (mouse/rat) ELISA kit (Enzo Life Sciences®)®, usado para
determinacao quantitativa da ADMA em plasma e soro de camundongos e ratos e
o DetectX® Glutathione Fluorescent Detection kit (Arbor Assays)®’, para

quantificacdo da glutationa.

3.6.1. ADMA

Para a realizacdo da andlise o protocolo do fabricante foi seguido
rigorosamente. Primeiramente, foram deixados todos os reagentes e amostras em

temperatura ambiente (18°C a 26°C). Foram utilizados 100 pL de cada amostra
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nas respectivas colunas filtrantes (CFD) e 300 pL do tampéao de reacao
(DERBUF). Essa coluna sofreu centrifugagdo a uma temperatura de 4°C e
rotacdo de 14.000 x g durante 20 a 30 minutos, e o filtrado, cerca de 200 pL, foi
diluido com 200 pL de DERBUF. Prepararam-se frascos diferenciados com
200 pL: amostra padréo (STD), amostras controles prontas para uso (CTRL) e
amostras filtradas. Adicionaram-se 50 pL de reagente de derivacdo (DER)
recentemente preparado em cada frasco (STD, CTRL e Amostras) e, em seguida,
esses frascos foram colocados sob agitagdo de 180 a 240 rpm, durante
45 minutos, a temperatura ambiente. Foram adicionados 250 pL de tampao de
diluicdo (CODIL), e agitados vigorosamente, deixando-se incubar mais 45 minutos
sob agitacao de 180 a 240 rpm a temperatura ambiente.

A montagem da placa comegou com um ciclo de lavagem, com 250 pL de
tampéo de lavagem, e somente depois é que foram determinados os locais de
insercao dos padrdes (STD), controles (CTRL) e amostras, utilizando 100 pL de
cada. Cada poco recebeu 100 pL de anticorpo ADMA (AB) e, entdo, a placa foi
incubada por um periodo de 15 a 20 horas a uma temperatura de 2° a 8° C.

O proximo passo foi aspirar todo liquido dos pocos e seguir novo ciclo de
lavagem com 250 pL de tampéo de lavagem por 5 vezes. Em seguida, foram
acrescidos mais 200 pL de anticorpo POD (2.AB) e seguiu-se um periodo de
incubacédo de 1 hora, sob agitacdo e em temperatura ambiente. Passado esse
tempo, o liquido novamente foi aspirado e seguiu-se novo ciclo de lavagens, com
250 uL de tampéao de lavagem, durante 5 vezes. Foi adicionado substrato TMB
(SUB), incubado de 6 a 10 minutos a temperatura ambiente e no escuro. Depois,
foram adicionados 100 pL de solucéao de parada (STOP) em cada poco e agitado.

Imediatamente, foi determinada a leitura sob faixa de 450 nm como referéncia.
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3.6.2. Glutationa

O soro utilizado foi homogeneizado com o0 mesmo volume de SSA (4cido
sulfosalicilico) 5% para desproteinizacdo. A mistura foi incubada a 4°C, durante
10 minutos e, depois, centrifugada a uma velocidade de 14.000 rpm, durante
10 minutos a 4°C para remover o precipitado de proteinas. Para analise imediata
diluiu-se 1 volume da amostra tratada para 1,5 volumes de Assay Buffer. Nessa
fase, a concentracdo do SSA era de 1%. Todas as amostras foram utilizadas em
um prazo de 2 horas, conforme recomendacédo do kit, assim como a preparacao

dos reagentes seguiu rigorosamente as orientacées do mesmo.

