JURACI APARECIDA ROCHA

Interacao da atividade autonémica e
resposta imunomoduladora na fase aguda

do infarto do miocardio experimental

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo para obtencao

de titulo de Doutor em Ciéncias
Programa de Cardiologia

Orientadora: Prof2 Dr? Fernanda Marciano

Consolim-Colombo

Sao Paulo
2013



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacéo (CIP)

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

©reproducéo autorizada pelo autor

Rocha, Juraci Aparecida

Interac&o da atividade autondmica e resposta imunomoduladora na fase aguda do
infarto do miocérdio experimental / Juraci Aparecida Rocha -- S&o Paulo, 2013.

Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Programa de Cardiologia.

Orientadora: Fernanda Marciano Consolim Colombo

Descritores: 1.Infarto do miocardio 2.Linfécitos T 3.Linfocitos T reguladores
4.Inflamag&o/imunologia 5.Via anti-inflamatdria colinérgica 6.Neuroimunomodulagdo
7.Estimulagéo do nervo vago 8.Receptor alpha 7 nicotinico 9.Brometo de
piridostigmina 10. Ratos Wistar

USP/FM/DBD-288/13




DEDICATORIA



Aos meus pais Orminda e Jardo (in memoriam)

gue pelo exemplo deram um rumo a minhavida!

A minha filha Sofia
pela compreensao e respeito ao meu trabalho

Obrigada Tesouro!

Aos meus irmaos Cleide, Aureo e demais familiares

pelatorcida e incentivol

Ao meu irméo Jairo (in memoriam)

Perda precoce... Saudade infinita... Amor eterno!



“ Quem sabe concentrar-se numacoisa e insistir nela
como Unico objetivo, obtém, ao fim e ao cabo,

a capacidade de fazer qualquer coisa.”

M ahatma Gandhi



AGRADECIMENTOS



A minha orientadora Prof® Dr? Fernanda Consolim-Colombo que acreditou
em meu potencial, abrindo-me as portas para um Universo riquissimo de
aprendizado e oportunidades. Admiro a sua ousadia e coragem em aceitar
inovacoes e a paciéncia e sabedoria em transformar um sonho em realidade.

Obrigada Professoral

A Prof® Dr* Maria Claudia Irigoyen e aos técnicos do Laboratério de

Experimental pela preciosa contribuicdo ao meu trabalho.

A Prof® Dr? Silvia Lacchini, minha eterna gratiddo pela sua confianca e boa
vontade, que possibilitou meu aprendizado na técnica de Imunohistoquimica

em seu laboratério.

Ao Prof. Dr. Esper Georges Kallas que contribuiu de maneira inestimavel
com embasamento tedrico no campo da imunologia e na elaboracdo dos

experimentos em seu laboratério pelo método de Citometria de Fluxo.

Ao Prof. Dr. Francisco Laurindo visto que em seu laboratério aprendi a

realizar a analise e quantificagao das laminas de Imunohistoquimica.

Ao Prof. Dr. Jorge Kalil, que contribuiu com valiosas orientacbes na area da
imunologia e com estimulo providencial para que eu continuasse meu

projeto.

Ao Prof. Dr. Rui Curi que muitas vezes nos atendeu com aprego e
generosidade ofertando-nos enorme contribuicdo para realizagdo do teste
ELISA.

Ao Prof. Dr. Antonio Seguro pelas orientagdes e contribuicdo na analise do

NFkB pela imunohistoquimica.

A Dr? Prof2 Enfermeira Grazia M Guerra, pelas orientagdes e conselhos que

foram essenciais para construgao deste trabalho.



Meu carinho e agradecimento a Dra. Susan Ribeiro que contribuiu de forma
expressiva nao s na realizacdo e analises de Citometria de Fluxo, mas
ajudou-me com orientagdes valiosas, enriquecendo meu conhecimento na

area da Imunologia.

A minha querida amiga Silvia Beatriz Cavasin, fonte de bom senso e

equilibrio nos meus momentos mais dificeis.

Aos amigos que sempre estiveram ao meu lado tornando minha jornada
mais suave diante do arduo trabalho a ser desenvolvido, em especial a
Suellen, Josiane, Alcione, Thais, Katia, Leandro, Edson, Cristiano, Otavio,

Gizele, Maria Carolina, Rildo.

Ao CNPq, CAPES e FAPESP pelo apoio financeiro.



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

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

Universidade de Sao Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdo de Biblioteca e
Documentacdo. Guia de apresentacdo de dissertacBes, teses e monografias.
Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F.
Crestana, Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 32
ed. Sao Paulo: Divisdo de Biblioteca e Documentacao; 2011.

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



SUMARIO



Lista de Abreviaturas, Simbolos e Siglas
Lista de Figuras
Lista de Tabelas

Resumo
Summary
1 INTRODUGAO ..ottt
1.1 Inflamagdo como componente das SCAS..........cceevvvvveennn...
2 REVISAO DA LITERATURA ..ottt
2.1 Sindrome coronariana aguda e inflamagao ...........................
2.1.1 lIsquemia reversivel ........ccccoveeiiiiieiiiciiiee e,
2.1.2 Isquemiairreversivel .........cccccoveiiiiiiiiiiiceeeeeee,
2.2 Resposta imune inata pos isquemia miocardica....................
2.3 Resposta imune adaptativa pos isquemia miocardica...........
2.4 Via anti-inflamatoria colinérgica ................evveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns
2.5 Estimulagao colinérgica com piridostigmina .............c..ccco.....
2.6 Justificativa e hipétese do estudo.........ccceeeeviiviiiiiiiiiiiieeeinnn,
3 OBUIETIVOS ..
3.1 ODbjetivo Geral..........cooviiiiiiiiiiiiiiiiii
3.2 Objetivos ESpPeCifiCos.........ccovviiiiiiiiieieiieeeeceeeee e,
4 MATERIAIS E METODOS.......coiiieeeieeeeeeeeeeee e
4.1 ANIMAIS .
4.2 Sequéncia experimental ...........ccccceiiiiiiiii

4.3 Modelo experimental de IAM e canulacao da artéria femoral

4.4 Analise da variabilidade da frequéncia cardiaca....................
4.5 Avaliagao da area infartada por ecocardiografia....................
4.6 Coleta de sangue e tecidos e eutanasia do animal ...............
4.7 Dosagem de citocinas pelo teste ELISA..........cccoorieeee.

