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RESUMO

Disfuncdes cardiacas sdo uma das mais importantes causas de mortalidade na sepse
e estdo associadas a desregulacdo do sistema imune e diminuicdo da perfusdo
miocardica. Mostramos em estudos anteriores que, em diversos modelos
experimentais, o metotrexato (MTX) associado a nanoparticulas lipidicas (LDE) é
capaz de modular a resposta imune e estimular a angiogénese no miocardio. Com
isso, 0 objetivo do presente estudo foi investigar os efeitos do LDEMTX sobre a
disfuncéo cardiaca em ratos com endotoxemia. Vinte ratos Wistar foram induzidos a
endotoxemia por inje¢Bes intraperitoneais de lipopolissacarideos (LPS, 10mg/kg,
duas doses com intervalo de 24 horas) e alocados em trés grupos: LPS-LDEMTX,
injetado i.p. com 1mg/kg de MTX associado a LDE; LPS-MTX, injetado com 1mg/kg
da versédo comercial MTX; LPS-LDE, injetado apenas com LDE. Um grupo de cinco
animais controle (CT) sem endotoxemia também foi estudado. A analise
ecocardiografica foi realizada 48 horas apds a primeira dose de LPS. Os animais
foram eutanasiados para analise morfométrica e da expressao génica e proteica de
marcadores do ventriculo esquerdo (VE). Os animais LPS-LDE desenvolveram
disfuncéo diastdlica, a qual foi prevenida tanto no grupo LPS-LDEMTX quanto LPS-
MTX. Apenas o grupo LPS-LDEMTX desenvolveu hipertrofia compensatoria do VE.
Em LPS-LDEMTX, a hipoxia celular foi acentuadamente menor e o0 processo
angiogénico maior que em LPS-MTX e LPS-LDE, representados pela expressao de
fator induzivel por hipdxia 1a, fator de crescimento vascular endotelial e angiopoietina
1/2, respectivamente. A biodisponibilidade de adenosina intracelular aumentou no
grupo LPS-LDEMTX, o qual apresentou maior expressao de receptores de adenosina.
Apenas o grupo LPS-MTX apresentou toxicidade hepética. O tratamento com
LDEMTX e com MTX comercial preveniram a disfuncdo diastdlica na endotoxemia,
mas apenas LDEMTX foi capaz de modular outros parametros benéficos e prevenir
toxicidades, sendo um candidato a futuros estudos clinicos para a terapéutica da

sepse.

Palavras-chave: Endotoxemia, nanoparticula lipidica, angiogénese, hipoxia celular,

disfuncéo cardiaca.



ABSTRACT

Cardiac dysfunction is a major cause of death in sepsis and is associated with
dysregulation of the immune system and decreased myocardial perfusion. Previously,
we showed in several experimental models that methotrexate (MTX) carried in lipid
core nanoparticles (LDE) can modulate the immune response and increase
myocardial angiogenesis. The aim was to test the effects of LDEMTX in rats with
endotoxemia. Twenty Wistar rats were induced endotoxemia by I.P. injection of
lipopolysaccharide (LPS, 10mg/kg twice in 24h interval) and allocated to 3 groups:
LPS-LDEMTX, injected I.P. with 1mg/kg MTX associated with LDE; LPS- MTX injected
with conventional 1mg/kg MTX; LPS-LDE, injected with LDE only. A five-rat control

group (CT) without endotoxemia was also studied. Echocardiography was performed
48h after endotoxemia induction. Then, animals were euthanized for analysis of
morphometry and gene and protein expression of the left ventricle (LV). LPS-LDE
developed LV diastolic dysfunction that was prevented in both LPS- LDEMTX and
LPS-MTX groups. LPS-LDEMTX, but not LPS-MTX, developed compensatory LV
hypertrophy. In LPS-LDEMTX cellular hypoxia was markedly lower and angiogenesis
was higher than in LPS-MTX and LPS-LDE, indicated by expression of hypoxia-
inducible factor 1la, vascular endothelial growth factor and angiopoietin 1/2,
respectively. Intracellular adenosine bioavailability was increased in LPS-
LDEMTX group that showed higher expression of adenosine receptors. LPS- MTX but
not LPS-LDEMTX showed hepatic toxicity. In conclusion, both LDEMTX and
conventional MTX prevented diastolic dysfunction in endotoxemia, but LDEMTX was
also capable of improving several other parameters and had no toxicity and is a

candidate for future clinical studies on sepsis therapeutics.

Key words: Endotoxemia, lipid nanoparticle, angiogenesis, cellular hypoxia, cardiac

dysfunction.
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1. INTRODUCAO

1.1 Definicdo e epidemiologia da sepse

A sepse é definida como disfuncéo de 6rgdos, em resposta a uma infeccéo, que
compromete a sobrevivéncia dos individuos acometidos. A doencga é caracterizada
pelo desequilibrio na resposta imune, com ativacao e alteracdes atipicas de células,
resultando na secrecdo exacerbada de mediadores responsaveis por desencadear o

dano tecidual (Singer et al, 2016).

O primeiro consenso para definicdo da sepse limitava a sepse a sindrome da
resposta inflamatoria sistémica (SIRS) combinada a uma infeccdo, excluindo
quaisquer graus de disfuncéo de 6rgéos, os quais eram englobados pela definicdo de
sepse grave. A evolucédo da sepse grave era descrita como choque séptico, um estado
em que a sepse resultava em hipotensdo persistente, apesar da fluidoterapia
adequada (Bone et al, 1992). Quase dez anos depois, tornou-se necessario realizar
um segundo consenso, que nédo alterou as definicdes, mas ampliou a lista de sintomas
e critérios para a identificacdo clinica da sepse (Levy et al, 2003). As limitac6es do
uso dos critérios do consenso Sepse-2 ainda eram evidentes na pratica clinica,
porém, uma revisao destes critérios soO veio a ser realizada em 2016. Em Sepsis-3, a
definicao de sepse foi reavaliada para uma disfuncao de 6rgéos causada por infec¢éao
e incluindo o SOFA score (Sequential Organ Failure Assessment) para determinar o
grau dessa disfuncao e buscar aprimorar, nao so a definicdo da doenca, mas também
0 manejo do paciente séptico na clinica. Além disso, o consenso eliminou a definicdo

de sepse grave e categorizou o choque séptico como um estagio secundario a sepse,
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no qual observamos um comprometimento celular, circulatério e metabdlico téo
profundo que é necessaria a intervencdo com vasopressores para manutencado da
pressao arterial igual ou maior a 65mmHg e os niveis de lactato abaixo de 2mmol/L
(Singer et al, 2016). A comparacao dos principais topicos de cada consenso pode ser

observada na Tabela 1.
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Tabela 1 — Diferencas nas definicdes de sepse entre os consensos Sepse-1 (1991),
2 (2001) e 3 (2016).

Sepse

Sepse grave

Chogue séptico

Sepsis-1,
1991

Sepsis-2,
2001

Sepsis-3,
2016

Sindrome da resposta
inflamatoria sistémica
(SIRS) + infeccao

Definicdo néao foi
alterada, apenas
foram acrescentados
sintomas e sinais para

identificacdo da sepse

Disfuncéo de 6rgaos
que compromete a
sobrevivéncia, em

resposta a uma

infeccao

Sepse + evidéncias
de disfuncéo de

orgaos

Definicdo néo foi

alterada

Eliminada

Sepse + hipotenséo
persistente apés

ressuscitacao de fluidos

Definicdo né&o foi alterada

Consequéncia da sepse +
hipotenséo persistente
que requer vasopressores
para manter
PAM>65mmHg e lactato

sérico >2mmol/L

Em uma analise dos dados do Global Burden of Disease de 2017, foram

reportados 11 milhdes de casos de sepse, responsaveis por quase 20% das causas

de mortalidade global (Rudd et al, 2020; Global Burden of Disease, 2017). Apesar da

melhora na identificacdo e manejo do paciente critico, a taxa de mortalidade

permanece preocupante e atinge aproximadamente 50% daqueles que apresentam

disfuncédo ou choque séptico (Gauer et al, 2020; Evans et al, 2018). A longo prazo, o

prognostico da sepse € frequentemente desfavoravel, com 30% dos sobreviventes
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desenvolvendo disfunc¢des e danos cognitivos (Thompson et al, 2019). Apesar de ser
uma sindrome que afeta individuos a nivel global, ha diferencas relevantes na
sobrecarga da sepse entre paises desenvolvidos e subdesenvolvidos. Os paises
subdesenvolvidos, além de enfrentarem maiores indices de doencgas infecciosas,
lidam com padrdes de comorbidades muito variaveis e com recursos limitados para
prevencao e tratamento (Cheng et al, 2008; Lewis et al, 2019; Baelani et al, 2011).
Ainda nestes paises, o uso do SOFA é raro para a realidade da emergéncia, o que
leva a identificacdo tardia da doenca, problema ja recorrente nestes paises (Machado
et al, 2016). Em estudo observacional, com analise do banco de dados brasileiros
realizada para o periodo de 2010 a 2019, mostrou-se que o numero de mortes
registradas por sepse atingiu 463 mil e que ha predominancia de mortalidade nos
pacientes acima de 60 anos. Os casos de sepse atingiram quase 1.100.000 individuos
e, durante todo o periodo avaliado, ndo houve declinio das taxas de mortalidade

(Almeida et al, 2022).

De acordo com o Instituto Latino-Americano de Sepse, o Brasil tem uma das
maiores taxas mundiais de mortalidade por sepse, atingindo 46%. E importante
destacar que o sistema hospitalar brasileiro ainda enfrenta dificuldades em realizar o
diagnéstico precoce do paciente critico, como reportado em um estudo observacional,
gue relata que os pacientes de hospitais da rede publica brasileira apresentaram
maior namero de 6rgaos em disfuncao e menor probabilidade de diagnéstico precoce,
além de 52,4% de mortalidade em comparacao aos 41,6% das instituicdes privadas
(Conde et al, 2013). Esse € apenas um dos indicativos de que o 6nus da sepse € uma

guestao relevante da politica de saude publica no Brasil (ILAS, 2020).
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1.2 Fisiopatologia

A sepse pode ser desencadeada por diferentes agentes infecciosos sendo que,
na maioria dos casos, prevalecem as infeccdes causadas por bactérias Gram-
negativas, as quais se difundem intermitentemente na corrente sanguinea do
hospedeiro e podem causar infec¢des secundarias (Holmes et al, 2021; Vincent et al,
2018). Endotoxinas da membrana extracelular dessas bactérias Gram-negativas, 0s
lipopolissacarideos (LPS) sao responsaveis pelas interacbes entre bactéria e
hospedeiro, sendo essenciais para o desenvolvimento dos danos hemodinamicos,
hematoldgicos e metabdlicos causados pela infeccdo. Em sua estrutura, LPS
apresenta um nucleo de oligossacarideos, uma cadeia lateral oxigenada e uma regido
lipidica A, através da qual o patdgeno é reconhecido (Garcia-Vello et al, 2021).

O LPS é um componente do padrao classico de reconhecimento de patégenos,
identificado por receptores especificos que ativam a sinalizacao da resposta imune e
inflamatoéria do hospedeiro. Em geral, células capazes de identificar a presenca de
LPS no sangue, tém seus receptores ativados por concentracdes muito baixas e,
portanto, altos niveis de LPS sao capazes de desencadear respostas exacerbadas e
desreguladas no organismo (Yamamoto et al, 2011). Esses receptores, chamados
toll-like (TLR), s&o glicoproteinas transmembranas que reconhecem esses padrdes e
ativam mecanismos de sinalizacao, que iniciam diversas respostas sistémicas (Figura

1) (Drosatos et al, 2015).
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Bactéria Gram-negativa

Cadeia-O

Nucleo

)

Lipide A

’ LPS

s O R

Figura 1 — Modelo simplificado da estrutura dos lipopolissacarideos e sinalizacédo
celular — O LPS é um componente da membrana extracelular das bactérias Gram-
negativas e é reconhecido por receptores TLR. Uma vez reconhecido por estes
receptores, o LPS sinaliza mecanismos celulares que resultam na translocagao do
NF-kB para o nucleo, ativando a secrecao de citocinas pré-inflamatérias que dao

inicio a outros mecanismos envolvidos na endotoxemia. Criado em Biorender.com.
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O desenvolvimento da endotoxemia esta envolvido na patogénese de diversas
doencas de carater inflamatorio, como cardiovasculares, obesidade e diabetes
(Pussinen et al, 2022). A endotoxemia € caracterizada pela alta complexidade dos
mecanismos associados ao seu desenvolvimento, 0s quais atuam de maneira
sistémica e sua compreensao exige um olhar para os micro e macro ambientes
envolvidos, desde sinalizacdes celulares até disfuncdes teciduais e de 6rgaos. Dentre
os efeitos sistémicos da endotoxemia, as respostas inflamatérias séo frequentemente
estudadas, visto que podem ter efeitos duais no organismo. Inicialmente, a inflamacéao
auxilia na identificacé@o e eliminacdo do patdégeno, mas no contexto da endotoxemia,
o desequilibrio prolongado da resposta imune e inflamatéria pode resultar em danos
teciduais, os quais podem ou nao ser reversiveis (Pena et al, 2014; Hotchkiss et al,

2013).