Os reagentes foram tirados da geladeira e permaneceram em temperatura
ambiente durante 30 minutos antes do inicio do protocolo. Foram pipetados 50 uL
de amostra tratada, reagentes padrédo e controles nos pocos da placa, fazendo
cada um em duplicata. Em seguida foram adicionados 25 pL do reagente
ThioStar®, em cada poco. A placa foi, entdo, tampada e levada para delicada
agitacdo e mantida em incubacéo durante 15 minutos. Posteriormente, foi lida a
fluorescéncia em leitor com emissao de fluorescéncia a 510 nm com excitacdo de
370-410 nm, e com esses dados, foi possivel determinar a concentracdo da
glutationa livre. Na sequencia, adicionaram-se 25 pL do reagente Reaction
Mixture em cada poco, a placa foi tampada, agitada delicadamente e incubada em
temperatura ambiente, por 15 minutos. A proxima leitura foi realizada nas
mesmas condi¢cdes da leitura anterior e os dados obtidos foram referentes a

determinacao da concentragéo da glutationa total.
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3.7. Angiogénese - VEGF
3.7.1. Imunohistoquimica

Primeiramente, foi realizada a desparafinizacdo dos cortes com 3 banhos
de xilol (10 min cada), seguidos de 3 banhos em etanol 100%, 2 banhos em
etanol 95% e 1 banho em etanol 70%. As laminas foram ent&o lavadas 5 vezes
em agua corrente. A recuperacao antigénica foi realizada com Tripsina 0,075%
(Tripsina Sigma 0,075 g para 100 mL de PBS pH: 7,4 s/ Tween20). Colocou-se a
tripsina sobre o corte e as laminas foram incubadas, em camara Umida, por
5 minutos a 37°C. Apds os 5 minutos, os cortes foram lavados 5 vezes em agua.
Seguiu-se ao blogueio da peroxidase endégena com uma solucdo de peroxido de
hidrogénio 20 vol (ou 6%). Foram realizadas duas incubagdes, de 8 minutos cada,
nessa solucdo. ApGs esse procedimento, as laminas foram lavadas em agua,
secadas e identificadas com caneta Pap Pen (Invitrogen Cat: 00-8899).

O proximo passo foi o bloqueio de proteina, com o reagente CAS Block
(Invitrogen, cat. 00-8120), foi colocada uma quantidade do reagente CAS Block
suficiente para cobrir o corte. As laminas foram, entdo, colocadas em camara
Umida por 5 minutos em temperatura ambiente (25°). Ap6s a incubacdo, o
excesso de CAS Block foi retirado.

O anticorpo primério anti-VEGF (ab 46154- abcam®) foi diluido em Antibody
Diluent Reagent Solution (Invitrogen, Cat: 003218), na concentracdo sugerida
pela propria bula (1:200). Foi colocada, sobre o corte, quantidade suficiente do
anticorpo diluido (aproximadamente 100 ul) e incubado em temperatura ambiente
(25°C), em camara umida, por 45 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas

com tampao PBS 5 vezes.
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A partir deste ponto foi utilizado o kit Picture Max (Invitrogen, Cat: 87-8983).
Seguindo o protocolo do kit, a solucdo A do polimero Picture Max foi colocada
sobre os cortes (quantidade suficiente para cobrir o corte) e as laminas levadas
para mais uma incubacdo, em temperatura ambiente, por 30 minutos, mais
5 lavagens com tampdo PBS. Em seguida, foi colocada sobre os cortes
(quantidade suficiente para cobrir o corte) a solucdo B do polimero. Novamente,
as laminas foram incubadas em temperatura ambiente, por 30 minutos, e lavadas
em tampado PBS 5 vezes. A revelacao foi feita com DAB 1:50 (DakoCytomation -
California/Code n° K3468) e a contra coloracdo em hematoxilina de Harris.

As laminas foram, entdo, lavadas cuidadosamente em &gua corrente e
preparadas para montagem passando, novamente, por rapidas incubacdes em
etanol 70%, 95% e 100% e 3 incubacdes de xilol para, depois serem montadas
com meio de montagem permanente e laminula.