4.8 Avaliagao de Linfécitos CD4 e CD8 em area de infarto pela
IMUNONISTOQUIMICA.......coviiiiiii e

4.9 Dosagem de Linfocitos CD4" e CD8" em area de infarto pela
Citometria de FIUXO.........cooiiiiiiiiiiiiie e

410 Analise estatistiCa......cc.oevieeeee e



RESULTADOS ... 42

5.1 Parédmetros hemodindmicos, variabilidade da FC e
variabilidade da PAS ... 43
5.2 Analise de pardmetros ecocardiografiCos........ccccccvviiiiiiiiiiniininnnn. 47
5.3 Quantificagao de citocinas pelo método ELISA ............................. 49
5.4 Quantificacdo da ativagdo de linfécitos T CD4" e CD8" e
Foxp3" pela citometria de fuXO............coveeeeieeciecieeeee e 50
5.5 Quantificacdo de células CD4 e CD8 no coragcdo pela
IMUNONIStOQUIMICA ......ceviiiiii e 56
DISCUSSAD ..ottt sttt bt ne e 62
CONCLUSAD.......oouiictiteee ettt 77
N V1 1 T 79
8.1 ANEXO A: Teste ELISA.......ooomee e 80
8.2 ANEXO B: Técnica de Citometria de fluxo............ccooeveiiiiiiieen, 81
8.3 ANEXO C: Técnica de Imunohistoquimica ............ccccoevvvuuieeeeeen.n. 86
8.4 ANEXO D: Painel de Citometria de fluxo com especificagao de
anticorpos Utilizados ..........cooeviiiiiiiiie e 88
8.5 ANEXO E: Tabela completa de marcadores de atividade de
Linfocitos T CD4" no sangue € N0 baGCO...........ccceeeeveceeeeeeeeene 89
8.6 ANEXO F: Tabela completa de marcadores de atividade de

Linfocitos T CD8" no sangue € NO bago ...........ccovveveeeeeceiceeeene. 90

REFERENCIAS ...ttt e et e e et e e e e e e e 91



LISTAS



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Al:
APC:
API:
ATP:
BAFF:
BSA:
Ca:
CCRE:
DAC:
DAB:
DAMPs:
ELISA:
ER:
ERox:
FACS:
FC:
FITC:
Foxp-3:
FSC:
HF:
H20.:
HMGB:
IAM:

ICB/USP:

Area infartada

Aloficocianina

Area peri-infarto

Adenosina Trifosfato

Fator de ativacao das células B
Bovine Serium Albumin

ion calcio

Quimiocinas da familia CC
Doenca Arterial Coronariana
Tetrahidrocloreto de diaminobenzedina
Associated molecular patterns
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
Reticulo endoplasmatico
Espécies reativas de oxigénio
Fluorescence-activated cell sorter
Frequéncia cardiaca
Isotiocianato de Fluoresceina
Fator de transcricao Foxp-3
Forward Scatter

Alta frequéncia

Peroxido de hidrogénio
High-mobility group protein B1
Infarto Agudo do Miocardio

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo



IECA: Inibidor da enzima de conversao de angiotensina

IFN: Interferon

IL: interleucina

JAKZ: Janus Kinase 2

LF: Baixa frequéncia

LVEDP: Pressao diastdlica final de ventriculo esquerdo
MEC: Matrix extra celular

MHC.: Complexo de histocompatibilidade principal
MMP: Matrix metaloproteinases

MPO: Mieloperoxidase

MRNA: RNA mensageiro

NADPH: Nicotinamida adenina dinucleotideio fosfato reduzida
NFkB: Fator de transcricao nuclear kB

NO: Oxido nitrico

OH~ Radical Hidroxil

PA: Pressao arterial

PBS: Tampao fosfato salina

PCR: Proteina C reativa

PE: Ficoeritrina

PE-Cy5: Phycoerythrin cyanin 5
PercP: Proteina Clorofila- Peridinina

RMSSD: Raiz quadrada da média da soma dos quadrados das
diferengas entre os sucessivos valores de intervalo de pulso

ROS: espécies reativas de oxigénio
RPM: Rotagdes por minuto

RPMI: meio de cultura para esplendcitos



RT1B: marcadores de moléculas apresentadoras de antigenos da

classe MHCII
RT-PCR: Transcriptase reversa — Reagao de polimerase em cadeia
RRV: Variabilidade RR
RVSP: Pressao sistolica de ventriculo direito
SCAs: Sindromes Coronarianas Agudas
SDNN: Desvio padrao de valores sucessivos
SNA: Sistema nervoso auténomo
SNC: Sistema nervoso central
SSC: Side Scatter
STATS: Fator de transcricdo STAT3
TBS: Tampao com caseina e trizima
TLRs: receptores Toll-like
TNFa: Fator de Necrose Tumoral a
Tregs: Linfécitos T reguladores
TRIV: Tempo de relaxamento isovolumétrico

VARPAS: variabilidade da pressao arterial sistolica
VE: Ventriculo esquerdo

VFC: Variabilidade da frequéncia cardiaca



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 -

Figura 2 -

Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -
Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

Figura 10 -

Figura 11 -

Neuro modulagao: Reflexo inflamatorio...............c..c..ol.

Interacao entre via anti-inflamatoéria colinérgica e sistema
reticulo endotelial............ooooriiiiiii

Mecanismo de agao da via anti-inflamatdria colinérgica.........
Sequéncia do experimento .........cccoevveeeiiiiiiiee e
Indugao do infarto do miocardio em rato Wistar .....................

Valores de Pressao arterial sistolica (A), Variancia da PAS
(B), Frequéncia cardiaca (C) e SDNN (D) no grupo
controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e infartado
tratado com piridostigmina (IP)..........ceeiiiiiiiiiiicceeee e,

Avaliagédo ecocardiografica de fracao de ejecao (A), area
de infarto (hipocinesia/acinesia) (B) e tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV) no grupo controle
(GC), infartado sem tratamento (IC) e infartado tratado
com piridostigmina (IP) ........ceieeiiiiieeee e

Graficos de dosagem de IL1 (A), IL 6 (B) e TNFa (C) em
tecido cardiaco no grupo controle (GC), infartado sem
tratamento (IC) e infartado tratado com piridostigmina (IP).....

Concentracdo de CD4"CD25" total (A), CD4"CD25"Foxp3’
(B) e CD4'CD25'Foxp3™ (C) no sangue periférico e
CD4'CD25" total (D), CD4'CD25'Foxp3 (E) e
CD4'CD25'Foxp3* (F) no bago de animais do grupo
controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e infartado
tratado com piridostigmina (IP) ............euuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiis

Concentracdo de CD8'CD25" total (A), CD8"'CD25 Foxp3’
(B) e CD8'CD25'Foxp3™ (C) no sangue periférico e
CD8'CD25" total (D), CD8'CD25'Foxp3” (E) e
CD8'CD25'Foxp3* (F) no bago de animais do grupo
controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e infartado
tratado com piridostigmina (IP) ............euuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies

Representacao grafica da concentracdo de Linfécitos T
CD4 em area infartada (Al) e area peri-infarto (API)...............

49



Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -
Figura 16 -

Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Analise Imunohistoquimica da expressado de Linfocitos T
CD4 do grupo controle (GC), infartado sem tratamento
(IC) e infartado tratado com piridostigmina (IP) em area

infartada (Al) e area peri-infarto (AP1)..........oooooiiiiiii.

Representacdo grafica da concentracdo de Linfécitos T

CD8 em area infartada (Al) e area peri-infarto (API)..............

Analise Imunohistoquimica da expressado de Linfocitos T
CD8 do grupo controle (GC), infartado sem tratamento
(IC) e infartado tratado com piridostigmina (IP) em area

infartada (Al) e area peri-infarto (AP1).........coooooeiiiiii.
Fluxo de amostra do citdtmetro de fluxo .......cccovveveeeeieennean..

Parametros identificados pela citometria de fluxo .................