O inicio da endotoxemia se da quando o sistema imune é ativado pelo
reconhecimento do LPS pelos receptores TLR (Figura 1) (Rivera et al, 2016; Boyd et
al, 2014). A partir desta ligacdo € iniciada uma cascata de sinalizacdo, que ativa o
fator nuclear kappa B (NF-kB), responsavel pela regulacdo da expressao de diversos
mediadores pro-inflamatorios como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interleucinas (IL) pré-inflamatdérias (IL-1B e IL-6). Estas citocinas, juntamente com NF-
kB, constituem um mecanismo de feedback, no qual contribuem para a ativacdo de
NF-kB que induz novamente a expresséao das citocinas. Além disso, estas citocinas
sdo responsaveis pela ativacdo de mecanismos de proliferacdo e migracao celular,
expressdo de moléculas de adesdo pelas células endoteliais, ativacdo de vias de

coagulacao e de células imunes para a fagocitose de LPS (Kumar et al, 2000; 2001).
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ORGAOS IMUNOSSUPRESSAO
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Figura 2 — Efeitos sistémicos da endotoxemia — Apés a sinalizacao inicial do LPS a
nivel celular, sdo ativadas respostas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias. O
desenvolvimento de ambas as respostas a nivel celular desencadeia respostas
teciduais que evoluem para respostas sistémicas. No perfil pré-inflamatério, o
aumento das citocinas pro-inflamatérias e da producdo de NO e ROS estimulam
danos celulares e respostas endoteliais, como 0 aumento da expressao de moléculas
de adeséo, da coagulacdo e alteragcdes microcirculatorias, com consequente dano
tecidual. Em conjunto, esses mecanismos ativados levam a disfuncéo de érgéos e ao
aumento da mortalidade precoce na endotoxemia ou sepse. JA a resposta anti-
inflamatéria desencadeia mecanismos que, apesar de reduzirem citotoxicidade,
ativarem a polarizacdo de macréfagos de fenotipo M2 e o reparo tecidual através do
aumento de citocinas anti-inflamatorias, levam a um estado de imunossupresséao, o
gual aumenta a suscetibilidade do organismo a infeccées secundarias. Criado com
Biorender.com.

Uma vez que a inflamacéo sistémica se instala, o organismo se encaminha para
um estado de imunossupressao, caracterizado pela paralisagéo do sistema imune em

resposta a “tempestade” de citocinas anti e pré-inflamatorias. A partir desse estado,
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a perfusao tecidual e a microcirculagédo sao prejudicadas, com reducao do volume
intravascular e desenvolvimento da disfuncéo de érgéaos vitais (Figura 2) (Van der Poll

et al, 2021; Chousterman et al, 2017).

1.3 Disfuncao cardiaca associada a endotoxemia

Dentre as consequéncias do desenvolvimento da endotoxemia e da sepse,
distrbios no fluxo sanguineo que alteram a hemodindmica e a integridade da
microcirculacédo séo frequentes (Collet et al, 2019). Quanto maior o dano causado a
microcirculagdo, pior o progndéstico, visto que essa disfuncdo pode resultar em
aumento de hipoOxia, alteracdes mitocondriais e morte celular, estando diretamente
relacionada ao aumento do risco de morte em pacientes endotoxémicos (Bezemer et
al, 2012). E essencial destacar que pacientes que desenvolvem disfuncio
cardiovascular devido a sepse enfrentam taxas de mortalidade de 70 a 90% em
comparacdo a 20% de taxa dos pacientes que ndo desenvolvem danos

cardiovasculares (Kakihana et al, 2016; Parrillo et al, 1990).

A disfungéo cardiaca associada a endotoxemia € um mecanismo ja elucidado
em modelos experimentais e estudos clinicos, sendo uma das mais relevantes
complicacdes desta sindrome (Rudiger & Singer, 2007; Sturgess et al, 2010; Pulido
et al, 2012; Vieillard-Baron 2008). Alguns estudos experimentais mostraram que a
ocorréncia da depressédo miocardica esta geralmente associada a estagios iniciais do
insulto infeccioso, tendo relagdo direta com o prognéstico dos animais (Rudiger &
Singer, 2013). Em modelo de sepse com camundongos, foi comprovada a relacéo da

melhora da fungéo cardiaca com o aumento da taxa de sobrevivéncia (Li et al, 2012).
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Em 1984, Parker mostrou que pacientes sobreviventes da sepse apresentaram
diminuicdo da fracdo de ejecdo e aumento no volume diastdlico final, enquanto os
nao-sobreviventes apresentavam fracdo de ejecdo e volume diastdlico normais.
Essas alteragbes observadas nos individuos sobreviventes foram consideradas
adaptativas e reversiveis, como observado no periodo entre 7° e 10° dias apds o
choque séptico. Apesar do impacto desta descoberta para o entendimento do
desenvolvimento da depressdo miocardica na sepse, outros estudos néo
reproduziram estes resultados. Em analise de 67 pacientes sépticos por um periodo
de 3 anos, a taxa de disfuncdo do ventriculo esquerdo (VE) nos pacientes atingiu
60%. Apesar de validar as descobertas de Parker com relacdo a prevaléncia da
disfuncdo em pacientes criticos, este estudo mostrou que nao houve diferenca na
fracdo de ejecao inicial entre sobreviventes e ndo-sobreviventes (Vieillard-Baron et al,
2008). Da mesma forma, em outro estudo com 45 pacientes, houve incidéncia de
disfuncdo cardiaca nos pacientes internados, sem diferenca na fracao de ejecao em
relacdo ao status de sobrevivéncia. Ainda, esse estudo associou a prevaléncia de
disfuncdo com a presenca de marcadores de disfuncéo endotelial (Furian et al, 2012).
Em mais duas meta-analises, ndo houve validacéo da forca da fracdo de ejecdo como

preditor de mortalidade na sepse (Huang et al, 2013; Sevilla et al, 2014).

Ao longo dos anos, diversos mecanismos foram estudados por sua possivel
associacdo a disfuncdo cardiaca associada a endotoxemia, como o inflamatorio,
apoptotico e o metabdlico. Sabemos que, inicialmente, o dano tecidual resulta em
alteracdes oxidativas e hipovolemia, levando a pressdo arterial desregulada e,
consequentemente, a um aumento do débito cardiaco. Sendo assim, ha um
comprometimento da autorregulacdo do fluxo coronariano, podendo desenvolver

isquemia miocéardica com consequente reducdo de contratilidade e relaxamento
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(Hollenberg & Singer, 2021; Romero et al, 2011). Em estudo experimental, ratos
sépticos apresentaram queda da pressdo de perfusdo coronariana na regido
subendocérdica do VE imediatamente ap0s a injecao do LPS. Essa hipoperfuséo foi
determinante para o desenvolvimento da fibrose miocardica e da disfuncéo ventricular
esquerda dos animais. Além disso, foi constatado um intenso processo de morte
celular e inflamacéo, ativacdo de metaloproteinases (MMP), aumento de estresse
oxidativo e de hipertrofia cardiaca associado a doenca (Guido et al, 2012). Também,
Soriano e colaboradores mostraram que quanto menor o fluxo coronariano, maior a
hipoperfusdo do VE e, consequentemente, maior a porcentagem de mortalidade em
pacientes em choque sépticos internados em UTI (Soriano et al, 2014). Além do fluxo
coronariano, € possivel associar citocinas e outros mediadores inflamatérios a
depressdo miocardica resultante da endotoxemia. A infec¢éo acarreta uma resposta
imune através da secrecdo de citocinas, que afetam diretamente o tecido cardiaco
com alteracdes endoteliais e vasculares. TNF-a, IL-183, IL-6 e 6xido nitrico (NO) estdo

entre os principais envolvidos nessas alteracdes (Peng et al, 2003; Zhao et al, 2006).

Em maioria, os pacientes acometidos por endotoxemias que desenvolvem
disfuncdo cardiaca, apresentam comprometimentos a longo prazo e, como
mencionado, sabemos que essa disfuncdo é desencadeada pela combinacdo de
fatores imunolégicos, micro circulatérios, de coagulacdo, endoteliais e oxidativos
(Pulido et al, 2012). No entanto, os efeitos das alteracdes cardiacas, assim como de
outros 6rgdos acometidos pela sepse, ainda sdo pouco abordados por estudos
experimentais e clinicos (Shih et al, 2017). Com isso, torna-se essencial abordar as
implicacbes da disfuncdo cardiaca pos-sepse, compreendendo oS mecanismos

envolvidos para desenvolver terapéuticas direcionadas.
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1.4 Tratamentos

1.4.1 Manejo da sepse

Atualmente, 0 manejo do paciente critico e o tratamento das alteracdes
sistémicas associadas a sepse baseiam-se em restabelecer a estabilidade
hemodinamica do individuo e controlar a infec¢éo (Surviving Sepsis Campaing 2021;
Global Burden Disease, 2017; Gauer et al, 2020). Por ser uma sindrome, faz-se
necessaria a abordagem terapéutica multimodal, o que requer uma avaliacao rigorosa
dos pacientes de maneira precoce (Pant et al, 2021). Baseado nas recomendac¢des
com fortes evidéncias cientificas do Surviving Sepsis Campaign, a primeira medida
de tratamento seria 0 uso da norepinefrina como agente de primeira linha para
restabelecer a presséo arterial. Por fim, como terapias adicionais, o0 estudo sugere o
uso de insulina para controle glicémico em casos acima de 180mg/dL, o uso de
heparina de baixo peso molecular para a profilaxia de tromboembolismo venoso e,
em casos especificos de choque cardiogénico, o uso da dobutamina ou da epinefrina
para aumentar a contratilidade cardiaca. Apesar de ainda haver evidéncias precarias
relacionadas ao uso desses agentes inotrOpicos na sepse, na pratica clinica séo
utilizados apés a administracéo inicial da norepinefrina e antes do vasodilatador,
garantindo sequencialmente o controle de pressdao arterial, o estimulo da

contratilidade cardiaca e a reducao de pds-carga com seguranca (Evans et al, 2021).

Os antibidticos, tratamentos padrdo para a endotoxemia, enfrentam uma
barreira importante em sua acado, considerando que aproximadamente 80% das
mortes estdo relacionadas a resisténcia da infeccdo por baixa efetividade do
tratamento (Schrag et al, 2013). A administracdo de antibidticos € recomendada no

momento inicial do desenvolvimento da doenca, preferencialmente dentro de 1 hora
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da identificacdo, deixando uma janela estreita para a realidade da emergéncia, que
geralmente recebe estes pacientes em um momento tardio da doenca ou ja em
choque séptico (Levy et al, 2015; Coz et al, 2017). Além disso, a a¢cdo potente dessa
classe de farmacos desencadeia respostas celulares que podem ser onerosas

guando somadas as ativadas no organismo infectado (Popescu et al, 2020).

Apesar de diversos estudos clinicos randomizados terem avaliado a eficacia e
seguranca do uso de corticosteréides na sepse, ainda ndo ha fortes evidéncias para
seu uso pela controvérsia dos resultados destes estudos. Em uma meta-analise, 50
estudos clinicos foram incluidos e n&o foi observado efeito benéfico dos
corticosterdides sobre a mortalidade precoce ou tardia (Liang et al, 2021). No entanto,
o estudo descreve discreta reducdo de mortalidade em internados na unidade de
terapia intensiva, reducéo do periodo de utilizacdo de vasopressores e reversao do
choque entre 7 e 28 dias. Com relacdo a mecanismos envolvidos no choque séptico,
os corticosterdides podem ter efeitos benéficos através da reducdo da formacéo de
oxido nitrico sintase induzida (iNOS), o que reverteria a resisténcia a catecolaminas,

comum no choque (Vincent et al, 2000).

Com relacédo a inflamacdo e outros mecanismos modulados pela cascata de
citocinas ativada em resposta a infeccdo, o uso de antiinflamatérios e
imunomoduladores passou a ser considerado (Hunt et al, 2019). Estudos mostram
gue a administracdo de imunoterapias € capaz de reduzir a mortalidade na sepse
(Hotchkiss et al, 2015; Venet et al, 2018). Dentre os agentes terapéuticos estudados
estao os inibidores ou moduladores de TNF-a, que em alguns estudos apresentaram
resultados benéficos com relacdo a mortalidade, mas com limitacdes em pacientes

com perfis inflamatorios especificos (Panaceck et al, 2004). Em oposicdo, outros
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estudos falharam em reproduzir os beneficios da imunomodulagcédo de TNF-a sobre a
mortalidade (Abraham et al, 2001). A falta de especificidade celular e da
biodisponibilidade de alguns desses agentes abriu espaco para o desenvolvimento

de novas abordagens para viabilizar seu uso.

1.4.2 LDE

O drug targeting, que é a concentracdo do farmaco em seu sitio de agéo, € uma
opcao mais adequada para o0 uso de agentes terapéuticos, sendo capaz de aumentar
a captacao do farmaco por tecidos altamente proliferativos ou inflamatérios sem que
ela aumente em tecidos normais. Com isso, a terapia direcionada garante menor
toxicidade, maior especificidade e ainda reduz os custos do tratamento (Bulgarelli et

al, 2013).