A andlise da imunohistoquimica foi realizada de forma semiquantitativa
(porcentagem de éarea marcada e intensidade da coloracdo). Para tal,
primeiramente as laminas foram escaneadas pelo aparelho scan scope da
empresa Aperio (EUA-Vista, CA). Seguiu-se quantificacdo no aumento de
20x, utilizando-se o software livre Image Scope, apenas para visualizacdo das
imagens scaneadas anteriormente. As analises foram realizadas por dois

observadores independentes, utilizando-se 0s seguintes parametros:
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Andlise qualitativa Andlise semi-quantitativa
Intensidade Area marcada
0 0
1: fraco 1: até 25%
2: moderado 2: até 50%
3: forte 3: até 75%
4: >75%

3.8. Andlise hematologica
3.8.1. Dosagem de hemoglobina

Para dosagem da hemoglobina (Hb), 20 pL de sangue total foram
coletados com anticoagulante e transferidos para o tubo contendo 6 mL de agua
ultra pural, observando-se o cuidado sobre a qualidade da amostra. Assim, o
sangue venoso colhido ndo continha coagulos e o sangue capilar deveria fluir
facilmente durante a pipetagem. A seguir, foi adicionada 1 gota de solucédo de
hidroxido de amonio a 1% no tubo e 0 mesmo foi homogeneizado por inversao. A
leitura foi feita no espectrofotdbmetro (Celm E210D) contra agua, em comprimento
de onda de 540 a 544 nm. A densidade otica (absorbéancia) foi obtida, e assim,
multiplicou-se seu valor pelo fator encontrado na curva de diluicdo do padrao de
hemoglobina. Os padrées de hemoglobina (Bioclin) sdo encontrados no comeércio,
em quantidades variaveis, mas em geral contém 11,3 g/mL de hemoglobina. O
padrdo fornece com precisdo seu conteudo de hemoglobina/mL. A densidade
Otica obtida, dividida pela concentracdo de hemoglobina da solucdo de origem,
resulta no fator que foi 0 mesmo para as varias determinacdes. No caso de haver

pequenas variagdes, o fator final foi a média dos encontrados.
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Outros cuidados adotados foram o controle periédico das curvas, com
padroes de hemoglobina, preenchimento adequado das cubas do
espectrofotometro, contendo quantidade suficiente da solucdo de hemoglobina,
especialmente na fenda por onde passa a luz do aparelho. Igualmente, as
amostras foram processadas no mesmo dia da coleta, ou, na impossibilidade de
serem realizadas no mesmo dia, foram armazenadas em refrigeracdo 4°C por até

um dia.

Formulacédo do célculo:

Hb = absorbancia x padréo Hb (concentragéo)

Hb =g /dL

3.8.2. Dosagem do hematocrito

Tubos capilares, contendo sangue total até proximo a sua abertura, foram
selados com cera apropriada ou selados em lamparina, observando-se o cuidado
para ndo aquecer demasiadamente e provocar hemdlise. O tubo selado forma
uma pequena gota transparente denominada “pérola de vidro”. A seguir, os tubos
foram centrifugados em microcentrifuga (Fanem 211), a 10.000 rpm durante
5 minutos, apés a qual se realizou a leitura em cartela padronizada, cujas divisbes
vao de 0 a 100, correspondendo as porcentagens. A parte inferior do tubo foi
ajustada para conter as hemacias centrifugadas na linha “0” e o limite superior do
soro na linha “100”, deslizando verticalmente o tubo, até chegar a juncdo dos dois
extremos. O limite dos glébulos vermelhos refere-se a porcentagem, indicada com
a linha que coincidir com a sua altura, determinando-se, assim, a leitura da

amostra.
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3.9. Andlise estatistica

Testes ndo paramétricos de Kruskal-Wallis foram utilizados para
comparacao das medidas entre os 4 grupos. Quando diferencas significativas
entre os grupos foram observadas, as mdultiplas comparacdes entre pares de

grupos foram feitas, aplicando-se a correcdo de Bonferroni®?.

O nivel de significancia dos testes foi de 5%, ou seja, diferencas
significativas foram consideradas, quando o nivel descritivo do teste (valor de p)
foi menor que 0,05. Vale verificar os casos em que o valor de p foi maior que 0,05,
mas menor ou igual a 0,10. Nestes casos, as evidéncias de diferengas existem,
porém sao mais fracas e as comparacdes, isoladas entre pares de grupos, por

testes ndo paramétricos de Mann-Whitney>?, foram observadas.