Esquema grafico da leitura de amostra marcada no

CItOMELrO A FIUXO e

Identificagéo de Linfocitos CD4" ativados em amostras de
baco e de sangue pelo FACS e analisados pelo software

FL O JO e,

Método indireto de Imunohistoquimica pelo complexo

Avidina-Biotina-Peroxidase .........cooooovmeeoeee e



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 -

Tabela 2 -

Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

Tabela 6 -

Tabela 7 -

Tabela 8 -

Tabela 9 -

indices de variabilidade no dominio do tempo, valores
absolutos e relativos das poténcias das bandas de baixa
(LF) e de alta frequéncia (HF) do intervalo de pulso e
pressao arterial sistélica, no grupo controle (GC), infartado
sem tratamento (IC) e Infartado tratado com piridostigmina

(IP) oo et e e e e e e s

Parametros hemodinédmicos e de ecocardiografia, no
grupo controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e

infartado tratado com piridostigmina (IP) ............ccccceiiiiiinnnne

Quantificagdo de citocinas em tecido cardiaco, no grupo
controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e infartado

tratado com piridostigmina (IP)..........cooeviiiiiiiiiiiiceeee e,

Valores percentuais da expressdo de marcadores de
atividade de Linfécitos T CD4+ no sangue e bago no
grupo controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e

infartado tratado com piridostigmina (IP) ..........cccccceiiiiiiinnnns

Valores percentuais da expressao de marcadores de
atividade de Linfécitos T CD8+ no sangue e bago no
grupo controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e

infartado tratado com piridostigmina (IP) ..........ccccoceiiiiiiinnnns

Percentagem de linfécitos T CD4 em area infartada (Al),
area peri-infarto (API) e area total no grupo controle (GC),
infartado sem tratamento (IC) e infartado tratado com

piridostigmina (IP)......ccooeeeieeee e

Percentagem de linfécitos T CD8 em area infartada (Al),
area peri-infarto (API) e area total no grupo controle (GC),
infartado sem tratamento (IC) e infartado tratado com

piridostigmina (IP)......ccooeeeeeeeeeee e

Tabela completa de valores percentuais da expressao de
marcadores de atividade de Linfécitos T CD4+ no sangue
e no baco do grupo controle (GC), infartado sem

tratamento (IC) e infartado tratado com piridostigmina (IP).....

Tabela completa de valores percentuais da expressao de
marcadores de atividade de Linfécitos T CD8+ no sangue
e no baco do grupo controle (GC), infartado sem

tratamento (IC) e infartado tratado com piridostigmina (IP)...

89

.90



RESUMO



Rocha JA. Interacdo da atividade autonémica e resposta imunomoduladora
na fase aguda do infarto do miocardio experimental [tese]. Sdo Paulo:
Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2013.

INTRODUCAO: A atuagdo do sistema nervoso parassimpatico em células
imunes é conhecida como “Via Anti-inflamatéria Colinérgica”. Trabalhos
prévios demonstraram que a estimulacdo vagal reduz a inflamagao e
melhora a sobrevida em modelos experimentais com sepse. Neste estudo
avaliamos se o uso do anticolinesterasico piridostigmina: altera o numero de
linfocitos T (CD4" e CD8") convencionais (CD25'Foxp3’) e reguladores
(CD25'Foxp3™) no sangue periférico, no bago e no miocardio; modifica a
concentracdo de citocinas (interleucina 1, interleucina 6, TNFa) no
miocardio; e influencia a funcao ventricular apés infarto agudo do miocardio
experimental (IAM) em ratos. METODOS: Utilizamos ratos machos adultos
da linhagem Wistar, com peso variando entre 200 e 250 g, divididos em 3
grupos de 20 animais cada: grupo controle (GC), grupo infartado sem
tratamento (IC) e grupo infartado tratado com piridostigmina (IP). O infarto
agudo do miocardio (IAM) foi obtido com a técnica da ligadura da artéria
coronaria esquerda, e o grupo IP recebeu piridostigmina na dose de
40mg/kg/dia na agua de beber, iniciada 4 dias antes do IAM. Todos os
animais foram submetidos a canulacédo da artéria femoral no dia seguinte ao
IAM para registro das curvas de pressao arterial, e posterior analise dos
componentes da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), dominio do
tempo (SDNN e RMSSD) e da frequéncia (componentes LF e HF); o estudo
ecocardiografico foi realizado no segundo dia pds IAM. No terceiro dia pos
IAM, os ratos foram divididos em subgrupos de 10 animais, e sacrificados de
forma especifica para coleta de materiais: 500 ul de sangue periférico e bago
fresco para realizacido da técnica de citometria de fluxo; ventriculo esquerdo
para dosagem de citocinas pela técnica de ELISA; e ventriculo esquerdo
para realizacdo de imunohistoquimica. Foram usadas as técnicas
padronizadas e de uso corrente nos laboratérios. Os resultados foram
avaliados por analise de variancia (ANOVA) multifatorial, usando o programa
GraphPad Prism com teste post hoc de Tukey. RESULTADOS: O grupo IC
comparado ao grupo controle apresentou queda significativa da pressao
arterial e aumento da frequéncia cardiaca. O grupo IP, comparado ao grupo
IC, apresentou maior atividade vagal, caracterizada pela significante redu¢ao
da FC e aumento da VFC (SDNN, 9,2+1,5 vs 5,2+0,5 p<0,05). Os
parametros ecocardiograficos avaliados evidenciaram presenca de area
hipo/acinética e redugao da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo nos
grupos infartados, de igual magnitude. Com relagdo ao numero de linfocitos
T, verificamos que o grupo IC, comparado ao grupo controle, apresentou
numero significativamente menor de linfocitos reguladores (CD25"Foxp3™)
no sangue periférico (CD4": 63,5 +1,4 vs 70,6 +3,2%, e CD8": 68,3 +1,9 vs
76,1 £2,8%). O grupo IP, comparado ao grupo IC, apresentou significativa
reducdo do numero de linfécitos T convencionais no sangue periférico
(respectivamente, CD4™: 1,5 +0,2 vs 2,2 +0,2 %; CD8™: 1,1 + 0,1 vs 1,8 0,9
%), e no bago houve reducdo somente do tipo CD4" (respectivamente, 1,4
+0,2 vs 2,2 +0,2%), com aumento do tipo CD8" (respectivamente, 1,2 +0,1



vs 0,7 0,1 %). O grupo IP também apresentou significativo aumento de
linfocitos reguladores (CD25"Foxp3*) no sangue periférico (respectivamente,
CD4": 76,5 +2,9 vs 63,5 +1,4 %; CD8": 75,1 + 1,0 vs 68,3 1,9 %), e ndo
apresentou diferengas significativas no numero dessas células no bago. O
grupo IC comparado ao grupo controle apresentou significativa marcacao de
anticorpos para CD4 e CD8 nas areas infartada e peri-infarto por meio da
analise de imunohistoquimica. O grupo IP comparado ao grupo IC,
apresentou significativo aumento de CD4" (respectivamente, 20,9 + 6,5 vs
12,2 + 2,5, p<0,05) e de CD8" (respectivamente, 17,9 + 2,8 vs 5,8 + 1,1%,
p<0,05) na area infartada; observamos redugéao significativa na marcagao de
CD4" (respectivamente, 6,0 +1,2 vs 12,5 +4,8) na area peri-infarto, sem
alteragdes significativas na marcagéo de CD8*. CONCLUSAO: O tratamento
com piridostigmina em ratos com IAM esta associado a aumento da
atividade vagal, aumento do numero de linfocitos reguladores
(CD25'Foxp3™) no sangue periférico e maior mobilizacdo de células
inflamatdrias (CD4" e CD8") para a area infartada no miocardio, com
reducdo de CD4" na area peri-infarto, no entanto sem mudanga de CD8"
nesta regido. A mudancga do perfil inflamatoério decorrente do aumento da
atividade vagal na fase aguda do IAM, pode ser um possivel mecanismo
para explicar os beneficios detectados no remodelamento cardiaco apds o
IAM, em especial, na reducado da area de lesao e na melhora da funcao
ventricular, com uso de anticolinesterasicos.