Em trabalhos desenvolvidos a partir de 1992, Maranhdo e colaboradores
apresentaram, em projeto pioneiro, nanoparticulas lipidicas que mimetizam a
estrutura e composicdo quimica das lipoproteinas de baixa densidade (LDL)
(Maranhéao et al, 1992; 1993; 1994). Essa nanoparticula foi denominada LDE, por
possuir semelhanca estrutural com a LDL nativa e pela apolipoproteina E (apoE) que
adere a essas nanoparticulas. Elas sdo capazes de concentrar-se em células
neoplasicas e, com isso, carrear quimioterapicos especificamente a essas células.
Essa foi a primeira demonstracao de direcionamento de particulas solidas artificiais
para sitios de acdo. As nanoparticulas sdo produzidas sem proteina, porém a
estrutura e composicao lipidica da LDE, de maneira geral, sdo semelhantes as LDL,

0 que permite que, em contato com a corrente circulatoria, adquiram apolipoproteinas
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presentes em lipoproteinas plasmaticas. A apo E é reconhecida por receptores da
LDL e isto permite que a particula seja captada pelas células pelo mesmo processo
de captacdo da LDL, a endocitose mediada pelo receptor da LDL (Maranhao et al

1993; 1997).

Os receptores de LDL encontram-se acentuadamente expressos em células de
carater altamente proliferativo e sob acdo inflamatéria, como as neoplasicas
(Maranhdo et al, 1994; Ho et al, 1978). Esse fendbmeno € decorrente da aceleracao
da mitose destas células que demanda lipides para atender a sintese de novas
membranas exigida pela duplicacdo celular. Isso resulta em captacdo aumentada da
LDL nativa e da LDE por essas células. Os quimioterapicos de acao terapéutica, ao
serem associados a LDE, sdo captados junto com as nanoparticulas apds injecéo na
corrente circulatéria e concentram-se assim em células de tecidos-alvo (Maranhéo et

al, 1994).

Com relacao a alta captacdo destas nanoparticulas, documentou-se a captacéo
da LDE em pacientes com carcinoma de mama e ovario. Esta captacao foi cinco e
dez vezes maior que no tecido normal correspondente, respectivamente (Graziani et
al, 2002; Ades et al, 2001). Em dados baseados em cinética plasmatica, estimou-se
gue a concentracdo da LDE em células de leucemia mielocitica aguda foi de cerca de

50 vezes maior (Maranhéo et al, 1994).

Quanto a estabilidade da particula, ensaios in vitro com linhagens celulares
(Rodrigues et al, 2002; Valduga et al, 2003), estudos de farmacocinética em animais
(Rodrigues et al, 2005) e em pacientes (Maranhao et al, 2002), mostraram que o
farmaco transportado pelas nanoparticulas ndo se dissociou delas na circulagéo,

permanecendo na LDE até a entrada nas células, fator indispenséavel para obtencao



33

do efeito “drug-targeting”. Com isso, garantiu-se a estabilidade das preparagdes LDE-

guimioterapicos.

Estudos experimentais mostraram que este processo de veiculacdo reduziu
drasticamente a toxicidade dos quimioterapicos (Dorlhiac-Llacer et al, 2001), de cinco
a dez vezes em ensaios de determinacdo de doses letais (Valduga et al, 2003;
Rodrigues et al, 2002). Em modelos experimentais, a associacao dos quimioterapicos
com a LDE intensificou a acao terapéutica tumoral dos farmacos (Rodrigues et al,
2005; Lo Prete et al, 2006). Em pacientes oncolégicos, os efeitos do uso de
guimioterapicos em sua versdo comercial podem levar estes pacientes a oObito, além
da acdo destes farmacos ser limitada, principalmente em individuos com neoplasias
malignas avancadas. Os ensaios clinicos nestes pacientes comprovaram a seguranca
do uso destes farmacos em preparacdes com a LDE, mesmo em altas doses,
confirmando a menor ou até a neutralizacdo de seus efeitos toxicos (Maranh&o et al,

2002).

1.4.3 Metotrexato

O metotrexato (MTX) é um agente antiproliferativo e imunossupressor utilizado
no tratamento de diversas doencas por ser um composto da classe dos anti-folatos,
ou seja, um inibidor da diidrofolato redutase. Desta forma, ele interfere na sintese do
timidilato, de nucleotideos (purinas e pirimidinas) e de aminoéacidos (Cronstein et al,
2020). Além disso, o MTX também inibe a atividade da 5-aminoimidazole-4-
carboxamida ribonucleotideo (AICAR) transformilase, promovendo assim o acumulo

de AICAR e consequente aumento de adenosina (Figura 3).
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Figura 3 — Mecanismos de a¢do do metotrexato e receptores de adenosina — O MTX,
além de outros mecanismos, atua como um inibidor de AICAR transformilase, enzima
gue catalisa AICAR em formil-AICAR. Com a inibicdo dessa enzima, 0s niveis de
AICAR aumentam e a degradacdo da adesonina € bloqueada, aumentando os niveis
extracelulares de adenosina. Em consequéncia, hd estimulo dos receptores de
adenosina Al, A2a, A2b e A3 e aumento da biodisponibilidade de adenosina
intracelular. Criado com Biorender.com.



35

A adenosina € uma purina endogena de meia-vida extremamente curta, mas
gue possui funcbes de sinalizacdo extracelular relevantes (Santiago et al, 2020),
principalmente no contexto da sepse (Nemeth et al, 2006; Ledderose et al, 2016;
Merifio et al, 2020) e de nosso estudo. Essa purina atua em diversos sistemas, como
cardiovascular (Headrick et al, 2013), pulmonar (Van Linden et al, 2007), renal
(Truong et al, 2016) e imune (Cekic et al, 2016). Em condi¢des fisioldgicas, os niveis
de adenosina se resumem a baixas concentragfes, porém, em condi¢des de hipoxia,
inflamacédo e estresse, ha um aumento dos niveis dessa molécula, o que confere
protecdo ao dano tecidual. A hipoxia celular € um estimulo potente da liberacao de
adenosina, que ultrapassa membranas para manter os niveis intra e extracelular
equivalentes (Feoktistov et al, 2004). Com relacdo a disfuncéo cardiaca na sepse, a
adenosina tem efeitos cardioprotetores, visto sua acdo vasodilatadora e
antiplaquetéria (Headrick & Lasley, 2009; Cohen & Downey, 2011). Em concordancia
com estes mecanismos, uma analise de estudos observacionais que totalizou 66334
individuos mostrou que o MTX, quando administrado em doses entre 13 e 15 mg, €
capaz de reduzir o risco de doenca cardiovascular em 21%. Ainda, o MTX reduziu o
risco de infarto agudo do miocéardio (IAM) em 18% nos pacientes com inflamacao

sistémica (Micha et al, 2011).

Os receptores de adenosina sdo acoplados a proteina G e podem ser
encontrados em diversos tipos celulares, atuando como um sistema de sensores de
dano tecidual (Fredholm et al, 2011). O dano e a ativacao da inflamacéo estimulam a
sintese e liberacdo de adenosina, a qual é recrutada para suprimir a resposta
imunolégica (Nascimento et al, 2021). O efeito da adenosina é dependente do

desenvolvimento da doenca e da afinidade de cada receptor (Csdka et al, 2018).
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Como o receptor Al tem alta afinidade pela adenosina e esta associado a atividades
pré-inflamatérias, essas atividades predominam em momentos com baixa dose de
adenosina. Quando os niveis plasmaticos de adenosina estdo mais altos, outros
receptores predominam e suas atividades também, funcionando assim como um
feedback negativo ao sistema imune (Hasko et al, 2004). Dentre os mecanismos que
esses receptores modulam, estdo a diminuicAo da secrec¢do de citocinas pro-
inflamatérias, polarizacdo do fendtipo macrofagico de M1 para M2 (Fig. 2) e o
aumento da producéo de fatores angiogénicos, como fator de crescimento endotelial

vascular (VEGF) (Haské & Cronstein, 2013; Poth et al, 2013; Valladares et al, 2008).

Com relagéo a toxicidade do MTX, ela é relativamente baixa quando comparada
a outros agentes antineoplasicos, porém, em altas doses, ainda confere diversos
efeitos colaterais, como a toxicidade hepatica, renal e doencas pulmonares cronicas
(Huenekkens et al, 1994). Atualmente, o MTX é eminentemente utilizado no
tratamento de doencas de carater inflamatério, proliferativo e autoimunes, o que o

torna um agente atraente para o tratamento da sepse.

1.4.4 LDEMTX

Em estudo de Maranh&o e colaboradores (2008), coelhos com aterosclerose
induzida por dieta rica em colesterol foram submetidos a injecdo com LDE marcada
com radioativos, mostrando que as nanoparticulas se concentraram nas lesdes
ateroscleroticas, reproduzindo o que ja havia sido observado em tumores. A LDE
marcada radioativamente foi captada 2 vezes mais nas aortas de coelhos com placas

ateroscleroticas quando comparado as aortas de coelhos alimentados com dieta
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comum. Resultados semelhantes foram obtidos com o tratamento da LDEMTX
(Bulgarelli et al, 2013). O aumento do numero de macréfagos na intima e a
proliferacdo das células musculares lisas foram menores pelo tratamento com
LDEMTX, e esses efeitos foram consequéncia do efeito inibitério dessas drogas sobre
fatores pro-inflamatorios, como a IL-18, IL-6, TNF-a, NF-kB e proteina quimiotatica de
mondocitos (MCP-1) e citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10. A partir destes
achados, estabeleceu-se experimentalmente um novo tratamento para a

aterosclerose.

Outro estudo realizado com coelhos com artrite induzida, mostrou o potencial da
LDEMTX em ndo sé aumentar a captacdo do farmaco em 2,5 vezes mais na regiao
inflamada, como também reduzir os efeitos inflamatorios, como infiltracdo de células
imunes e extravasamento proteico (Mello et al, 2013). Em modelo de transplante,
coelhos que receberam o tratamento com LDEMTX apresentaram reducdo da
estenose coronariana e do recrutamento macrofagico a regiao transplantada, em 20%
e 80%, respectivamente. Houve atenuacdo da necrose celular e redugcdo da
expressao génica de marcadores pré-inflamatérios e de adeséao celular (Fiorelli et al,

2017).

Em estudo com ratos induzidos ao IAM por ligadura da artéria coronaria
descendente  anterior, testamos a preparacdo LDEMTX administrada
intraperitoneamente. Na avaliacéo realizada 6 semanas apos o infarto, verificou-se
gue o tratamento resultou em 40% de melhora da funcéo ventricular, na reducao da
area de infarto e reducéo do infiltrado inflamatério do VE (Maranhéo et al, 2017). A
LDEMTX apresentou acéo pré-angiogénica através da expressdo de VEGF, o que

contribuiu para a reducao da hipoxia celular. Além da ativacdo de mecanismos anti-
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inflamatérios e anti-fibroticos, houve reducdo de morte celular tanto por apoptose
guanto por necrose e dos niveis de estresse oxidativo. Estes mecanismos foram
ativados através da modulacéo dos receptores Al, A2a, A2b e A3 de adenosina pelo
MTX, aumentando a biodisponibilidade de adenosina intracelular e resultando na
melhora da funcdo cardiaca e reducdo do tamanho da regido do infarto nestes

animais.

Recentemente, publicamos o efeito do tratamento com LDEMTX em aneurisma
de aorta de camundongos com sindrome de Marfan. LDEMTX foi capaz de prevenir
a dilatacao e disseccao da aorta ascendente e descendente e do arco aértico destes
animais, enquanto o grupo MTX ndo alterou a dilatacdo e dissec¢do aortica. O
tratamento com o quimioterapico LDEMTX também reduziu o processo inflamatorio,
apoptotico e fibrético. Ao analisar a modulacdo de receptores de adenosina, 0s
animais tratados com LDEMTX tiveram os niveis do receptor A2a aumentados (Guido

et al, 2022).

Em suma, o MTX é um quimioterapico antineoplasico de acao antiproliferativa e
anti-inflamatéria e a nova formulagdo LDEMTX representa uma inovacao radical para
o tratamento da endotoxemia, da sepse e do choque séptico. Os resultados positivos
obtidos em nossos estudos anteriores, projetam acao farmacologica eficiente sobre
os principais fatores geradores da sepse, mostrando a grande eficacia e reduzida
toxicidade destas preparacdes em neoplasias e doengas cardiovasculares. Assim,
tornou-se eminente estudar os efeitos desta preparacdo em modelo experimental de

ratos com disfuncao cardiaca associada a endotoxemia induzida por LPS.
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2. JUSTIFICATIVA

Como vimos, a disfuncdo ventricular associada a endotoxemia é caracterizada
pela modulacdo de mecanismos celulares que, ao serem continuamente ativados,
resultam em desequilibrios sistémicos. O controle desses mecanismos € uma
possivel estratégia terapéutica que tem sido pouco explorada, principalmente pelas
limitacdes no diagndstico precoce e na especificidade do tratamento. Dessa forma, o
uso da LDEMTX, que tem a capacidade de aumentar a eficacia terapéutica e
neutralizar a toxicidade do MTX, pode ser promissor para prevenir as complicacoes

cardiovasculares resultantes da sepse.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo primério

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da LDEMTX sobre a
disfuncdo ventricular esquerda em ratos com endotoxemia induzida por LPS e

investigar os mecanismos modulados pelo tratamento.