Foi utilizado o Software SPSS (Statistical Package for the Social Sciences)

versao 19 para as estatisticas descritivas, graficos e testes ndo paramétricos.
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4.1. Anélise morfométrica

A fracdo do volume de colageno intersticial do ventriculo esquerdo FVCI-
VE (%) (figura 5) foi maior nos grupos infartados em relagéo aos grupos controles
(p < 0,001), e foi atenuada pela EPO (p = 0,05) (figura 6). A fracdo do volume de
coldgeno intersticial do ventriculo direito FVCI-VD (%) também foi maior nos
infartados, em relagdo aos grupos controles (p = 0,007), mas sem diferenca

estatistica entre IAM e IAM+EPO (p = 0,954) (figura 7).

S P

CT IAM+EPO IAM

Figura 5: Fotomicrografia do miocérdio do VE corado com picrosirius red
(em vermelho o colageno)

% FVCI- VE
O -~ N W hA OO N

CT CT+EPO I|IAM+EPO IAM
GRUPO

Figura 6: Fragdo do volume de colageno intersticial do ventriculo esquerdo
FVCI-VE; *p<0,05 (IAM vs CT e CT+EPO) e tp = 0,05 (IAM+EPO vs IAM)
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Figura 7: Fracdo do volume de coladgeno intersticial do ventriculo direito FVCI-
VD; *p < 0,05 (IAM vs CT)

A quantificacdo do volume de colageno perivascular ndo apresentou

diferencas significativas entre os grupos (figuras 8 e 9).

I

CT+EPO |AM+EPO
GRUPO

N WA O

% FVCPV- VE

Figura 8: Fragdo do volume de colageno perivascular do ventriculo esquerdo
FVCPV-VE; p = 0,763
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Figura9: Fracdo do volume de colageno perivascular do ventriculo direito-
FVCPV-VD (p = 0,382)

4.2. Areade infarto

A comparacdo entre os grupos infartados ndo demonstrou influéncia da

eritropeoetina no tamanho do IAM (p = 0,757) (figura 10).
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Figura 10: Area de infarto

4.3. Ecocardiograma

A EPO néo apresentou efeitos protetores, quanto a dilatacédo e a disfungéo
do VE neste modelo (figura 11). No grupo IAM, o DDVE foi 0,89 + 0,11 cm e no
grupo IAM+EPO foi 0,81 + 0,088 cm (p = 0,79) (figura 12). Os grupos infartados
apresentaram menores valores de fracdo de encurtamento, em relacdo aos
grupos controles (p < 0,01). Entretanto, mais uma vez a EPO n&o atenuou essa

disfuncéo (figura 13).
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Controle T

Figura 11: Ecocardiograma dos animais do grupo Controle e Infartado
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Figura 12: Diametro diastolico do ventriculo esquerdo (DDVE - cm);

*p = 0,0032 (CT vs IAM) e tp = 0,007 (CT+EPO vs IAM)
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Figura 13: Fracéo de encurtamento do ventriculo esquerdo; *p < 0,001 (CT vs
IAM e IAM+EPO); *p < 0,001 (CT+EPO vs IAM e IAM+EPO)
4.4. Estresse oxidativo
4.4.1. ADMA

A analise do ADMA, como marcador do estresse oxidativo, ndo evidenciou

a acdo da eritropoetina na reducéo desta proteina p = 0,270 (figura 14).
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Figura 14: Concentragdo de ADMA

4.4.2. Glutationa

A concentracao de glutationa total no soro foi menor nos grupos infartados

(p < 0,01). A EPO ndo modificou o padrdo de resposta da glutationa.
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Figura 15: Concentracdo de glutationa total no soro; *p < 0,05 (CT vs IAM)

4.5. Expressao génica: sobrecarga ventricular, apoptose e inflamacéo

O BNP, gue avalia a sobrecarga ventricular, apresentou maior expressao
nos grupos infartados (p = 0,04), porém nao foi atenuado pela EPO p = 0,103

(figura 16).
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Figura 16: Expressdo absoluta do gene BNP (*p = 0,04 CT vs IAM) e
(*p = 0,045 CT vs IAM+EPO)

Na avaliacdo da apoptose os genes Bcl-2 e p53 mostraram-se mais
expressos nos grupos infartados, em comparagao aos controles (p < 0,05), néo

sendo o Bcl-2 ativado e nem o p53 inibido pela EPO (figuras 17 e 18).