Descritores: Infarto do Miocardio; Estimulagdo nervo vago; Linfécitos-T;
Neuroimunomodulacéo; Piridostigmina; Via Anti-inflamatéria Colinérgica



SUMMARY



Rocha JA. Interaction of autonomic activity and immunomodulatory response
in acute experimental myocardial infarction [thesis]. Sao Paulo: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2013.

INTRODUTION: The role of the parasympathetic nervous system in immune
cells is known as “Cholinergic anti-inflammatory pathway”. In previous work
has demonstrated that vagal stimulation reduces inflammation and improves
survival in experimental sepsis models. The aim of the present study evalued
the use of anticholinesterase pyridostigmine: change the number of T
lymphocytes (CD4" and CD8") conventional (CD25"Foxp3’) and regulatory
(CD25"Foxp3*) in peripheral blood, spleen, and myocardium: modifies the
concentration of cytokines (interleukin-1, interleukin-6, TNFa) in the
myocardium, and influences ventricular function after experimental
myocardial infarction (MI) in rats. METHODS: Adult male rats of Wistar strain,
weighing between 200 and 250 g were divided into 3 groups of 20 animals
each: control group (GC); untreated group without treatment (IC) and
infarcted group treated with pyridostigmine (IP). Acute myocardial infarction
(AMI) was obtained with the technique of ligation of the left coronary artery,
and the IP group received pyridostigmine dose of 40 mg/Kg/day in drinking
water starting 4 days before the AMI. All animals underwent cannulation of
the femoral artery on the day following AMI to record the blood pressure
curves, and subsequent analysis of the components of heart rate variability
(HRV), the time domain (SDNN and RMSSD) and frequency (components LF
and HF), the echocardiografic study was performed on the second day after
AMI. On the third day post-MI, mice were divided into subgroups of 10
animals, and were sacrificed in order to collet specific materials: 500 ul of
fresh peripheral blood and spleen technique for performing flow cytometry left
ventricle for measurement of cytokine ELISA, and the left ventricle to perform
immunohistochemistry. Techniques used were standardized and commonly
used in laboraties. The results were evaluated by analysis of variance
(ANOVA) multifactorial, using the GraphPad Prism with Tukey post hoc test.
RESULTS: The HF group compared to the control group showed a significant
drop in blood pressure and increased heart rate. The IP group compared to
the IC group showed higher vagal activity, characterized by a significant
reduction in HR and increase HVR (SDNN, 9.2 + 1.5 vs 5.2 £ 0.5, p< 0.05).
The echocardiography parameters evaluated showed presence of area
hypo/acinetic and reduced ejection fraction of the left ventricle in infracted
groups of equal magnitude. Regarding the number of T lymphocytes, we
found that the IC group compared with the control group showed significantly
fewer lymphocytes regulators (CD25"Foxp3*) in peripheral blood (CD4":63.5
+ 1.4 vs 70.6 + 3.2% and CD8" cells: 68.3 + 1.9 vs 76.1 + 2.8%). The IP
group compared to the IC group showed a significant reduction in the number
of conventional T lymphocytes in peripheral blood (CD4":1.5 + 0.2 vs 2.2 *
0.2%; CD8": 1.1 £ 0.1 vs 1.8 + 0.9%) and was reduced only in the spleen of
the type CD47(1.4 £ 0.2 vs 2.2 + 0,2%) with increased CD8%(1.2 = 0.1 vs 0.7
1t 0.1%). The IP group also showed a significant increase of lymphocytes
regulators (CD25"Foxp3*) in peripheral blood (CD4": 76.5 + 2.9 vs 63.5 *
1.4%; CD8":75.1 + 1.0 vs 68.3 + 1.9%), and no significant differences in the



number of these cells in the spleen. The IC group compared to the control
group showed significant labeling antibodies to CD4 and CD8 areas infarcted
and peri-infarction by immunohistochemical analysis. The IP group compared
to the IC group showed a significant increase in CD4 (20.9 £ 6.5 vs 12.2 +
2.5, p<0.05) and CD8 (17.9 + 2.8 vs 5.8 + 1.1%, p<0.05) in the infarcted
area, and we observed a significant reduction in the labeling of CD4 (6.0
1.2 vs 12.5%+ 4.8) in the peri-infraction without significant changes in the
marking of CD8. CONCLUSION: The treatment with pyridostigmine in rats
with acute myocardial infarction is associated with increased vagal activity,
increased number of regulatory lymphocytes (CD25"Foxp3™) in peripheral
blood and increased mobilization of inflammatory cells (CD4 and CD8) to the
infarcted myocardium, with reduction of these cells in the peri-infarction. The
change of the inflammatory profile due to increased vagal activity may be a
possible mechanism to explain the benefits in the evolution of myocardial
infarction, especially in the improvement of cardiac remodeling and
maintenance of ventricular function with anticholinesterase drugs.

Descriptors: Myocardial infarction; T-lymphocytes;
Neuroimmunomodulation; Vagal nerve stimulation; pyridostigmine;
Cholinergic Anti-inflammatory Pathway.
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As doengas cardiovasculares de origem aterosclerética sao
atualmente as principais causas de morte e invalidez no Brasil e no mundo,
com destaque para as doencas corondrias." Na Europa estima-se que
existam por volta de oito milhdes de individuos com angina do peito; nos
Estados Unidos, esse numero estd em torno de doze milhdes, com
incidéncia anual de 150 mil novos casos.? A Doenca Arterial Coronariana
(DAC) tem um amplo espectro de apresentagdes clinicas, mas,
seguramente, as que mais despertam interesse s&o as Sindromes
Coronarianas Agudas (SCAs), ou seja, a angina instavel e o infarto agudo do
miocardio. Esse fato é perfeitamente compreensivel, pois as SCAs se
associam a indices elevados de morbidade e mortalidade.? Dados referentes
a 2008 estimam uma mortalidade anual de aproximadamente 7 milhdes de
individuos por DAC no mundo, por isso esta patologia € considerada a maior
causa universal de morte.? Cerca de 40% dos pacientes esperam quatro
horas ou mais, antes de procurar socorro e significativo numero de pacientes
ndo chega ao hospital antes das 12 horas.? Tem-se demonstrado que 50%
das mortes por infarto agudo do miocardio ainda ocorrem na primeira hora e
talvez 80% nas primeiras 24 horas.?