3.2 Objetivos Secundarios

a) Andlise da expressdo de marcadores de apoptose, perfil oxidativo,
inflamacdo, MMPs, troponina |, hipertrofia cardiaca e fibrose miocardica, para
compreensao do impacto do tratamento com LDEMTX;

b) Avaliacdo da toxicidade do MTX e da LDEMTX no tratamento de
animais endotoxémicos;

C) Estabelecer bases experimentais para um novo e mais eficiente

tratamento para a endotoxemia,
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Modelo animal

Para a realizacao desse estudo, foram utilizados machos Wistar Kyoto, pesando
entre 230 a 300 gramas, provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com
no maximo 4 animais por gaiola, em ambiente climatizado, com ciclo claro:escuro
12:12h, receberam racdo comercial (Nuvital, Colombo, Brazil) e agua ad libitum. Os
animais permaneceram durante todo o experimento no Biotério da Divisdo
Experimental do InCor-HC-FMUSP, sob responsabilidade da veterinaria Dra Edna
Aparecida Diniz Paulo.

Este estudo foi realizado de acordo com as normas estabelecidas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal e pelo The Universities Federation for Animal
Welfare. O protocolo experimental foi aprovado pela Cappesq-HCFMUSP (n°

1374/2020).

4.2 Desenho experimental

ApOs o periodo de adaptacdo dos animais no biotério, 25 ratos foram
randomizados e alocados em 4 grupos experimentais:
1) LPS-LDEMTX (n=7): animais submetidos a indugédo da endotoxemia

tratados com LDEMTX;
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2) LPS-MTX (n=6): animais submetidos a inducdo da endotoxemia
tratados com MTX em sua formulacdo comercial,

3) LPS-LDE (n=7): animais submetidos a indug&o da endotoxemia tratados
apenas com a LDE;

4) CT (controle, n=5): animais saudaveis que receberam injecdo de
solucéo fisiolégica.

A endotoxemia foi induzida por 2 inje¢des intraperitoneais (i.p.) de LPS na dose
de 10mg/Kg com intervalo de 24 horas entre ambas as injecdes. O tratamento dos
animais foi realizado 1 hora apds a segunda dose de LPS, na dose de 1mg/Kg ip.

24 horas apds a segunda injecdo de LPS, os animais foram submetidos a
ecocardiografia do VE, foi coletado sangue para os ensaios de perfil bioquimico e em
seguida os animais foram submetidos a eutanasia por dose letal de anestésico

tiopental sodico (100mg/Kg i.p.; Cristélia, Itapira, Brasil).

4.3 Sintese do derivado de MTX, preparacdo da LDE e associacdo com

a LDEMTX

MTX em sua formulacdo comercial (Fagron, Rotterdam, Netherlands) foi
submetido a reacdo de derivatizacdo de modo a aumentar seu potencial lipofilico e
melhorar sua associa¢do com a LDE. Para isso, o MTX foi diluido em dimetilsulféxido
e foram adicionados carbonato de césio e brometo de dodecila. Apés 24 horas de
agitacdo em temperatura ambiente, a reacao foi monitorada por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (UHPLC) (Nexera X2 Shimadzu, MO, EUA) para a determinacao da

taxa de conversdo do MTX. Em seguida, adicionou-se agua a reacao e o produto foi
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extraido por cloroférmio. A fase orgéanica foi submetida a sucessivas lavagens com
solucéo saturada de cloreto de sddio e foi seca com sulfato de magnésio. O produto
foi filtrado e concentrado por rota evaporador (Rotavapor R-300, Buchi, Switzerland).
Finalmente, o derivado do MTX foi precipitado em metanol, filtrado e seco em
dissecador a vacuo (Moura et al, 2011).

A LDE foi preparada a partir de uma mistura de lipides constituida por
fosfatidilcolina (Lipoid, Ludwigshafen, Germany), colesterol esterificado (Aesar, MA,
USA), colesterol nao esterificado (Fabrichem, Connecticut, USA) e triglicérides (TG)
(Sasol Germany GmbH, Hamburg, Germany) (Maranhao et al,1993). A emulsificacao
dos lipides, com ou sem o derivado do MTX, foi realizada adicionando-se Tris-HCl em
um homogeneizador de alta pressao Emulsiflex C5 (Avestin Inc., Ottawa, Canada). O
tamanho da particula (50-70nm) foi analisado por espalhamento de luz dindmico a
90° usando o equipamento ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern, Malvern, United
Kingdom). A porcentagem de associacdo do derivado do MTX com a LDE foi
analisada novamente por UHPLC (Nexera X2, Shimadzu, Duisburg, Germany)
utilizando o método isocratico de coluna de silica C18 e acetonitrila (90:10 v/v), a
254nm. As nanoparticulas (apenas LDE e LDEMTX) foram esterilizadas em filtro de
policarbonato 0,22um (Merck Millipore, MA, EUA) em fluxo laminar e armazenada a

4°C em frascos de vidro estéreis.

4.4 Perfil bioquimico

Imediatamente ap0s a eutanasia, amostras de sangue foram coletadas pela veia
cava inferior dos animais para dosagem do perfil hematolégico, lactato, marcadores

de funcéo hepatica e renal e lipides séricos. Sangue e plasma foram enviados para o
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laboratério — LIMO3 (Laboratério de Investigacdo Médica) do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo para os ensaios laboratoriais.

Para analise do perfil hematoldgico e do lactato, as amostras de sangue foram
coletadas em tubo com anticoagulante EDTA. Pelo método automatizado Poch 100iV
Diff Sysmex-Roche (Roche, Basel, Switzerland), analisamos o0s seguintes
parametros: eritrocitos, hematocrito, leucdcitos, neutrofilos, linfécitos, mondcitos e
plaguetas. Quando necessario, foi realizado estudo morfologico de extensdo
sanguinea corada com corante panoptico para confirmacao de resultado.

Para andlise de marcadores de funcédo hepatica e renal e lipides séricos foi
coletado sangue em tubo com anticoagulante heparina. O plasma foi obtido por
centrifugacéo a 3000 rpm por 10 minutos (COBAS c111 - Roche, Basel, Switzerland).
Os seguintes parametros foram analisados pelo método enzimatico colorimétrico
automatizado: aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT),
gama glutamil transferase (GGT), uréia, creatinina, colesterol total, lipoproteina de

alta densidade (HDL-c), colesterol ndo HDL (ndo-HDL-c) e TG.

4.5 Ecocardiografia

A ecocardiografia do VE foi realizada ao final do protocolo experimental, ou seja,
24 horas apos a segunda injecao de LPS e seguiu as recomendac¢des do Comité de
Padronizacdo da Sociedade Americana de Ecocardiografia (Lang et al, 2005).

Os animais foram anestesiados com isofluorano a 2%, foram submetidos a
tricotomia e posicionados em decubito lateral esquerdo. As imagens foram obtidas

usando um sistema Vevo 2100 (Visual Sonics, Toronto, Canada) equipado com uma
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sonda de 40 MHz. A avaliag&o estrutural e funcional do VE foi medida pelo modo-M
com doppler colorido.

Os parametros ecocardiograficos avaliados e calculados foram: diametro
diastodlico (DD) e sistolico (DS); volume diastdlico (Vol D) e sistdlico (Vol S); espessura
do septo interventricular (SIV) e da parede posterior (PP); espessura relativa de
parede (ERP); massa do VE (mVE); fracéo de ejecéo (FE) e de encurtamento (Fen);
Variacdo fracional da area (FAC); Onda E/A; tempo de desaceleragcdo (DT) e de
relaxamento isovolumétrico (TRIV); frequéncia cardiaca (FC), débito cardiaco (DC) e
stroke volume (SV).

Todas as medidas foram analisadas em trés ciclos cardiacos representativos de

cada animal e foram realizadas as cegas pelo pesquisador responsavel.

4.6 Peso relativo do coracao

ApoOs a retirada de sangue, o coracao foi removido, limpo e pesado. O peso

relativo do coracéo foi obtido pela normalizacdo pelo peso corporal final dos animais

(mg/Kg).

4.7 Morfometria

Uma fatia transversal do miocardio na porcdo equatorial dos ventriculos foi

processada em parafina e dela foram obtidos cortes histologicos de 5 um de

espessura.
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Para a avaliacdo da hipertrofia do VE, analisou-se o diametro dos midcitos.
Foram utilizados cortes histolégicos corados com hematoxilina-eosina (HE), sob
aumento de 400x. Foram selecionados apenas miécitos da parede livre do VE com
disposicao longitudinal e nacleos ovalados e centralizados (Guido et al, 2004; 2007).

Para a avaliacdo da fibrose miocéardica foram utilizados cortes histoldégicos
corados com Tricromio de Masson, sob aumento de 200x. A fibrose foi estimada pela
fracdo de volume do colageno (FVC, %), calculada pela raz&o percentual entre a area
de tecido corado positivamente para colageno, em azul, e a area total do miocardio

(Guido et al, 2004; 2007).

4.8 Expressao génica por gRT-PCR

Apés a retirada da fatia equatorial do miocardio, fragmento (~1 mg de tecido) do
apice dos VE foram retirados e conservados em solugdo de RNAlater® (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA). O RNA total foi extraido utilizando-se o reagente TRIzol®
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA), conforme instru¢gdes do fabricante. A integridade
do RNA foi analisada por eletroforese e sua concentracdo determinada por
espectrofotdbmetro através do aparelho NanoDrop 2000 Spectrophotometer (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA). Uma aliquota de RNA foi utilizada para a transcri¢cao
reversa.

Para a reacao de transcricéo reversa do RNA e obtencdo do DNA complementar
(cDNA) adicionou-se o mix de SuperScript® VILO™ (SuperScript® VILO™
MasterMix, Thermo Fisher Scientific, MA, USA) ao RNA que foram homogeneizadas

e incubadas por 10 minutos a 25°C, por 60 minutos a 42°C e, por fim, por 5 minutos
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a 85°C. No final, os cDNAs sintetizados foram diluidos em tamp&o Tris-EDTA e
armazenados a -20°C.

A expressdo génica foi analisada pela técnica de PCR quantitativo em tempo
real (QRT-PCR) e o sistema de emisséo de luz selecionado para o estudo foi o sistema
TagMan (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) (Tabela 2).

As reacOes de amplificacdo foram realizadas no equipamento StepOnePlus
Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Todas as reac¢des foram
realizadas em duplicata e foram consideradas aceitaveis quando apresentaram
desvio padrdo menor que 0,4 ou quando apresentaram diferenca de Ct < 1. Em cada
reacdo utilizou-se o reagente TagMan Gene Expression Master Mix 2x (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA), o reagente TagMan Gene Expression Assays 20x
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA) especifico para cada gene alvo a ser analisado,
e 0 cDNA. As condi¢cBes de termociclagem da reacdo seguiram 0s parametros de
fabrica do aparelho ajustados para um pré-aquecimento a 50°C, denaturacéo a 95°C
por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos de denaturacéo e 60°C
por 1 minuto de anelamento dos primers e extensao.

A quantificagdo da expressédo génica bruta foi calculada através do método Ct
comparativo demonstrado pelo algoritmo 2-ACt descrito por Livak e Schmittgen
(2001). O valor de ACt foi calculado pela diferenca entre o Ct do gene de interesse e
o Ctdo gene normalizador. O gene normalizador utilizado foi o gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (GAPDH).

A expresséo génica no VE de ratos endotoxémicos foram analisadas pelo:

- Processo inflamatério: IL-1p3, IL-6 e IL-10;

- Perfil oxidativo: 6xido nitrico-sintase endotelial (eNOS) e 6xido nitrico-sintase

induzida (iNOS);
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A Tabela 2 descreve as identificacdes das TagMan utilizadas para expressao

génica por gRT-PCR.

Tabela 2. Descricao das identificacbes das TagMan utilizadas para expressao génica

por gRT-PCR.

Gene Identificagdo da TagMan (Assay ID)
eNOS Rn02132634_s1
iINOS Rn00561646_m1
GAPDH Rn01775763_gl
IL-1B RN00580432_m1
IL-6 Rn01410330_m1
IL-10 Rn00563409_m1

eNQOS, 6xido nitrico-sintase endotelial; INOS, 6xido nitrico-sintase induzida; GAPDH,

gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; IL, interleucina.

4.9 Expressao proteica por Western blot

Fragmentos (~1 mg de tecido) dos 4pices dos VE foram colocados em tampao
RIPA com os inibidores de proteases aprotinina, leupeptina e fluoreto-fenil-metil-
sulfonil (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) para homogeneiza¢cdo em Polytron. As
amostras foram agitadas e centrifugadas para a coleta do sobrenadante que contém
as proteinas totais. As proteinas foram quantificadas em triplicata pelo método de

Bradford 595nm (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) em leitor de
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multiplacas (Victor X3, Perkin Elmer, CA, USA). 50 ug de proteinas foi adicionado ao
tampédo de amostra Laemmli 3x (Bio-Rad Laboratories, CA, USA).

As proteinas foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida/SDS
(Bio-Rad Laboratories, CA, USA). A porcentagem de poliacrilamida foi escolhida de
acordo com 0 peso molecular da proteina alvo. Em seguida, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) e
foram coradas com Pounceau S (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA) para
verificacdo da eficacia da transferéncia das proteinas do gel para a membrana.

As membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 5% por 2 horas e foram
incubadas com os anticorpos primarios por 12 horas sob agitacdo a 4°C e, em
seguida, foram lavadas e incubadas com anticorpos secundarios conjugados com
peroxidase (Calbiochem, CA, EUA). A deteccao foi realizada usando o método de
guimioluminescéncia. As imagens foram capturadas e analisadas pelo sistema
Amersham Image 600 Imaging (Amersham GE, CT, EUA). O normalizador utilizado
foi o GAPDH e os resultados foram expressos em porcentagem em relacao as meédias
do grupo CT.

A expressao proteica no VE de ratos endotoxémicos foram estudados por:

- Apoptose: caspase 9, proteina X associado a Bcl-2 (BAX), linfoma de célula B
(Bcl-2);

- Processo inflamatério: linfocito T (CD3); macréfago (CD68), MCP-1, fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e NFkB;

- Metaloproteinases: MMP-2 e MMP-9;

- Troponina I;

- Fibrose miocérdica: fator transformacédo de crescimento tipo beta (TGF-B) e

colageno tipo 1 e colageno tipo 3;
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- Angiogénese: VEGF, angiopoietina 1/2 e angiostatina

- Hipoxia celular: fator induzivel por hipéxia tipo 1 alfa (HIF-1a);

- Adenosina: receptores Al, A2a, A2b e A3 de adenosina, adenosina deaminase
(ADA) e adenosina quinase (ADK).

A Tabela 3 descreve a marca, n° do catalogo, o peso molecular e a diluicdo dos
anticorpos primarios utilizados para os ensaios de expressado proteica por Western

blot.
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Tabela 3. Descri¢cdo dos anticorpos primarios utilizados para 0s ensaios de expressao

proteica por Western blot.

Anticorpo primario Marca do Ndmero de Peso molecular Diluic&o
anticorpo catalogo (KDa)

Anti-adenosine Al receptor Abcam Ab82477 36 1:1.000
Anti-adenosine A2a receptor Abcam Ab3461 36 1:1.000
Anti-adenosine A2b receptor Abcam Ab135865 37 1:1.000
Anti-adenosine A3 receptor Abcam Ab197650 36 1:1.000
Anti-adenosine deaminase Calbiochem Abl176 41 1:1.000
Anti-adenosine kinase Abcam Ab38010 41 1:1.000
Anti-angiopoietina 1/2 Abcam Ab65835 65 1:1.000
Anti-angiostatina Abcam Ab2904 50 1:1.000
Anti-BAX Abcam Ab7977 26 1:500

Anti-Bcl-2 Abcam Ab59348 26 1:1.000
Anti-colageno tipo 1 Abcam Ab90395 139 1:1,000
Anti-colageno tipo 3 Abcam Ab7778 138 1:500

Anti-caspase 9 Sigma-Aldrich C7729 35 1:1.000
Anti-CD3 Abcam Ab5690 23 1:500

Anti-CD68 Abcam Ab125212 35 1:1.000
Anti-GAPDH Millipore CB1001 36 1:10.000
Anti-HIF-1a Sigma-Aldrich  SAB2702132 93 1:1.000
Anti-MCP-1 Abcam Ab25124 25 1:1.000
MMP-2 Abcam Ab37150 72 1:1.000
MMP-9 Abcam Ab38898 82 1:1.000
Anti-NFkB Abcam Ab16502 64 1:1.000
Anti-TGFf Abcam Ab92486 44 1:1.000
Anti-TNF-a Abcam Ab1793 17 1:1.000
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Anti-troponina | Abcam Ab10231 24 1:1.000

Anti-VEGF Abcam Ab46154 23 1:1.000

BAX, proteina X associado a Bcl-2; Bcl-2, linfoma de célula B; CD3, linfécito T; CD68,
macrofago; GAPDH, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; HIF-1a, fator induzivel por
hipéxia tipo 1 alfa; MCP-1, proteina quimiotatica de mondcitos tipo 1; MMP,
metaloproteinase; NFkB, fator nuclear kappa B; TNF-a, fator de necrose tumoral alfa;

VEGEF, fator de crescimento endotelial vascular.
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4.10 Anélise estatistica

Os dados estéo expressos em médias + SEM. Para verificar a normalidade dos
dados foi utilizado o teste de Shapiro-Wilk. Para os dados aprovados no teste de
normalidade, usamos ANOVA-one way complementada pelo pés-teste de Tukey.
Para os dados que nao passaram da normalidade, utilizou-se o teste de Kruskal-
Walllis com o pos-teste de Dunn. A regressao linear foi utilizada para testar potenciais
relacbes entre os marcadores pré-angiogénicos, VEGF e Angiopoietina 1/2, com as
respostas celulares obtidas pela analise ecocardiografica, morfométrica, de
expressao génica e proteica do VE. As analises estatisticas foram realizadas com os
softwares estatisticos GraphPad Prism v.8 (GraphPad Software Inc., CA, EUA) e

SPSS v.22 (IBM Software).
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S. RESULTADOS

5.1 Peso corporal e mortalidade

A Tabela 4 mostra o peso corporal dos animais CT e LPS, apds tratamento com
MTX e LDEMTX. N&o houve diferenga no peso inicial dos animais, no entanto, houve

perda de peso de ~10 vezes nos animais LPS-LDE, LPS-MTX e LPS-LDEMTX em

comparacao ao grupo CT (p<0,001).

Tabela 4: Peso corporal de ratos controle (CT) e endotoxémicos apds tratamento

com MTX ou LDEMTX.

CT LPS-LDE LPS-MTX LPS-LDEMTX
Peso inicial (g) 249 £ 14 30612 255+12 253 +11
Peso final (g) 2372 265+ 10 220+ 11+@ 211748
Variacdo de peso (g) 4+1 -41+3P -35+1° -36+4P°

CT, controle; LPS, lipopolissacarideos; MTX, metotrexato; LDE, nanoparticula
lipidica; a, p<0,01 vs LPS-LDE; b, p<0,001 vs CT.

5.2 Perfil hematolégico

Com o intuito de avaliarmos a toxicidade hematolégica do MTX, determinou-se
o perfil hematoldgico nos animais CT e LPS, apds tratamento com MTX e LDEMTX.
Ratos endotoxémicos mostraram aumento na contagem de mondcitos (p<0,01) e

diminuicdo na contagem de plaquetas (p<0,001) em comparagdo ao grupo CT. O
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tratamento com MTX e LDEMTX n&o alterou a contagem de mondcitos e plaquetas

em relacdo ao grupo LPS-LDE (Tabela 5).

N&o houve diferenca na contagem de eritrocitos, hematdcritos, leucécitos,

neutrofilos e linfécitos nos grupos CT, LPS-LDE, LPS-MTX e LPS-LDEMTX (Tabela

5).

Tabela 5. Hemograma em ratos controle (CT) e endotoxémicos apds tratamento com MTX ou

LDEMTX.

CT LPS-LDE LPS-MTX LPS-LDEMTX
Eritrécitos (milhdes/mm?) 6,6 +0,2 6,9+0,3 6,5+0,3 6,5+0,4
Hematdcritos (%) 365 41+1 392 40+ 2
Leucocitos (mil/mm3) 59+0,6 8,2+1,0 6,8+0,9 84+1.2
Neutrdfilos (mil/mm?3) 1,2+0,2 2,004 1,2+0,2 19+0,3
Linfécitos (mil/mm?3) 45+0,4 3,9+0,9 35+04 42 +0,7
Monécitos (mil/mm?3) 0,18 £+ 0,04 2,36 £0,232 1,68+0,29° 2,27+045%
Plaguetas (mil/mm3) 791 +51 61+18° 37+11° 38+3°

CT, controle; LPS, lipopolissacarideos; MTX, metotrexato; LDE, nanoparticula lipidica. a,
p<0,01 vs CT; b, p<0,05 vs CT; c, p<0,001 vs CT.

5.3 Funcao hepatica, funcéo renal e lactato

A toxicidade do MTX também foi determinada pela funcéo hepética, pela funcéo

renal e pelo lactato de animais CT e LPS, apds tratamento com MTX e LDEMTX. Nao

houve diferenca no perfil hepatico e no nivel de creatinina e do lactato entre os grupos

CT e LPS-LDE. Entretanto, apenas os niveis de uréia foram maiores no grupo LPS-

LDE quando comparados a CT (p<0,001).
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O tratamento com MTX e com LDEMTX diminuiram o nivel de uréia em
comparacdo ao grupo LPS-LDE (p<0,05) e em relacdo ao grupo CT (p<0,05),
respectivamente. A LDEMTX nédo apresentou toxicidade hepética, enquanto, que o
tratamento com MTX apresentou relevante toxicidade, sendo esta demonstrada pelo
aumento no nivel de AST em comparacao aos grupos CT (p<0,05) e LPS-LDEMTX
(p<0,05) e no nivel de GGT em comparacédo ao grupo CT (p<0,05). Nos grupos LPS-
MTX e LPS-LDEMTX néo houve alteracdo dos niveis de ALT, creatinina e lactato em

comparacao aos grupos CT e LPS-LDE, (Tabela 6).
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Tabela 6. Funcao hepética, funcéo renal e lactato de ratos controle (CT) e endotoxémicos
apos tratamento com MTX ou LDEMTX.

CT LPS-LDE LPS-MTX LPS-LDEMTX
Funcdo hepatica
ALT (U/L) 47 +10 37+10 34+4 36+6
AST (U/L) 77+6 153 + 28 193 +46° 77+6°
GGT (U/dL) 8+1 14 +2 22+72 10+1
Funcéo renal
Uréia (mg/dL) 51+3 88+6°¢ 67+3¢ 72+44
Creatinina (mg/dL) 0,27 + 0,04 0,37 +0,03 0,31 +0,02 0,37 +0,03
Lactato (mg/dL) 66 +12 66 +7 46 £ 2 56+3

CT, controle; LPS, lipopolissacarideos; MTX, metotrexato; LDE, nanoparticula lipidica; ALT,
alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; GGT, gama glutamil
transferase. a p<0,05 vs CT; b p<0,05 vs LPS-MTX; c, p<0,001 vs CT; d, p<0,05 vs LPS-
LDE.

5.4 Perfil lipidico

Com o intuito de verificar os niveis séricos de lipides decorrentes da
administracdo da LDE, o perfil lipidico foi avaliado em animais CT e LPS, apds
tratamento com MTX e LDEMTX. Comparado a CT, houve menor nivel sérico de
colesterol total (p<0,05) e de TG (p<0,01) no grupo LPS-LDE. O tratamento com MTX
e com LDEMTX aumentou o nivel sérico de HDL-c, mas néo alterou o nivel sérico de

TG que permaneceu baixo assim como no grupo LPS-LDE. Além disso, o tratamento
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com LDEMTX diminuiu o ndo-HDL-c (p<0,05) quando comparado também ao grupo

LPS-LDE (Tabela 7).

Tabela 7. Perfil lipidico em ratos controle (CT) e endotoxémicos apoés tratamento com MTX
ou LDEMTX.

CT LPS-LDE LPS-MTX LPS-LDEMTX
Colesterol total (mg/dL) 787 b5+3#2 64 4 61+4
HDL-c (mg/dL) 40 £ 6 23+3 45+ 3P 42+7°
n&o-HDL-c (mg/dL) 9+2 20+ 6 7+2 3+1°
TG (mg/dL) 146 + 32 590+5¢ 55+6° 56+2¢

CT, controle; LPS, lipopolissacarideos; MTX, metotrexato; LDE, nanoparticula lipidica; HDL-c,
lipoproteina de alta densidade; ndo-HDL-c, colesterol ndo HDL; TG, triglicérides. a, p<0,05 vs
CT; b, p<0,05 vs LPS-LDE; c, p<0,01 vs CT; d, p<0,001 vs CT.

5.5 Ecocardiografia

A Tabela 8 mostra a avaliacdo ecocardiografica dos animais CT e LPS, ap0s
tratamento com MTX e com LDEMTX. Comparado a CT, o grupo LPS-LDE
apresentou reducdo da cavidade do VE e disfuncdo diastdlica, representado pelo
menor didametro e volume diastolico do VE (p<0,05) e pela onda E/A (p<0,05),
respectivamente.

O tratamento com MTX e com LDEMTX foram eficazes, pois preservaram o
didametro e volume diastélico e a funcdo diastélica do VE para valores semelhantes

ao grupo CT. Entretanto, em comparacéo aos grupos CT, LPS-LDE e LPS-MTX, o
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tratamento com LDEMTX aumentou a hipertrofia do VE, representada pelo aumento
da espessura do septo interventricular, da parede posterior e da massa do VE.

N&o houve diferenca da funcao sistdlica, representada pela fracdo de ejecao,
fracdo de encurtamento e da variacdo fracional da &rea, da frequéncia cardiaca, do
débito cardiaco e do stroke volume do VE nos animais CT, LPS-LDE, LPS-MTX e

LPS-LDEMTX (Tabela 8).
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Tabela 8. Avaliacdo ecocardiografica do ventriculo esquerdo de ratos controle (CT) e

endotoxémicos apds tratamento com MTX ou LDEMTX.