0.035
0.030
0.025
0.020
0.015 \ [
0.010
0.005 I
0.000 . . .
CT CT+EPO I|AM+EPO IAM
GRUPO

2-dct
1 1 1 1 ]
*

Figura 17: Expressdo absoluta do gene Bcl-2; *p = 0,031 (CT+EPO vs
IAM+EPO)
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Figura 18: Expressdo absoluta do gene p53; *p = 0,022 (CT+EPO vs
IAM+EPO) e *p -= 0,048 (CT vs IAM+EPO)

No que se refere a inflamacao, apenas trés genes apresentaram expressao
com diferencas significativas, ao nivel de 5%, entre os grupos (TGF-B1, TNF-a e
CCr-5), sendo mais expressos nos grupos infartados, mas também néo

demonstrando efeito anti-inflamatério da EPO (figuras 19, 20 e 21).
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Figura 19: Expresséo absoluta do gene TGF-1; *p = 0,011(CT+EPO vs |IAM)
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IAM+EPO)
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Figura 21: Expressdo absoluta do gene Ccr-5; *p = 0,021 (CT+EPO vs

A semiquantificacdo do VEGF nao apresentou diferengcas entre os grupos

p = 0,95 (figuras 22 e 23).
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Figura 22: Micrografia da marcagdo de VEGF no miocardio do VE (em
marron o VEGF)
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Figura 23: Andlise semiquantitativa do VEGF (% de area marcada)

4.7. Andlise hematoldgica

A andlise da hemoglobina e do hematdcrito demonstrou niveis

significativamente mais elevados nos grupos tratados com EPO (figuras 24 e 25).
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Figura 24: Dosagem de hemoglobina g/dL; *p < 0,05 (CT vs CT+EPO e CT vs
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4.8. Limitacdes do estudo

As avaliagbes foram realizadas na fase cronica do IAM (4 semanas),
portanto, é possivel que uma avalizacdo precoce apresentasse maior impacto da

protecdo da EPO na inflamacéo, estresse oxidativo e apoptose.

Algumas variaveis apresentaram grande desvio padrdo, nao definindo
significancia estatistica. Portanto, € possivel que, com um numero maior de

animais, algumas variaveis possam apresentar significancia.



5. DISCUSSAO
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O efeito cardioprotetor da EPO ainda € muito controverso pois, enquanto
trabalhos experimentais relatam diminuicdo do tamanho do infarto, da
inflamac&o>* *°, da apoptose®, do estresse oxidativo®, além de tantas outras vias
envolvidas no remodelamento miocéardico pos-infarto, os trabalhos clinicos néo
descrevem os mesmos achados®. Em 2010, Ahmet et al.>® sugeriram que o
estimulo na eritropoiese poderia ser a explicacao para esta falha terapéutica, visto
que a EPO leva ao aumento de trombose e risco cardiovascular em pacientes ja
debilitados. Dados da literatura sé@o, portanto, escassos em relacdo a protecao da
EPO no remodelamento miocardico, mais especificamente, na fibrose miocardica.
O presente estudo avaliou diferentes aspectos desse remodelamento, incluindo a

geometria, a funcdo e, especialmente, a deposicado de colageno no miocardio.

E bem descrita a fundamental importancia do colageno, presente no
instersticio miocardico, na manutencdo da arquitetura e da funcdo do musculo
cardiaco. Essa proteina promove o perfeito alinhamento dos midcitos, a
transmissao de forca entre as unidades contrateis, além da transferéncia de sinais
célula a célula® *°. A deposicdo inadequada deste importante elemento leva,
portanto, a uma desorganizacao da estrutura miocardica que, em dois sentidos,
ocasiona uma alteragc&o da ultraestrutura celular, por meio de vias de sinalizacao,
e, macroscopicamente, a uma alteracdo da geometria e funcéo do corac&o® °°.
Logo, intervengdes que possam modular a deposi¢cdo desorganizada do colageno
no intersticio miocardico, ou seja, a fibrose, poderiam promover uma prote¢édo das
alteracdes da geometria e culminando com a protecéo da funcao cardiaca® °’.