No Brasil, dados epidemiolégicos mostram que em 1930 as doencgas
do aparelho circulatorio representavam somente 12% das mortes da
populagcdo e em 2003 ja respondiam por cerca de 31% dos 6bitos.® Mais

recentemente (2008), houve 318 mil mortes (152 mil mulheres e 166 mil
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homens) por doengas do aparelho circulatério no pais, das quais quase 75
mil por ocorréncia de IAM, com cerca de um milhdo e cem mil internagdes
devido a estas doencgas, perfazendo gastos totais em torno de um bilhdo e
seiscentos milhdes de reais." Assim, as doencas coronarianas tém um
grande impacto financeiro sobre o sistema de saude, constituindo-se em

cerca de 5% dos gastos com internag&o.*

11 A INFLAMACAO COMO COMPONENTE CENTRAL DAS SCAS

O processo inflamatério ndo apenas promove o inicio e evolugdo do
ateroma, mas também contribui decisivamente para a precipitacdo das
complicagbes trombodticas agudas. A inflamacédo produz uma cascata de
eventos que desencadeia a infiltracdo de células imunes, ativacdo e adesao
de plaquetas e ruptura da placa de ateroma, com oclusdo arterial
intermitente, levando a angina instavel ou infarto do miocardio.”"" Dessa
forma, a DAC pode ser considerada como uma interagcdo entre a obstrugéo
luminal e a inflamacéo intramural.

Como em todo processo de agressdo ao organismo, a injuria
isquémica do miocardio desencadeia uma série complexa de reacdes
imunoldgicas visando a reparagdo do tecido lesado.’””> A resposta
inflamatoria aguda inicia-se entre 12 e 16 horas apés a isquemia miocardica,
e é mediada por componentes da imunidade inata. Inicialmente, neutrofilos

migram para a area infartada envolvendo e removendo os cardiomiocitos
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mortos; a seguir, sdo recrutados macrofagos e linfocitos, que auxiliam os
granulécitos na limpeza das células debris, preparando a area para a
cicatrizacdo.”> A resposta inflamatoria inicial pode ser amplificada, pela
participacao de elementos da resposta inflamatéria celular e humoral que
sdo mobilizados por citocinas produzidas por diferentes grupos celulares.™
Foi demonstrado que, em consequéncia de sua destruicdo, as células
cardiacas liberam antigenos constituintes (proteinas contrateis cardiacas,
como miosina e actina), que se tornam os principais substratos para a
formagdo de complexos antigénicos, que irdo ativar linfocitos T (resposta
celular) e estimular a produgdo de anticorpos (resposta humoral),
importantes elementos do processo de reparacédo pds isquémica.''® Varios
estudos demonstram que o pior remodelamento ventricular pés infarto do
miocardio esta diretamente relacionado com os niveis de marcadores
inflamatorios liberados tais como PCR, TNFa e IL-6, assim como com a
agressividade da resposta imune global.’®? Na ultima década, inimeros
trabalhos de Tracey e cols. tém elucidado a interagdo do Sistema Nervoso
Autbnomo e o Sistema Imunologico. A atuagdo do sistema nervoso
parassimpatico em células imunolégicas vem sendo denominada “via anti-
inflamatéria colinérgica”.?"?2'** De forma breve, a ativagdo parassimpatica
utiliza o neurotransmissor acetilcolina para agir em um receptor especifico,
alfa 7 nicotinico, localizado em células inflamatdrias.'® Intervengdes que
aumentam a atividade do nervo vago (estimulagéo elétrica ou por drogas) ou
que aumentam a atividade da acetilcolina (uso de anticolinesterasicos)

podem exercer um efeito imunossupressor, inibindo a sintese de citocinas
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pro-inflamatorias  em diferentes modelos experimentais de sepse?®’

25,27,29,59,91,117,156 28,30

e inflamagdo asséptica. Entretanto, somente

recentemente tem-se avaliado a participagdo da neuromodulacdo sobre o
remodelamento cardiovascular.3?3¢7°

Em estudo prévio de nosso grupo, demonstramos o impacto positivo
desta droga sobre os aspectos morfofuncionais cardiacos em ratos
infartados. 3" Fizemos a hipdtese de que esses resultados satisfatdrios estio
vinculados a atuagé&o da piridostigmina no processo inflamatério da fase
aguda do IAM. Nesse sentido, e com o intuito de avancar nessa area do
conhecimento, o presente trabalho visa testar a hipotese de que a
administragado de brometo de piridostigmina é capaz de modular a resposta

inflamatoria que se segue ao IAM, e assim influenciar de maneira positiva o

remodelamento cardiaco, de forma a proteger a fun¢ao do érgéo.



2 REVISAO DA LITERATURA



Revisdo da Literatura 7

2.1 SINDROME CORONARIANA AGUDA E INFLAMACAO

O endotélio pode ter influéncia direta no curso evolutivo e prognéstico
das SCAs. Quando em disfuncdo, o endotélio facilita o desenvolvimento de
processos inflamatorios no interior da placa aterosclerética, provavelmente
pela transcricdo de genes pro-inflamatérios estimulada pela via do fator
nuclear kapa B.*® Esta inflamac&o intraplaca induz a sintese de potentes
metaloproteinases por macrofagos ativados na regido subendotelial
promovendo a protedlise da capa externa fibrosa, principal componente de
estabilizacdo da placa.*® O adelgacamento da placa e a vasoconstricdo
paradoxal associada ao endotélio doente, podem predispor a placa a sua
instabilizagdo e precipitar o aparecimento das SCAs.>*°

Em resposta a isquemia, as células endoteliais dos vasos localizados
na area de risco do miocardio, entram em estado de hiperatividade
caracterizado por: exagerada produgao de ROS, de citocinas inflamatarias. e
de moléculas de adesao; e comprometimento das membranas intercelulares,
com disfuncédo da barreira endotelial e aumento da permeabilidade.*’ Estas
alteragdes promovem e facilitam a migragao de leucdcitos e outras células
inflamatdrias para dentro do tecido miocardico lesado.** A célula endotelial
também esta capacitada a exercer uma fungdo basica da resposta imune
que é a apresentagdo de antigenos.**® Ela pode entdo, interagir com os

linfocitos T CD4", que participam do processo produzindo citocinas,
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recrutando mais células, expandindo a resposta imune e migrando para o
interior do tecido. A resposta inflamatéria desencadeada pela lesao do
endotélio, mediada principalmente por mondcitos e linfécitos T no tecido,
inicialmente protetora, pode se perpetuar, com recrutamento continuo de
novas células através da liberacdo de citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento e enzimas liticas, indugédo de moléculas de adesdo, migragao
de células musculares lisas e formagao de tecido fibrotico.>**

A presenca de neutrdéfilos e macréfagos no sitio da injuria aumenta da
lesdo das células endoteliais, de forma direta e mediada por proteases e
pela producdo de diferentes citocinas.*® Dentre varias citocinas envolvidas
no IAM, podemos destacar: IL-103, IL-6, TNFa.