CT LPS-LDE LPS-MTX LPS-LDEMTX
DD (mm/g) 3,34 £ 0,03 2,68+0,112 3,28+0,14° 3,40+0,11°
Vol D (uL/g) 1,32+ 0,03 1,05+ 0,062 1,21 £ 0,05 1,25 £ 0,06
DS (mm/g) 2,01+0,22 1,79 0,14 1,99 + 0,09 1,95+0,16
Vol S (uL/g) 4,63+ 1,08 4,01 £0,59 3,91+0,24 3,75+ 0,66
SIV (mm/g) 5,01 +0,37 5,55+0,19 6,14 +0,152 7,29 + 0,25 cde
PP (mm/q) 5,64 £ 0,06 6,07 £ 0,26 6,82 +0,41 8,79 + 0,68 P*9
mVE (mg/g) 298 + 11 284 +13 306 + 14 375+ 17 bth
ERP 0,33+0,01 0,43 £ 0,02 0,40 +0,01 0,51 +0,06
FE (%) 667 63+4 68 +2 69+t4
Fen (%) 39+6 35+3 391 41 +3
FAC (%) 52+5 49 +3 58+1 54 +2
Onda E/A 1,86 +0,12 1,24+ 0,06 9 1,49+ 0,10 1,51 +£0,15
TRIV (ms) 19,7+£1,3 21,7+0,8 22015 21,0+£1.3
DT (ms) 29,7+3,1 26,4 +£27 30,0 £ 3,3 224 +26
FC (bat/min) 393+ 34 392 +10 380 + 28 383+ 16
DC (mL/min) 180 = 27 165+ 17 150+ 14 1695
SV (uL) 191 + 26 181 + 15 171+ 11 178+ 7

CT, controle; LPS, lipopolissacarideos; MTX, metotrexato; LDE, nanoparticula lipidica; DD,
didmetro diastdlico; Vol D, volume diastdlico; DS, didmetro sistolico; Vol S, volume sistdlico;
SIV, espessura do septo interventricular; PP, espessura da parede posterior; mVE, massa do
ventriculo esquerdo; ERP, espessura relativa de parede (ERP); FE, fracdo de ejecao; Fen,
fracdo de encurtamento; FAC, variacdo fracional da area; TRIV, tempo de relaxamento
isovolumétrico; DT, tempo de desaceleragéo; FC, frequéncia cardiaca; DC, débito cardiaco;
SV, stroke volume. a, p<0,05 vs CT; b, p<0,01 vs LPS-LDE; c, p<0,001 vs CT; d, p<0,001 vs
LPS-LDE; e, p<0,01 vs LPS-MTX; f, p<0,01 vs CT,; g, p<0,05 vs CT; h, p<0,05 vs LPS-MTX.
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5.6 Peso relativo do coracao e diametro dos miocitos

O peso relativo do coracdo e o diametro dos midcitos foram avaliados em
animais CT e LPS, apds tratamento com MTX e LDEMTX (Figura 4).

N&o houve diferenca no peso relativo do coracdo e no diametro dos midcitos do
VE entre os grupos CT e LPS-LDE. Entretanto, os animais endotoxémicos tratados
com LDEMTX aumentaram o peso relativo do coracdo em comparacao ao grupo CT
(p<0,05) e o diametro dos miécitos em comparacdo aos grupos CT (p<0,05), LPS-

LDE (p<0,01) e LPS-MTX (p<0,01).
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0.0 T
CT LDE MTX LDEMTX CcT LDE MTX LDEMTX
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Figura 4. Peso relativo do coracéo (A) e diametro dos miécitos do ventriculo esquerdo
(B) de ratos controle (CT) e endotoxémicos (LPS) apos tratamento com MTX ou
LDEMTX. Os dados estdo expressos pela média * erro padrédo. a p<0,05 vs CT; b
p<0,01 vs LPS-LDE; ¢ p< 0,01 LPS-MTX.
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5.7 Marcadores pro-apoptoticos

A expressao proteica dos marcadores pro-apoptoticos caspase 9 e BAX/Bcl-2
foram avaliadas em animais CT e LPS, apds tratamento com MTX e LDEMTX (Figura
5).

N&o houve diferenca entre os grupos CT, LPS-LDE, LPS-MTX e LPS-LDEMTX
guanto a expressao proteica dos marcadores pro-apoptoticos caspase 9 (p=0,66) e

BAX/Bcl-2 (p=0,32).
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Figura 5. Bandas representativas (A) e graficos de expressao proteica por Western
blot de caspase 9 (B) e de BAX/Bcl-2 (C) no ventriculo esquerdo de ratos controle
(CT) e endotoxémicos (LPS) apos tratamento com MTX ou LDEMTX. Os valores da

expressao proteica foram normalizados pela expressao proteica do GAPDH. Os
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resultados foram expressos pela porcentagem da média do grupo CT. Os dados estéo

expressos pela média * erro padréo (n=5-7 por grupo).

58 Processo inflamatério

A expressdo génica e proteica dos marcadores pro-inflamatérios CD3, CD68,
MCP-1, TNF-a, NFkB, IL-1B e IL-6 e do marcador anti-inflamatério IL-10 foram
avaliadas em animais CT e LPS, apds tratamento com MTX e LDEMTX (Figura 6).

N&o houve diferenca na expressao proteica dos marcadores CD3, CD68, MCP-
1, TNF-a e NFkB entre os grupos CT e LPS-LDE. Entretanto, os animais
endotoxémicos tratados com LDEMTX obtiveram um aumento na expressao proteica
de CD68, em comparacéo aos grupos CT (p<0,01) e LPS-MTX (p<0,05).

N&o houve diferenca na expressao génica das interleucinas pré-inflamatérias IL-
18 e IL-6 e da anti-inflamatdria IL-10 entre os grupos CT e LPS-LDE. Entretanto, o
tratamento com MTX e com LDEMTX aumentou a expressao génica das interleucinas

IL-18, IL-6 e IL-10 em comparacéo a CT.
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Figura 6. Bandas representativas (A) e graficos de expressao proteica por Western

blot de CD3 (B), CD68 (C), MCP-1 (D), TNF-a (E) e NFKB (F) e de expressao génica
por gRT-PCR de IL-1 (G), IL-6 (H) e IL-10 (1) no ventriculo esquerdo de ratos controle
(CT) e endotoxémicos (LPS) apdés tratamento com MTX ou LDEMTX. Os valores
foram normalizados pela expressdo do GAPDH. Os resultados proteicos foram
expressos pela porcentagem da média do grupo CT e os resultados génicos foram
expressos pelos valores de 2-ACT. Os dados estdo expressos pela média * erro
padrao (n=5-7 por grupo). a p<0,01 vs CT; b p<0,05 vs LPS-MTX; ¢ p< 0,05 CT.
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59 Perfil oxidativo

O perfil oxidativo foi avaliado pela expressao génica dos marcadores eNOS e
iINOS nos animais CT e LPS, apos tratamento com MTX e LDEMTX (Figura 7).

N&o houve diferenca na expressao génica do eNOS e INOS entre os grupos CT
e LPS-LDE. O tratamento com MTX e com LDEMTX aumentou a expressao génica
do eNOS (p<0,05; p<0,05) em comparacao ao grupo LPS-LDE. Apenas o tratamento

com MTX aumentou a expressao génica do iNOS (p<0,01) em comparacdo ao grupo

CT.
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Figura 7. Gréficos de expressao génica por gqRT-PCR de eNOS (A) e iNOS (B) no
ventriculo esquerdo de ratos controle (CT) e endotoxémicos (LPS) ap6s tratamento
com MTX ou LDEMTX. Os valores foram normalizados pela expressao do GAPDH.
Os resultados génicos foram expressos pelos valores de 2-ACT. Os dados estédo
expressos pela média £ erro padrdo (n= n=5-7 por grupo). a p<0,05 vs LPS-LDE; b
p<0,01 vs CT.
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5.10 Metaloproteinases

A expressao proteica das MMP-2 e MMP-9 foram avaliadas nos animais CT e
LPS, apos tratamento com MTX e LDEMTX (Figura 8). N&o houve diferenga entre os
grupos CT, LPS-LDE, LPS-MTX e LPS-LDEMTX quanto a expresséo proteica das

MMP-2 (p=0,69) e MMP-9 (p=0,92).
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Figura 8. Bandas representativas (A) e graficos de expressao proteica por Western
blot de MMP-2 (B) e de MMP-9 (C) no ventriculo esquerdo de ratos controle (CT) e
endotoxémicos (LPS) apoOs tratamento com MTX ou LDEMTX. Os valores da
expressado proteica foram normalizados pela expressdo proteica do GAPDH. Os
resultados foram expressos pela porcentagem da média do grupo CT. Os dados estao

expressos pela média * erro padréo (n=5-7 por grupo).
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5.11  Troponinal

A expressao proteica da troponina | foi avaliada nos animais CT e LPS, ap06s
tratamento com MTX e LDEMTX (Figura 9). Nao houve diferencga entre os grupos CT,

LPS-LDE, LPS-MTX e LPS-LDEMTX quanto a expressdo proteica da troponina |

(p=0,67).
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Figura 9. Bandas representativas (A) e graficos de expressao proteica por Western
blot de troponina | (B) no ventriculo esquerdo de ratos controle (CT) e endotoxémicos
(LPS) ap0s tratamento com MTX ou LDEMTX. Os valores da expressao proteica
foram normalizados pela expressao proteica do GAPDH. Os resultados foram
expressos pela porcentagem da média do grupo CT. Os dados estao expressos pela

meédia + erro padrao (n=5-7 por grupo).



68

5.12 Fibrose miocéardica

A fibrose miocardica foi avaliada pela expressao proteica do fator pro-fibrético
TGF-[3 e dos colagenos tipo 1 e tipo 3 e pela analise morfométrica da FVC nos animais
CT e LPS, ap0s tratamento com MTX e LDEMTX (Figura 10). Nao houve diferenca
entre os grupos CT, LPS-LDE, LPS-MTX e LPS-LDEMTX quanto a expresséo
proteica do TGF-f (p=0,07), do colageno tipo 1 (p<0,34) e do colageno tipo 3 (p<0,64).

A Figura 10-E mostra imagens representativas de cortes histolégicos corados
por Tricrdbmio de Masson, sendo que a coloracao azul representa a fibrose miocéardica.
N&o houve diferenca na porcentagem de fibrose subendocardica do VE nos animais

CT e LPS-LDE e nos animais endotoxémicos tratados com MTX e com LDEMTX.
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Figura 10. Bandas representativas (A) e graficos de expressao proteica por Western
blot de TGF-B (B), colageno tipo 1 (C) e colageno tipo 3 (D) no ventriculo esquerdo
de ratos controle (CT) e endotoxémicos (LPS) apo6s tratamento com MTX ou
LDEMTX. Os valores foram normalizados pela expressao proteica do GAPDH e os
resultados foram expressos pela porcentagem da média do grupo CT. Imagens
representativas (E) de cortes histologicos corados por Tricrbmio de Masson, sob

aumento de 200x, sendo que a coloracdo azul representa a fibrose miocéardica. A
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barra de escala corresponde a 200um. Os dados estéo expressos pela média + erro
padrao (n=5-7 por grupo).

5.13  Angiogénese

A expressdo proteica da angiogénese foi avaliada pelos fatores pro-
angiogénicos VEGF e angiopoietina 1/2 e pelo fator anti-angiogénico angiostatina nos
animais CT e LPS, ap0s tratamento com MTX e LDEMTX (Figura 11).

N&o houve diferenca entre os grupos CT e LPS-LDE quanto a expressdo
proteica do VEGF, angiopoietina 1/2 e angiostatina. Entretanto, animais
endotoxémicos tratados com LDEMTX aumentou a expressao proteica do VEGF em
comparacao aos grupos CT (p<0,01), LPS-LDE (p<0,01) e LPS-MTX (p<0,001) e da

angiopoietina 1/2 em comparacédo ao LPS-MTX (p<0,01).
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Figura 11. Bandas representativas (A) e graficos de expresséo proteica por Western
blot de VEGF (B), angiopoietina 1/2 (C) e angiostatina (D) no ventriculo esquerdo de
ratos controle (CT) e endotoxémicos (LPS) apés tratamento com MTX ou LDEMTX.
Os valores da expresséo proteica foram normalizados pela expressao proteica do
GAPDH. Os resultados foram expressos pela porcentagem da média do grupo CT.
Os dados estdo expressos pela média + erro padrdao (n=5-7 por grupo). a p<0,05 vs
CT; b p<0,01 vs LPS-LDE; ¢ p< 0,001 LPS-MTX; d p<0,01 vs LPS-MTX.
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5.14  Hipoxia celular

A expressao proteica da hipdxia celular foi avaliada pelo fator HIF-1a nos
animais CT e LPS, apds tratamento com MTX e LDEMTX (Figura 12).

Comparado ao grupo CT, houve maior expressao proteica do HIF-1a no grupo
LPS-LDE (p<0,01). O tratamento com LDEMTX em ratos endotoxémicos diminuiu a

expressao proteica do HIF-1a em comparagao ao grupo LPS-LDE (p<0,05).