A eritropoetina tem seu efeito mais conhecido e, com extensa
aplicabilidade clinica, na eritropoese. Seu estimulo, por diversos mecanismos na

producdo de glébulos vermelhos, é vastamente estudado na literatura® 3% °8,
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Pudemos confirmar esta acdo da EPO, e dessa forma, garantir a sua acdo em
nosso modelo experimental, observando o aumento significativo do hematdcrito e
da hemoglobina nos animais que receberam tratamento. Outros efeitos da EPO
também sdo descritos na literatura, tais como a sua modulacdo nas vias de

apoptose, inflamac&o e estresse oxidativo3! 3+ 3>

, vias estas que fazem parte de
uma cascata de sinalizadores que promovem a perda dos cardiomiocitos e a sua

reposicao por fibrose, assim chamada de fibrose reparativa.

Um modelo experimental, bem estabelecido, de injuria miocardica e fibrose
intersticial € o infarto agudo do miocardio® # ®* ®1. Esta agresséo isquémica ativa
uma sequéncia de vias de sinalizacdo que promovem a modulacdo da dinamica
do colageno, tanto por estimulo da sua sintese quanto da sua degradacao e,
portanto, promove a desorganizacao da estrutura miocardica. Tal remodelamento
ocorre na area infartada, predominantemente pela necrose de miécitos enquanto,
na area remota ao infarto, a perda da unidade contratil ocorre tanto por necrose
quanto por apoptose® ®* ®3. O controle desse remodelamento na area remota ao
infarto e a contencdo da extensdo da area infartada representam uma importante
estratégia para a manutencdo da funcdo ventricular®®. Neste cenario de fato,
semelhante aos estudos de Burger et al.* e de Van deer Meer et al. ** também
nao encontramos prevencdo na extensdo da injuria miocardica, na area infartada,
visto que o tamanho das areas de infarto foram muito semelhantes no grupo
tratado ou ndo com a EPO®***". Porém, outra pesquisa de Van deer Meer et al.**
envidenciou que o tratamento com a EPO, quando iniciado imediatamente ap4s o
infarto, minimizou o tamanho da area infartada. Podemos, entdo, especular que a
utilizacdo precoce da EPO poderia modular as vias de sinalizacdo de uma

cascata de agressdo muito mais inicial, seja ela interferindo na necrose, apoptose,
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inflamac&o ou estresse oxidativo nessa fase super aguda. Outros estudos que
evidenciaram uma reducdo da area infartada, com a utilizacdo da EPO, foram
modelos de isquemia/reperfusdo com injecdo intramiocardica, diferente do modelo
e da via de administracdo utilizados nesta pesquisa. Todavia, esses estudos
puderam confirmar que de alguma forma a EPO, de fato, pode interferir na perda
de cardiomi6citos®® . J&, uma metanélise que incluiu 1564 pacientes ap6s 1AM,
ndo mostrou essa acao da EPO na atenuacdo do tamanho da area de infarto
medida pela ressonancia magnética®®. Esses dados sdo mais coerentes com

nossos achados neste estudo experimental.

Entretanto, pudemos observar uma importante atenuacéo da deposi¢ao de
colageno no intersticio do VE, sendo que o grupo tratato com EPO teve menos da
metade da FVCI, quando comparado com o grupo ndo tratado. O mesmo pode
ser observado no VD com uma reducao importante da fibrose nessa area. Vale
lembrar, que tanto no VE como no VD, esta analise foi feita na area remota ao
infarto, portanto, apesar de néo ter sido capaz de minimizar a agressdo na area
agredida, a EPO foi de fundamental importancia na atenuacédo do remodelamento

da area remota. Esses achados assemelham-se aos de Li et al.*

, que entretanto,
iniciaram a utilizacdo da EPO numa fase mais avancada da miocardiopatia, ou
seja, 6 semanas apos a inducdo do IAM, quando os animais ja apresentavam
sinais de insuficiéncia cardiaca (IC). Talvez, pela intensidade do estimulo local,
pela isquemia com a hipdxia celular severa e intensa necrose na area infartada,
isso tenha limitado a agdo da EPO no sentido de conter o aumento da leséo.
Neste modelo, outro mecanismo descrito como possivel protetor da isquemia,