Em modelos experimentais de ratos, observou-se que, 6 horas apods a
oclusdo da artéria descendente anterior, ha um aumento pronunciado na
expressdo de mRNA de IL-1R e IL-6 na area infartada, e também na regido
nao infartada. Essa expressao continua aumentando até 12h apods ocluséao,
e depois declina rapidamente, ndo sendo detectado aumento significativo a
partir do terceiro dia.*® Nesse mesmo estudo, ocorreu também um aumento
significativo na expressdo de mRNA de TNFa em area infartada e néo
infartada, chegando a incremento maximo ao redor do primeiro dia pos
isquemia.*® A citocina TNFa facilita a mobilizacdo do NF-kB para dentro do
nucleo celular propiciando, dessa forma, a produgao de outras citocinas proé-
inflamatdrias.'®? Isso ocorre nas células endoteliais, levando a disfungao
endotelial, bem como ativagdo das células imunes, tendo como

consequéncia, a amplificagdo da cascata inflamatéria de maneira autocrina e
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paracrina, resultando em um circulo inflamatério vicioso.*” Nesse contexto,
durante o processo de injuria por isquemia/reperfusdo, o TNFa contribui ndo
apenas na injuria reversivel, tais como disfungcéo endotelial e disfungdo de
contragdo miocardica, mas também na injuria irreversivel, como no infarto
do miocardio.*®

A IL-6 nao é produzida apenas pelas células imunes e células imunes
acessoérias incluindo mondcitos e macréfagos, mas também pelas células
endoteliais, ceélulas da musculatura lisa vascular e cardiomiocitos
isquémicos.** O aumento dos niveis de IL-6 durante o processo de
isquemia-reperfusdo correlaciona-se com diminuicdo da contratilidade
cardiaca, queda da fracdo de ejecdo, redugdo da capacidade funcional, e
pior progndstico.***® A IL-6 e IL-1R atuam sinergicamente promovendo a
reabsor¢gdo de tecido necrotico, remodelamento da matrix e cicatrizagao.
Além disso, elas podem estar envolvidas na inducédo precoce de fibrose e
hipertrofia cardiaca compensatéria do miocardio n&o infartado; no entanto,
parecem nao exercer fungdo importante a longo prazo no remodelamento
cardiaco.*®

Ainda que o intenso processo inflamatério ocorra no miocardio, €
possivel detectar aumento de mediadores inflamatorios no sangue periférico.
Varios estudos tém documentado a reposta inflamatéria sistémica ocorre
em pacientes com |IAM: ha um estimulo para a expressido de IL-1, IL-6 e
TNFa em leucdcitos;*™™* observa-se niveis elevados de TNFa, que parece

ser um importante indicador da severidade do IAM e da ocorréncia de

Insuficiéncia Cardiaca.>
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2.1.1 Isquemiareversivel

Durante a evolugdo da isquemia miocardica prolongada, o processo
de reperfusdo é um requisito primordial para salvar os cardiomiocitos, e uma
terapia de reperfusdo precoce € certamente a mais efetiva estratégia para
reduzir o tamanho da lesdo em pacientes com infarto agudo do miocardio.*®
A restauragdo do fluxo sanguineo, contudo, desencadeia uma série de
eventos que eventualmente culmina em aceleragcdo da apoptose, da qual
pode paradoxalmente reduzir os efeitos benéficos da terapia de
reperfusd0.%® A reperfusdo miocardica produz lesdo tecidual imediata que
envolve duas fases inter-relacionadas: uma fase precoce desencadeada
pelo endotélio, e uma mais tardia, que é amplificada pelos neutrdfilos.>” O
dano ao miocardio devido a injuria por isquemia/reperfusao é primariamente
causada por citocinas pro-inflamatérias tais como fator de necrose tumoral
(TNF)-a*®*° e espécies reativas de oxigénio (ROS).**'** O actimulo de
neutréfilos pode estar envolvido na patogénese da apoptose de
cardiomidcitos pela liberagdo de varias citocinas.?® Durante ativagdo estes
neutrofilos geram ROS, mas também secretam mieloperoxidase (MPO). A
MPO é a mais abundante proteina nos leucécitos e potente oxidante
envolvido na injuria tecidual e remodelamento®' e esta elevada em pacientes
com IAM® sendo fator de risco para mortalidade a longo prazo.?® A injdria
de reperfusdo esta associada com uma cascata inflamatoria que perpetua
ainda mais os danos ao tecido cardiaco apos o periodo de isquemia. Todo

este processo leva a uma rapida ativacao do fator de transcricdo NF-kB, que
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tem atuacdo em uma variedade de processos biolégicos incluindo resposta
: . = : = 45,64-67 C :

imune, inflamacao, proliferagcao e apoptose. Sob condi¢cdes normais, o
NF-kB é inativado pela subunidade inibitéria |IKappa B, mas quando ha
injuria tecidual, o NF-kB, pode ser ativado por varias substancias locais,
inclusive a ROS.®® A ativagdo do NF-kB induz a expressdo coordenada de
genes de varios mediadores inflamatérios, incluindo interleucinas, citocinas e
moléculas de adesdo®®, responsaveis pela agregacgao de leucdcitos no

endotélio vascular.”®

2.1.2 Isquemiairreversivel

A injuria celular que resulta da isquemia irreversivel leva a alteragbes
da funcgao tecidual responsaveis pelo fenbmeno chamado de remodelamento
ventricular. Estresse oxidativo e inflamacgao celular e humoral sdo elementos
chaves deste processo. Em camundongos, assim como em humanos, a
elevagdo dos marcadores de inflamagao durante do infarto do miocardio é
preditora do desenvolvimento de miocardiopatia isquémica e da evolugao
clinica adversa. """ O tecido miocardico irrigado pela artéria coronaria
ocluida consiste de um nucleo necrético central que expande do endocardio
para o epicardio durante a isquemia miocardica, cercado pela area peri-
infarto com cardiomidcitos ainda isquémicos. A reperfusdo limita a
progress&o do nucleo necrotico central, e por outro lado da inicio a eventos
moleculares que causam lesao de reperfusido letal na zona peri-infarto. O

nucleo necrotico, a area peri-infarto isquémica e o miocardio reperfundido
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sao fontes distintas de mediadores que podem ser reconhecidos por vias
inflamatdrias especificas.®® Além das alteracdes locais, existe também uma
resposta sistémica que consiste de mediadores liberados do miocardio
lesado e ativacio de células circulantes.®®

O processo de cicatrizagdo apos infarto agudo do miocardio resulta
de wuma combinacdo de danos entre cardiomiécitos necréticos,
desestruturacdo da matriz extracelular e composicdo do colageno.
Blankesteijn e cols." relacionaram o processo de restabelecimento cardiaco
em quatro fases: de 6 horas a 4 dias ocorre a morte dos cardiomiocitos (fase
1). Uma resposta inflamatoria aguda comega em 12 a 16 horas apos o inicio
da isquemia (fase 2). Neutrdéfilos granuldcitos migram para a area infartada
atingindo um pico em 24 a 48 hs apos o infarto. A principal fungdo dos
granuldcitos € fagocitar e remover os cardiomiocitos mortos. Em seguida, os
macrofagos e linfécitos acompanham os granuldcitos para dentro da area
infartada e ajudam na limpeza das células debris. Dois ou trés dias apos o
infarto do miocardio, a formagdo de tecido de granulagdo inicia-se na
margem da area infartada (fase 3). Finalmente, o remodelamento e
cicatrizagdo da area infartada inicia-se de 2 a 3 semanas e continua por 1
ano apos o infarto do miocardio (fase 4). A limpeza de células debris pelos
neutréfilos, mondcitos e macrofagos € um componente critico da cicatrizagéo
do infarto, no entanto, a modulagao desta resposta inflamatéria é importante
para prevenir excessiva degradagao tecidual levando a expansao do infarto
e insuficiéncia cardiaca.” O desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca apos