B
A ‘? 3004 a
LEL 250
CT LDE MTXLDEMTX 5
gE
L0
HIF-1a (03 KDa) | S S S8 SRS | = B
, g2
o = =
GAPDH (36 KDa) | M S S S | 3 e
S 50-
i

0 T
CT LDE MTX LDEMTX

LPS

Figura 12. Bandas representativas (A) e graficos de expressao proteica por Western
blot de HIF-1a (B) no ventriculo esquerdo de ratos controle (CT) e endotoxémicos
(LPS) apods tratamento com MTX ou LDEMTX. Os valores da expressdo proteica
foram normalizados pela expressédo proteica do GAPDH. Os resultados foram
expressos pela porcentagem da média do grupo CT. Os dados estdo expressos pela

média * erro padrédo (n=5-7 por grupo). a p<0,01 vs CT; b p<0,05 vs LPS-LDE.
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5.15 Mecanismo de sinalizag&o da adenosina

As ac¢0Oes farmacoldgicas do MTX estdo diretamente associadas ao aumento da
biodisponibilidade da adenosina intracelular. Uma forma indireta de quantificarmos a
adenosina € através da expressao de seus receptores, Al, A2a, A2b e A3, e pelas
enzimas ADK e ADA (Figura 3). A expressao proteica dos receptores de adenosina
Al, A2a, A2b e A3 e das enzimas ADK e ADA foram avaliadas em animais CT e LPS,
apos tratamento com MTX e LDEMTX (Figura 13).

N&o houve diferenca na expressao proteica dos receptores de adenosina Al,
A2a, A2b e A3 e das enzimas ADK e ADA entre os grupos CT e LPS-LDE. Entretanto,
apenas o0 grupo LPS-LDEMTX aumentou a expressao proteica dos receptores Al
(p<0,05) e A2b (p<0,05) em comparagdo ao grupo CT e do receptor A3 em
comparacgdo ao grupo CT (p<0,01) e LPS-LDE (p<0.05). O tratamento com MTX e
com LDEMTX néo alteram a expresséo do receptor A2a (p=0,36) de adenosina e nem

as enzimas ADK (p=0,50) e ADA (p=0,15).
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Figura 13. Bandas representativas (A) e graficos de expresséao proteica por Western
blot dos receptores Al (B), A2a (C), A2b (D) e A3 (E) de adenosina e das enzimas
ADA (F) e ADK (G) no ventriculo esquerdo de ratos controle (CT) e endotoxémicos
(LPS) apds tratamento com MTX ou LDEMTX. Os valores da expresséo proteica
foram normalizados pela expressdo proteica do GAPDH. Os resultados foram
expressos pela porcentagem da média do grupo CT. Os dados estdo expressos pela
meédia + erro padrdo (n=5-7 por grupo). a p<0,05 vs CT; b p<0,01 vs CT, c p<0,05 vs
LPS-LDE.
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5.16 Correlacdo entre marcadores pré-angiogénicos e respostas

celulares

Para determinarmos se 0S mecanismos angiogénicos estao envolvidos nas
respostas celulares dos animais endotoxémicos tratados ou ndo com MTX ou
LDEMTX, foi realizada a correlacdo de Pearson entre os marcadores VEGF e
angiopoietina 1/2 com a expressédo de CD68, IL-1B, IL-6, IL-10, eNOS, iNOS, HIF-1q,
peso relativo do coracao, hipertrofia dos miocitos, espessura do septo interventricular
e da parede posterior e da massa do VE (Tabela 9).

A expressao proteica dos marcadores pré-angiogénicos VEGF e angiopoietina
1/2 correlacionaram positivamente com a expressao proteica do CD68, com o peso
relativo do coracdo, com a hipertrofia dos midcitos, com a espessura do septo
interventricular e da parede posterior e com a massa do VE. Além disso, o VEGF e a
angiopoietina 1/2 correlacionaram negativamente com a expressao proteica do HIF-

1a (Tabela 9 e Figura 13).
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Tabela 9. Correlagdo entre a expressdo dos marcadores pré-angiogénicos e as

respostas celulares em ratos endotoxémicos tratados com ndo com MTX e LDEMTX.

VEGF Angiopoietina 1/2

r? p r? p
CD68 (%) 0,477 0,009 0,348 0,046
IL-1B (%) 0,001 0,926 0,048 0,472
IL-6 (%) 0,018 0,562 0,002 0,890
IL-10 (%) 0,002 0,826 0,003 0,552
eNOS (%) 0,018 0,537 0,075 0,364
iINOS (%) 0,017 0,547 0,137 0,214
HIF-1a (%) -0,350 0,026 -0,367 0,048
PC (mg/g) 0,179 0,049 0,422 0,031
Midcito (um) 0,545 <0,0001 0,382 0,032
SIV (mm/g) 0,192 0,047 0,324 0,047
PP (mm/g) 0,337 0,029 0,376 0,034
mVE (mg/g) 0,277 0,012 0,310 0,044

VEGF, fator de crescimento endotelial vascular; CD68, macréfagos; IL, interleucina,
eNOS, oxido nitrico-sintase endotelial; INOS, 6xido nitrico-sintase induzida; HIF-1q,
fator induzivel por hipéxia tipo 1 alfa; PC, peso relativo do coragéo; Midcito, hipertrofia
dos midcitos; SIV, espessura do septo interventricular; PP, espessura da parede

posterior; mVE, massa do ventriculo esquerdo.
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Figura 14. Gréficos de correlacdo entre a expressao proteica dos marcadores pro-
angiogénicos VEGF (A, C, E, G, I, K e M) e angiopoietina 1/2 (B, D, F, H, J, L e N)

com a resposta celular obtida pelo CD68, peso relativo do coracdo, diametro dos

midcitos, espessura do septo interventricular, espessura da parede posterior, massa

do ventriculo esquerdo e HIF-1a.



78

6. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o tratamento com a LDEMTX foi efetivo em
prevenir o desenvolvimento da disfun¢éo diastélica em ratos induzidos a endotoxemia
por injecéo de LPS. O tratamento com LDEMTX aumentou 0 processo angiogénico,
reduziu hipéxia celular, estimulou hipertrofia compensatoria do VE e evitou qualquer
tipo de desenvolvimento de toxicidade. A auséncia de disfuncéo diastodlica também
foi observada nos animais tratados com MTX comercial, mas o MTX falhou em
estimular a angiogénese, reduzir hipdxia ou desenvolver hipertrofia. Além disso, o
tratamento com MTX resultou em toxicidade hepatica e aumento da expressao de

iINOS, que contribui para aumento dos niveis de estresse oxidativo no VE.

O LPS é comumente utilizado em modelos de inducdo de endotoxemia e sepse
em ratos e camundongos e, apesar de nao reproduzir em totalidade o cenério clinico
da doenca, ainda é um método menos invasivo para estudar os efeitos sistémicos da
infeccdo bacteriana (Lewis et al, 2016; Korneev et al, 2014). O modelo experimental
utilizado em nosso estudo foi adaptado do modelo classico de endotoxemia por LPS,
no qual utliza-se uma dose unica de 10-20mg/kg i.p. e observa-se o
comprometimento sistélico e diastélico ap6s 90 minutos (Soriano et al, 2014). Em
estudo piloto, tentamos reproduzir o modelo de Soriano, mas nao obtivemos
disfuncéo cardiaca pela anéalise ecocardiografica em 24h apos injecdo de LPS. Assim,
fez-se necessario adaptar o modelo inicial para o utilizado no presente estudo e, com
duas injecdes de LPS com intervalo de 24h entre as doses, obtivemos disfuncéo
diastdlica através da reducédo de onda E/A, observada na ecocardiografia. Em ratos
induzidos & endotoxemia por LPS, o surgimento de disfuncdo esta descrito tanto para

sistélica quanto para diastolica (Tao et al, 2004; Yang et al, 2002). Em nosso grupo
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LPS-LDE, o fato de nao termos observado o desenvolvimento de uma disfungao
sistélica pode estar associado ao tempo de seguimento de nosso estudo, a dose de
LPS utilizada para induzir endotoxemia ou a especificidades da linhagem de animais

utilizada.

Sabemos que na sepse esta estabelecido que a hipoperfuséo e a diminui¢cao do
fluxo coronariano estao diretamente relacionadas ao desenvolvimento de fibrose do
tecido subendocardico, o que leva a disfuncao cardiaca. Além disso, em modelos de
lesd@o cardiaca, a diminuicdo do processo angiogénico esta relacionada ao aumento
da hipéxia celular (Guido et al, 2012; Lorigados et al, 2015; Maranhao et al, 2017). De
fato, ratos LPS-LDE apresentaram aumento significativo da hipoxia celular no VE,
observados através da maior expressdo de HIF-1a. Nos animais LPS-LDEMTX,
mostramos que o tratamento foi capaz de prevenir o desenvolvimento de hipoxia
celular, com niveis de HIF-1a menores, e estimular a angiogénese, visto o aumento

na expressao de VEGF e angiopoietina 1/2.

Na faléncia cardiaca, ha inadequacgédo do processo angiogénico, o que contribui
para o remodelamento patolégico, promovendo a transicdo de uma hipertrofia
compensatoria para disfuncional do VE (Shiojima et al, 2005; Frey et al, 2003). Em
modelos experimentais de IAM, o estimulo de angiogénese pode prevenir o
desenvolvimento de hipertrofia em resposta a isquemia e perda de tecido muscular
(Maranhao et al, 2017). Nao houve o desenvolvimento de hipertrofia do VE nos
animais LPS-LDE, mas o tratamento com LDEMTX foi capaz de estimular a hipertrofia
através do aumento da expressado de VEGF e angiopoietina 1/2. Acreditamos que a

hipertrofia do VE dos animais tratados com LDEMTX se trata de um mecanismo
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compensatério, visto que os animais ndo desenvolveram disfuncao diastélica do VE.
Também relacionado a maior expressdo de VEGF nestes animais, vimos que houve
um aumento na expressao génica de eNOS, que é ativado downstream a via de
regulacdo de VEGF, e resulta no aumento de NO endotelial, responsavel pelo
aumento da taxa de sobrevivéncia de células endoteliais (Feliers et al, 2005; Gentile
et al, 2013). Em resumo, observamos um estimulo angiogénico, que resultou em
aumento da expressao de eNOS e na prevencao do aumento de HIF-1a nos animais
tratados com LDEMTX. Por outro lado, apesar de os animais tratados com MTX em
sua versao comercial terem apresentado aumento de eNOS, também observamos o

aumento de iINOS, estimulado por TNF-a na sepse.

Considerando os possiveis mecanismos de acdo do MTX relacionados a
angiogénese e hipdxia, e baseados em resultados de estudos anteriores de nosso
laboratério (Maranhdo 2017; Guido 2022), estudamos os efeitos da modulagédo de
receptores de adenosina e da consequente alteracdo na biodisponibilidade da
adenosina no VE de nossos animais. A adenosina tem efeitos diretos na isquemia
celular, contribuindo para a reperfuséo tecidual por ser um potente vasodilatador, com
efeitos pré-angiogénicos (Adair et al 2005, Gessi et al 2010). Em modelo experimental
de IAM, mostramos que a administracdo de LDEMTX foi responsavel pela melhora
da fung&o e por menor tamanho de infarto. Esses efeitos se deram pelo aumento de
receptores Al, A2a, A2b e A3, responsaveis pelo aumento de adenosina intracelular,
diretamente relacionada ao aumento de VEGF e diminuicdo de hipdxia celular
(Maranhdo et al, 2017). Em animais endotoxémicos, esta descrito efeitos anti-
inflamatoérios da adenosina, indicando que este nucleosideo é capaz de diminuir a

secrecdo de citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL1B, IL-6 e interferon-gama
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(IFN-y) através do aumento de IL-10. Alguns estudos relacionam agonistas de
receptores A2 e A3 com este aumento dos niveis de IL-10. Além disso, outros estudos
mostraram que a adenosina é capaz de estimular mudancas no perfil macrofagico de
pré-inflamatério para anti-inflamatério e pré-angiogénico (Ferrante et al, 2013; Pinhal-

Einfield et al, 2003; Ramanathan et al, 2009).

Em nosso estudo, o aumento da expressao dos receptores de adenosina, com
excecao do receptor A2a, foi observado no grupo LPS-LDEMTX, mas ndo em LPS-
MTX. O fato de o MTX associado a LDE ser captado por células-alvo em quantidades
muito maiores (Moura et al, 2011) elucida o aumento dos receptores, hdo observada
no tratamento com MTX comercial. O aumento da biodisponibilidade intracelular de
adenosina resultante da modulacdo dos receptores por LDEMTX pode estimular
diversos mecanismos. Uma lista extensa de estudos mostrou que tanto em situacoes
pré quanto pos-isquémicas, todos os receptores estdo envolvidos na melhora da
disfuncdo cardiaca e de apoptose no coragdo (Cohen & Downey, 2008, 2011;

Headrick & Lasley, 2009; Morrison et al, 2000).