seria a neovascularizacdo o que, entretanto, ndo ficou demonstrado em nosso

estudo, quando observamos uma ndo acdo da EPO no estimulo ao VEGF no
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miocardio. Por outro lado, a complexa rede de sinalizacdo que se propaga pelo
sincicio intersticial e célula a célula até a area remota, foi modulada de alguma
forma pela EPO atenuando, assim, a deposi¢cdo desorganizada do colageno no

compartimento intersticial.

Reavaliando os dados de Van deer Meer et al.%*

gue mostraram maior
protecdo do miocardio com o tratamento mais precoce, e considerando os dados
da literatura que evidenciam acéao da EPO, na cascata de inflamacao, desde a via
do NFkB e Stat 5, poderiamos imaginar que essa protecao inicial, além da
protecdo tardia na area remota, estaria relacionada a resposta inflamatoria inata
de defesa na fase aguda e a uma resposta de sinalizacdo de citocinas e
quimiocinas, além do infiltrado de células inflamatérias na éarea remota ao
infarto®*. Nosso estudo ndo confirmou, na fase crénica, uma modulacdo da EPO
na cascata inflamatéria, pelo menos nas citocinas estudadas (TGF-B1, TNF-a e
CCr-5). J4, o estudo de Li et al.** mostraram significativa reducdo dessas mesmas
citocinas. Entretanto, como ja comentado anteriormente, esse trabalho iniciou o
tratamento apos 6 semanas do IAM, portanto esses animais, ja apresentavam
qguadro de insuficiéncia cardiaca. Sabemos que esse modelo é bastante utilizado
nos estudos de IC, que por si s6 eleva as citocinas inflamatérias. Dessa forma, a
reducdo encontrada por estes pesquisadores, talvez esteja relacionada a reducéo
das citocinas muito aumentadas pela IC, e ndo pela injaria miocardica per se.
Outra possivel explicacdo para encontrarmos essa diferenca entre os estudos,
reside na metodologia. Analisamos por RT-PCR a express&o génica e Li et al.®*

guantificaram a proteina. Portanto, a EPO poderia ser modulador em alguma fase

da traducdo do mRNA para proteina. De qualquer maneira, no presente estudo,
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com o modelo utilizado, a via inflamatéria estudada ndo parece ter sido uma

moduladora da protecdo da deposicao de colageno na area remota do IAM.

A interacdo direta dos mediadores inflamatérios e do estresse oxidativo e,
mais especificamente, a liberacdo das ROS, ja € bem definida na literatura.
Sabemos, também, o quanto lesivo para a célula miocardica o acumulo e a
permanéncia dessas moléculas podem ser. Ja discutimos, anteriormente que, em
nosso estudo, a EPO néo regulou a expresséao de citocinas inflamatérias, as quais
estavam significativamente aumentadas nos grupos infartados tratados ou nao.
Contudo, sabemos que ndo s6 a inflamacdo pode modular o estresse oxidativo,
varias sdo as vias pelas quais esse sistema pode estar ativado. A EPO,
independentemente da inflamacéo, pode regular a expressdo da eNos e inibir a
NADPHoxidase e, portanto, interferir no estresse oxidativo o0 que

consequentemente, diminuiria a lesdo celular por esse sistema®® 3.

Burger
et al.*°, em um estudo de cultura de cardiomidcitos, mostraram aumento da eNOS
pela EPO, promovendo uma protecdo da perda celular por apoptose, devido ao
aumento do NO. Em nosso estudo in vivo, optamos por analisar outras vias do
estresse oxidativo, uma antioxidante que é a glutationa®” e o ADMA, um
antagonista da NOS®® . Avaliando essas vias ndo conseguimos uma acdo da
EPO, no que diz respeito ao estresse oxidativo na fase estudada. E possivel que,
por termos estudado o que se considera uma fase cronica, neste modelo
experimental, esse controle ndo tenha sido eficaz. Podemos especular que talvez