IAM é determinado pelo: tamanho da area necroética; resposta cicatricial que
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ocorre nos dias e semanas apos o0 evento e o remodelamento cronico da
cicatriz do infarto, regido peri-infarto e ndo infartada do ventriculo
esquerdo.”>’® Remodelamento &€ um processo cronico, mediado por
mudangas estruturais progressivas em cardiomiécitos e na matrix
extracelular (MEC), levando a dilatagdo de VE, piora da fungéo sistélica e
potencialmente o desenvolvimento de arritmias ventriculares, insuficiéncia
cardiaca e subsequente mortalidade cardiovascular’’"® Como durante o
processo IAM ocorre ativacdo do NF-kB que medeia um inadequado
remodelamento de VE e a deterioracédo funcional®, tem-se sugerido que o
bloqueio da ativagdo do NF-kB seja uma nova abordagem para prevenir o

remodelamento de VE adverso.*®

2.2 RESPOSTA IMUNE INATA POS-ISQUEMIA MIOCARDICA

A fase inicial da inflamagdo pos-isquémica € caracterizada pela
ativacdo da resposta imune inata.®® Recentemente, trabalhos tém
demonstrado que o numero de leucdécitos no sangue periférico, e a razéao
polimorfonucleares / linfécitos, nas primeiras horas de infarto tem forte valor
preditivo de morte em pacientes com infarto agudo do miocardio.?'®* Outros
estudos mostram que neutrofilia®* e em menor extensdo monocitose e
linfopenia também s&o marcadores de prognéstico pés infarto.®>% Meissner
e cols.®” relatam que o numero de polimorfonucleares é um biomarcador de

progndéstico no remodelamento crénico do ventriculo esquerdo.
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No IAM os macréfagos sdo funcionalmente heterogéneos e podem
ser classificados respectivamente em My e M,, baseados na expressao de
marcadores de superficie. Os macrofagos My de primeira resposta, séo
predominantes no terceiro dia pos IAM a exibem altos niveis de expressao
de mediadores proé-inflamatérios; os macrofagos M, de resposta tardia,
predominam no quinto dia pos IAM, e expressam, além de genes proé-
inflamatadrios, altos niveis de citocinas anti-inflamatdrias IL-10 e altos niveis
de genes de reparacdo.®

Como parte importante do sistema imune inato, os receptores Toll-like
(TLRs), foram descritos em 1997 por Medzhitov e cols.®® Esses receptores de
sinalizagdo encontram-se expressos em células apresentadoras de
antigenos (macrofagos, células dendriticas) e varios tipos de células
parenquimais, incluindo os cardiomiocitos e células endoteliais. Matzinger e
cols®, ja em 2002, descreveram um modelo de imunidade (danger model)
baseado na idéia de que o sistema imune inato responde a entidades
endoégenas que causam injuria, ao invés de apenas a estimulos externos. A
isquemia cardiaca induz a producgao de “sinais de perigo enddégeno”, refletida
na expressdo de diversas proteinas n&o reconhecidas como self,
denominadas DAMPs (danger-associated molecular patterns), que ativam os
TLRs para iniciar uma resposta inflamatéria via NF-kB.*® A interacdo DAMPS
— TLRs desencadeia uma reacéo inflamatoria, envolvendo influxo de células
inflamatorias e a produgéo e liberagao de citocinas, via translocagéo nuclear
do NF-kB. A inibicdo da sinalizagdo dos TLR pode ser outra estratégia para

modular a inflamag&o e melhorar a sobrevida no IAM. Ligantes endégenos
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dos TLR, descritos como sinais de perigo ou danger-associated molecular
patterns (DAMPs), sdo produzidos na miocardiopatia isquémica e promovem
recrutamento e ativacdo de células mieloides pro-inflamatérias apos IAM.”"
Camundongos deficientes de TLR4 exibem uma diminuicdo no recrutamento
de células mieloides, reducdo nos niveis de expressao de citocinas pro-
inflamatérias e diminuicdo nos niveis de atividade da matrix de
metaloproteinases em area infartada apdés |IAM. Esta resposta inflamatdria
diminuida esta associada com atenuagdao do remodelamento ventricular e

melhora da funcéo sistdlica.®

2.3 RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA POS-ISQUEMIA MIOCARDICA

A resposta imunolégica adaptativa € acionada quando a resposta
imunoldgica inata ndo esta sendo suficiente para a erradicacédo “dos
antigenos”. O fator de transcricdo NF-kB, além de amplificar e estender a
imunidade inata pela inducdo de moléculas efetoras e estimular a produgao
de ROS, também promove uma ligacdo molecular entre o sistema imune
inato e adaptativo. Isto envolve uma maior producédo de proteinas MHC e
CD80/86 em ceélulas apresentadoras de antigenos resultando em resposta
mediada pelos linfocitos T, que sao as principais células envolvidas na
resposta adaptativa.®>** A fungao inflamatoria do fator de transcricio NF-kB
persisti através da resposta imune adaptativa, ativando ambos antigenos e

receptores co-estimuladores em linfécitos B e T assim como estimulando o
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fator de ativagao da célula B (BAFF) para induzir diferenciagdo e sobrevida
das células B.%*%°

As células T CD4" podem ser subdivididas em subpopulacdes de
células helper (Th1, Th2, Th17, Treg) devido aos diferentes padrbes de
secrecao de citocinas. Células Th1 produzem citocinas pro-inflamatérias
inteferon (IFN), interleucina (IL-2) e fator de necrose tumoral (TNF)-a, e séo
efetivas na inducao de resposta imune celular pela ativagdo de macrofagos e
inicio da inflamacd0.%*" As células Th2 secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13,
citocinas que promovem alergia e sdo muito efetivas para auxiliar as células
B na producdo de anticorpo, e, além disso, elas também suprimem a
inflamacdo Th1 dependente.’®®" Em trabalho recente demonstrou-se que os
subtipos de linfécitos T CD4" predominantes no IAM sdo Th1 e células T
reguladoras, portanto o subgrupo Th2 e Th17 encontram-se em menor
quantidade.®® Em pacientes com IAM uma relagdo elevada entre Th1/Th2
esta associada a dilatacdo ventricular, disfuncao sistdlica, e piora da classe

I'® e & preditora de maiores eventos cardiovasculares.”® No IAM a

funciona
causa da resposta autoimune patoldgica pode residir em uma quebra de
tolerancia, devido a uma regulagdo deficiente de um compartimento do
linfocito T.** Um novo componente das células T reguladoras conhecida
como CD4'CD25" Tregs é especializada na supressdo de resposta imune
patogénica Th1 contra antigénos proprios e n&o-proprios e controle da
homeostase das células T."° A maioria, sendo todas as células Treg sdo