O receptor Al esta envolvido no estimulo pré-angiogénico e € um potente alvo
terapéutico para a prevencdo da hipertrofia descompensatdria em resposta a
sobrecarga cardiaca (Puhl et al, 2016; Liao et al, 2003). Além disso, em estudo
pioneiro, o receptor Al foi descrito como mediador da liberacdo do fator pro-
angiogénico VEGF (Clark et al, 2007). Corroborando com estudos que descrevem o
receptor A1 como responsavel pela prevencdo da transicdo de hipertrofia
compensatoéria para patoldgica em modelo de sobrecarga de pressao (Puhl et al,

2015), o aumento da expressdo proteica de Al pés-tratamento com LDEMTX em
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Nnossos animais pode ter contribuido para o aumento dos mecanismos pro-
angiogénicos (representados por VEGF e angiopoietina 1/2) e consequente
desenvolvimento de hipertrofia compensatéria, que possivelmente preveniu a
disfuncdo cardiaca nesses animais. A correlacdo entre o aumento dos fatores pro-
angiogénicos VEGF e angiopoietina 1/2 e o0 aumento da hipertrofia do VE, confirma a
associacdo desses mecanismos e, portanto, o estimulo da angiogénese pode ser

considerado um alvo terapéutico para o tratamento da endotoxemia e da sepse.

Quanto ao receptor A2a, ha estudos que relacionam sua expressdo aumentada
com a prevencdo da secrecdo de citocinas pré-inflamatérias e aumento do dano
tecidual resultante (Lukashev et al, 2004; Ohta & Sitkovsky, 2001). Camundongos
nocaute para A2ar tiveram mortalidade reduzida, enquanto em outro estudo sugeriu-
se a melhora da taxa de sobrevivéncia somente ao administrar antagonistas de A2ar
na fase tardia da doenca. Estes dados sugerem que a ativacao de A2ar na sepse €
dependente do tempo de desenvolvimento da doenca e, por este motivo,
possivelmente ndo observamos diferencas na expressao deste receptor em nossos

animais.

A2br, outro receptor envolvido na modulacdo vasodilatadora e anti-inflamatoéria
da adenosina, também esta envolvido no aumento da capacidade fagocitaria de
macrofagos e no aumento da secrecdo de eNOS em células endoteliais da
microvasculatura, através da expressao de VEGF (Németh et al, 2005). Nossos dados
corroboram com a literatura, visto o aumento de expressao de A2b nos animais
endotoxémicos tratados com LDEMTX, os quais apresentam modulacédo de VEGF,

angiopoietina 1/2, IL-10 e eNOS.
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Por fim, o receptor A3 tem papel cardioprotetor na sepse, envolvido na
reperfusdo isquémica, além de aumentar a expressdo de VEGF (Cross et al, 2002;
Maddock et al, 2003). Em modelo de sepse por ligadura cecal, foi mostrado que o
nocaute do receptor A3 resultou no aumento da mortalidade dos animais (Lee et al,
2006). Em nosso modelo, o aumento de receptor A3, observado nos animais tratados
com LDEMTX, pode estar relacionado ao aumento de VEGF e angiopoietina 1/2, o

gue contribuiu para a diminui¢cdo da hipoxia celular.

O aumento dos niveis de adenosina intracelular via receptor A2b ativa resposta
anti-inflamatéria através da secrecao de IL-10. Esta interleucina € um autorregulador
da resposta imune, responsavel pela indugéo da polarizacdo macrofagica de fenétipo
M1, pro-inflamatério, para M2 que, além de aumentar a expressao de citocinas anti-
inflamatodrias, aumenta a producdo de marcadores angiogénicos, como a VEGF
(Ferrante et al, 2013). Apesar de ndo haver estudos que correlacionem a expressao
de IL-10 com a polarizacéo de macrofagos na sepse, em modelo de IAM foi observado
gue camundongos tratados com infusdo de IL-10 apresentaram aumento de
expressdo de genes associados ao perfil M2 de macrofagos. Houve melhora no
microambiente do VE por reducdo de resposta pro-inflamatoria e ativagdo de
mecanismos reparativos (Jung et al, 2017). Ainda, o tratamento com LDEMTX em
coelhos com aterosclerose aumentou a expresséao de IL-10, assim como em modelo
de enxerto coronario e em transplante cardiaco (Bulgarelli et al, 2013, Barbieri et al,
2017 e Fiorelli et al, 2017). De acordo com nossos resultados, sugere-se que ratos
endotoxémicos tratados com LDEMTX tiveram aumento de adenosina intracelular,
provavelmente via aumento da expressao de receptor A2b. Esse aumento contribuiu

para a ativacdo da expressao génica de IL-10, a qual é associada a polarizacéo de
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macréfagos para o perfil M2, diretamente envolvidos na atividade pro-angiogénica.
Esta hipdtese foi confirmada pela correlagdo observada entre o aumento da
expressao do marcador de presenca de macréfagos, CD68, com o aumento de VEGF
e angiopoietina 1/2. Apesar de nosso modelo também estar representando a hipotese
de que a adenosina seja responsavel pela inibicdo de INOS e concomitante estimulo
de eNOS em diferentes regides (Conlon et al, 2005), ainda precisamos de mais

estudos para compreender os mecanismos envolvidos no VE destes animais.

A indugdo da endotoxemia nos animais ndo aumentou estatisticamente a
expressdo génica de citocinas pro-inflamatérias IL-1B e IL-6 em comparacdo aos
grupos LPS-LDE e CT, mas ambos os tratamentos com LDEMTX e MTX aumentaram
a expressdo das duas citocinas. Esse efeito pode estar relacionado ao papel
controverso do receptor A3 de adenosina em sua contribuicdo para a resposta
inflamatéria, sendo capaz de diminuir apoptose de células inflamatérias e, por outro
lado, capaz de diminuir TNF-a, IFN-y e IL-12, pela via de sinalizacéo celular da via de
guinases ERK 1/2 (Salvatore et al, 2000). Em alguns de nossos estudos anteriores, a
LDEMTX reduziu a expressdo de citocinas pré-inflamatérias em modelos
experimentais (Barbieri et al, 2017; Bulgarelli et al, 2013; Pepineli et al, 2021). No
entanto, os resultados aqui apresentados nao foram suficientes para descrever uma
relacdo entre a modulagdo de processo inflamatério e a melhora da fungéo cardiaca
nos animais LPS-LDEMTX, sendo necessario realizar estudos adicionais para esta
compreensao, como a analise de expressédo de microRNAs envolvidos na regulacao

da expresséo génica e inibicdo da traducgéo proteica destas interleucinas.
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Com relacdo ao perfil hematolégico observado na sepse e na endotoxemia,
modelos experimentais e estudos clinicos relatam alteracbes hematoldgicas, tais
como leucocitose, neutrocitose e monocitose (Aird, 2003; Goyette et al, 2004; Hasjim
et al 2022). Nossos resultados mostraram que os animais LPS-LDE apresentaram
monocitose e trombocitopenia em comparacdo ao grupo CT, mas a contagem de
leucdcitos e neutrofilos néo foi alterada pela endotoxemia. E importante destacar que
essas alteracfes hematologicas podem ser transientes e suas alteracdes podem ser
observadas em diferentes fases da infeccdo aguda (Aird 2003; Manzoni, 2015). Por
outro lado, o fato de n&do ocorrerem alteragcdes hematoldgicas relevantes apés o
tratamento com LDEMTX ou MTX indica que o0s tratamentos preveniram

mielotoxicidades.

As alteracdes metabdlicas e bioquimicas séo frequentes em animais sépticos.
Com relagéo ao perfil lipidico destes animais, geralmente sdo observados aumento
nos niveis de TG e reducao dos niveis de colesterol total, HDL-c e ndo-HDL-c (Levels
et al, 2003). Estas variacbes sao resultado da atuacdo de mediadores pro-
inflamatérios, os quais induzem lipdlise e sintese de acidos graxos (Fraunberger et al,
1999; Murch et al, 2007). As lipoproteinas tém um papel importante na regulagéo do
sistema imune e da resposta inflamatoria, agindo como marcadores de prognostico e
atuando de maneira relevante na fisiopatologia da doencga (Thompson et al, 2006).
Os tratamentos com LDEMTX e MTX normalizaram os niveis de colesterol total e
HDL-c, sugerindo que ambos apresentam acao metabdlica benéfica. No entanto, os
niveis de TG permaneceram em baixas concentra¢6es, podendo estar relacionado a
diminuicdo do consumo de ragao por estes animais, o que pode ter levado a reducéo

do consumo de gorduras ou a degradacéao intensiva de TG pela lipoproteina lipase.
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Considerando o perfil bioquimico, os modelos de endotoxemia experimental e na
sepse clinica comumente apresentam lesdes hepaticas, documentadas pelo aumento
de ALT, AST e GGT (Gray et al, 2022; Aygun et al, 2018); e renais, pelo aumento de
uréia e creatinina (Mehta et al, 2002; Doi et al, 2009). A indug&o da endotoxemia em
Nnossos animais nao alterou os niveis de enzimas hepaticas, como observado no
grupo LPS-LDE em relagédo ao grupo CT. No entanto, houve alteracéao renal no grupo
LPS-LDE, apesar de ndo haver alteragdo nos niveis de creatinina. Vale ressaltar que
o tratamento com MTX comercial ocasionou toxicidade hepatica, indicada pelo
aumento dos niveis de AST e GGT. Esse efeito ndo foi observado no tratamento com
LDEMTX, o que pode ser resultado da capacidade da LDE em reduzir a toxicidade do
MTX. Outro indicador importante da gravidade da sepse € o lactato, um marcador de
estresse metabdlico, cujos altos niveis estdo diretamente relacionados ao aumento
na mortalidade (Van Wyngene et al, 2018) e é considerado um critério para a definicdo
de choque séptico (Singer et al, 2016). Nossos animais injetados com LPS, no
entanto, ndo apresentaram nenhuma alteracdo em seus niveis de lactato, que
também ndo foram modulados pelos tratamentos com LDEMTX e MTX.
Possivelmente, as alteracBes dos niveis de lactato foram observadas em momentos
mais iniciais do nosso modelo adaptado (Liu et al, 2017), fazendo necessarias
analises séricas em outros seguimentos para compreensao dos efeitos ao longo da

indugéo da endotoxemia.

O tratamento com MTX em sua versao comercial resultou em um aumento do
MRNA de IL-1B3, IL-6, IL-10 e de eNOS e iNOS, além de preservar a fungéo diastolica
do VE dos animais endotoxémicos. Inicialmente, acreditAivamos que esta funcéo

preservada no tratamento com MTX seria resultado da modulagdo de adenosina
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intracelular, como observado em LDEMTX. No entanto, ndo obtivemos nenhum
aumento de receptores ou enzimas envolvidas na via de sinalizacdo da adenosina.
Trabalhos experimentais de nosso laboratério, em IAM (Maranhédo et al, 2017),
aneurisma de aorta (Guido et al, 2022), infeccdo aguda de pulmdo, retalho cutéaneo e
miocardiopatia do VE (dados né&o publicados), ja apresentaram dados substanciais
gue mostram que o MTX utilizado em baixas doses nao foi capaz de modular a
expressdo de adenosina nessas patologias. E possivel que outro mecanismo esteja
contribuindo para o aumento das ILs e NOS, os quais modulariam respostas celulares
subsequentes que estariam associadas a melhora de funcéo do VE. Através somente
do levantamento bibliografico, ndo foi possivel identificar qual seria este outro
mecanismo que justificaria os resultados obtidos e, portanto, mais estudos se fazem
necessarios para elucidar este feito. Assim como para LDEMTX, também sugerimos
estudos para a compreensdo dos microRNAs envolvidos na regulacdo dos
mecanismos de acdo do farmaco e principalmente na compreensdo do momento em

gue esses microRNAs alteram as expressdes génica e proteica.

Como sabemos, os modelos experimentais de endotoxemia induzida por LPS
podem nao refletir o cenario da clinica da sepse. Nos modelos atuais, observamos
frequentemente uma abordagem mais aguda da infeccdo, quando citocinas séo
produzidas nos momentos iniciais do insulto e os sintomas subsequentes n&o séo
completamente estudados (Buras et al, 2005, Saito et al, 2003). Ainda, este modelo
reflete os efeitos de uma infeccédo de origem Unica, enquanto a sepse pode se tratar
de insultos de multiplos agentes, além de resultar em infec¢gdes nosocomiais (Stortz
et al, 2017). Como em nosso experimento piloto ndo pudemos observar o

desenvolvimento de disfuncdo cardiaca com uma dose Unica de LPS em 24 horas,
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adaptamos nosso modelo para a administracdo de 2 doses, com analise
ecocardiografica em 48h apds a primeira dose. Nossas analises podem representar
um cenario um pouco menos agudos de sintomas e mecanismos do que os relatados
na literatura, impedindo que obtenhamos evidéncias do efeito completo da LDEMTX,
como por exemplo da expressdo de lactato, troponina I, MMPs, de marcadores
apoptoticos e principalmente de fatores inflamatérios, de fases comparaveis a clinica

da sepse.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que tanto o tratamento com LDEMTX quanto com
MTX em sua versao comercial foram efetivos na prevencgédo do desenvolvimento da
disfuncéo diastdlica em ratos injetados com LPS, resultado que abre a possibilidade
de um novo tratamento para a terapéutica da sepse. As vantagens da escolha do
LDEMTX para futuros estudos pré-clinicos e clinicos é clara, visto que a toxicidade
observada no tratamento com MTX nao foi reproduzida em LDEMTX. Além disso,
LDEMTX promoveu o desenvolvimento de hipertrofia compensatdria, assim como

estimulou angiogénese e diminuiu hipdxia celular, ndo observados em MTX.
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