a protecdo que Van deer Meer et al.®*

encontraram, com o tratamento precoce,
pudesse ter tido alguma acdo nessa via. Se considerarmos a complexa interagao
entre inflamagdo e estresse oxidativo, nosso estudo apresentou resultados

coerentes, em que a EPO nao interferiu na via inflamatéria nem no estresse
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oxidativo. Mais ainda: a interacdo da inflamacdo e do estresse oxidativo como
agentes promotores da perda celular por apoptose € vastamente estudada na
literatura®®. Esta perda de cardiomidcitos, gerada pelo estimulo & apoptose, pode
ser responsavel por uma reposicéo por fibrose reparativa no miocardio®. Burger

et al.**

também mostraram, no seu estudo em cultura de célula, um efeito protetor
da EPO em relacdo a apoptose interrelacionando, mais ainda, este mecanismo de
morte celular com o estresse oxidativo. Nosso estudo in vivo n&o reproduziu
esses resultados in vitro, pois a EPO n&o conseguiu prevenir a apoptose causada
pela injdria isquémica na area infartada e nem na &rea remota. Mais uma vez,
este fato pode ter ocorrido, pelo inicio do tratamento 24 horas ap6s o IAM, fase
em que é mais predominante a morte celular por essa via®. Entretanto, de novo,
as vias sinalizadoras e efetoras comportam-se de maneira coerente onde ocorre

um aumento da inflamacéo, do estresse oxidativo e da apoptose nos grupos

infartados, mas nenhuma dessas variaveis foram atenuadas pela EPO.

Independentemente de néo ficarem muito claras as vias exatas pelas quais
a EPO atuou, na protecdo miocérdica, ela consistentemente reduziu a fibrose
miocardica. Todavia, apesar desta protecdo, a area remota da injaria isquémica,
com uma significativa reducdo da desorganizacdo do intersticio miocardico, a
EPO néo protegeu o coragao dos animais estudados, quanto ao remodelamento
geométrico (DDVE) e, menos ainda, no remodelamento funcional avaliado pela
fracdo de encurtamento. Neste cenario, este estudo experimental foi reproduzido
nos estudos clinicos em que a funcao ventricular ndo foi protegida pela EPO* "L,
A explicacéo, dada anteriormente por Ahmet et al.”>, da acdo trombogénica e do

aumento da eritropoiese, poderia minimizar o efeito protetor na funcéo ventricular.

Também, é possivel que apesar de atenuar a fibrose intersticial, os niveis de
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ativacdo da cascata inflamatéria e do estresse oxidativo, ndo atenuados pela
EPO, possam ter uma acdo molecular nos midcitos remanescentes, reduzindo o
seu desempenho contrétil, sendo bem definido tal efeito nocivo das citocinas e do

estresse oxidativo, na funcéo contratil celular™.

Ficou clara, portanto, a acgao protetora da EPO no remodelamento
estrutural do coragdo, sem, porém, um esclarecimento maior das vias por onde
isto ocorreu nem a falha na protecéo da disfuncdo ventricular. E possivel que, se
analisando outras vias inflamatérias e se avaliando tempos diferentes de
tratamento e de ativacdo das vias sinalizadoras, poderemos esclarecer melhor
essa complexa cadeia de eventos. Novos estudos sugerem uma modificagdo da
estrutura da EPO, retirando seu efeito eritropoiético e, assim, portanto, com base
nas especulagbes de Ahmet, teriamos uma maior prote¢cdo funcional do

coracdo’™ 2. Logo, essa linha de investigacdo deve ser explorada.



6. CONCLUSOES
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Neste modelo de infarto agudo no miocardio em ratos:

1. a EPO atenuou a fibrose miocéardica intersticial na area remota ao

infarto;

2. apesar da significativa atenuacdo da fibrose miocérdica isso ndo se
refletiu na reducdo da dilatacdo do VE, na perda da funcédo sistdlica

nem na sobrecarga do coragao dos animais tratados com EPO;

3. na fase crbnica do infarto, avaliada neste estudo, a EPO ndao modulou

a via de estresse oxidativo, a via inflamatéria, nem a apoptose.
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