células CD4" e expressam a molécula CD25 (IL-2Ra). A expresséo de CD25

em células Treg é crucial para a geragao, sobrevida e fungdo dessas células.
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Camundongos deficientes de IL-2 ou CD25 desenvolvem uma doenca
linfoproliferativa com manifestacdes autoimunes que pode ser revertida pela
administracdo de IL-2 nestes animais.” Estudos recentes sugerem que a
expressao de um fator de transcricdo Foxp3, independente da expressao de
CD25 ou restricdo de MHC, define naturalmente a ocorréncia da linhagem
de células Treg."" Ao contrario de CD25 , a Foxp3 é exclusivamente
expressa pelas células Tregs, mas ndo ativada pelas células T, por isso
torna-se um marcador confiavel para quantificagdo de células Treg em
sangue periférico.'*'% Em pacientes com DAC, o subtipo T CD4*CD25*
foram divididos em dois grupos distintos Foxp3® e Foxp3 .As células T
CD4*CD25*Foxp3* foram consideradas Tregs.'™ A proporcdo de células
Foxp3* no total de CD4*CD25" varia de 32.1% a 93.4%." As células
CD4"'CD25'Treg estdo envolvidas na manutencdo da auto-tolerdncia e
suprimem respostas imunes aberrantes ou excessivas.'® As células
dendriticas, células apresentadoras de antigenos profissionais, podem
induzir e expandir as células Treg, sugerindo que o acumulo de Treg
depende de um estimulo periférico continuo, talvez via apresentacdo de
antigenos teciduais pelas células apresentadoras de antigenos residentes.'®
Dados da literatura sugerem que, em individuos com SCA, ha reducéo e
disfungdo (comprometimento de sua fungdo supressora sobre ceélulas T
efetoras) do linfécito Treg CD4°CD25" e redugdo da expressdo de Foxp3,
quando comparados com individuos normais e com angina estavel."”” A
reducao dos linfocitos CD4"CD25 Foxp3™ foi consistente com a expanséo de

células Th1 em pacientes com angina instavel. A relagcdo inversa entre
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CD4'CD25'Foxp3* e células Th1 deve contribuir para a instabilizacdo da
placa de aterosclerose nestes pacientes.'® Em individuos com SCA ocorre
um significativo aumento de Th17 e citocinas relacionadas e uma reducéo de
Treg e citocinas relacionadas comparados aos individuos normais e com
angina estavel. Esta anormalidade é consequéncia de um desequilibrio na
relacdo Th17/Treg.'® e pode ser explicada pelo processo de apoptose das
células Treg na angina instavel e infarto agudo do miocardio.'®

Com relacdo a linfocitos T CD8*, verificou-se que o pico de acdo
desta célula encontra-se no sétimo dia pos-IAM.8""° Células T CD8* que
expressam receptores de angiotensina tipo 2 e células T reguladoras que
expressam receptor de quimiocina CCR5 promovem efeitos anti-
inflamatorios e sustentam a cicatrizagdo pos IAM em camundongos. O efeito
destas células pode ser, em parte, pela liberagao da citocina anti-inflamatéria
IL-10."%°"%¢ Estudo recente com camundongo mostrou que além de células
CD4" , ocorre aumento da proliferacéo de células CD8" no sétimo dia pos
IAM. No entanto isto ndo ocorre em camundongo knockout de MHCII, o que
sugere que as células CD4" restritas da classe Il do MHC s&o necessarias
para que as células CD8" tornem-se ativadas ap6s o IAM. Em camundongos
normais a ativacdo de células CD8" mostrou-se ser importante no processo
de cicatrizacédo pos IAM, portanto a alteracdo na proporcdo de CD4" e CD8*
em ratos knockout de MHCII ou de seus receptores, deve contribuir para o
maior indice de ruptura ventricular e pior sobrevida pds infarto destes

animais.™°
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A presenga de auto-anticorpos contra proteinas contrateis cardiacas
(miosina e actina) foi detectada em soro de pacientes com |IAM, sendo estes
anticorpos contra tais proteinas, considerados marcadores de resposta
imune especifica contra miocardio apds IAM.'*1811"114 5 complexo miosina
cardiaca-linfocito T especifico pode desencadear inflamagdo miocardica e
levar ao remodelamento ventricular, sugerindo que a miosina cardiaca pode
ser o principal antigeno que desencadeia a resposta imune."”""® Além disso,
foram encontrados diferentes tipos de anticorpos cardiacos contra
tropomiosina e actina em pacientes infartados durante 3 meses apds o
evento. Estes achados indicam que os anticorpos anti-miosina e
tropomiosina cardiacas podem estar relacionados com o dano miocardico e
o desarranjo da fungéo cardiaca, aventando que, a autoimunidade apés IAM

piora o remodelamento ventricular.’*'®

2.4  VIA ANTI-INFLAMATORIA COLINERGICA

A ligacado funcional entre o sistema nervoso parassimpatico e o
sistema imunologico foi sugerida ha mais de 40 anos, quando foi descrita a
atenuacdo da citotoxidade do linfécito T pela estimulagdo colinérgica
muscarinica.”'® Entretanto, somente na ultima década é que estdo sendo
identificadas as vias de sinalizagdo, os grupos celulares, e potenciais
mediadores que conectam esses dois importantes sistemas de homeostase

do organismo. Estudos realizados pelo grupo de Tracey K e cols.
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contribuiram enormemente para o} conhecimento nessa

: 1,22,27,91,117,118,119,144,151
areq.21:22.27.91,117,118,119,144,15

Descreveram inicialmente que a ativacdo do
nervo vago (elétrica ou com uso de agonistas colinérgicos) reduz a resposta
inflamatéria em modelos experimentais de sepse; em trabalhos
subsequentes, esse grupo cunhou a teoria do “Reflexo Inflamatdrio”. Como
todo arco reflexo mediado pelo sistema nervoso, € composto por uma via de
informacgéo aferente, areas de integragdo no SNC e uma efetora eferente.
De forma breve, verificou-se que mediadores inflamatérios (citocinas)
produzidos em tecidos periféricos “notificam” o SNC da presenca de
inflamacdo no organismo, por acgdo direta em areas centrais ou por
estimulacdo de aferéncias do nervo vago; nas areas centrais ocorre a
integracdo dos sinais e desencadeamento da resposta inflamatoéria global,
incluindo a ativacdo da via eferente do parassimpatico, mediado em
especial, pelo nervo vago; o nervo vago, cujo neurotransmissor é acetilcolina
(via colinérgica) inerva varios componentes ou oOrgdos do sistema
imunoldgico (sistema reticulo endotelial), como linfonodos, figado e bacgo; a
ativagdo do vago leva a reducdo da produgédo de citocinas pelo baco de
forma significativa, e como consequéncia uma redugao intensa da resposta
inflamatoria (em modelos de inflamagédo séptica e asséptica). No reflexo

inflamatorio, o vago é o elemento mais importante no brago eferente (Figura

1).
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Figural— Neuro modulagao: Reflexo Inflamatorio

Blalock e cols.'® sugeriram que o sistema imunolégico, vinculado ao
sistema nervoso central, funcionaria como um “sexto sentido”, capaz de
detectar a invasdo microbiana e outras substancias inflamatérias, de
retransmitir estas informacdes ao cérebro, e de desencadear respostas que
irdo interferir no processo inicial.

Recentes estudos tém relacionado a hiperatividade parassimpatica,
obtida por meio de drogas ou pela estimulagao direta do nervo vago, como
mecanismo contra-regulador da liberagao de citocinas e EROs durante um

processo inflamatdrio.?*? (Figura 2).
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Figura2- Interacdo entre via anti-inflamatoria colinérgica e sistema
reticulo endotelial

Dentre vias de sinalizacdo e as células envolvidas nesse processo,
descreveu-se o importante papel dos macréfagos (resposta imunoldgica
inata). Estudos em animais indicam que o neurotransmissor liberado pelo
nervo vago, a acetilcolina, & capaz de inibir a produgdo de citocinas pelos
macrofagos localizados no bago, ligando-se aos receptores do tipo
nicotinico, mais especificamente, receptores a-7 nicotinicos.

Ainda que ambos os receptores para acetilcolina, nicotinicos e
muscarinicos, sejam encontrados nos macrofagos, somente os receptores a-
7 nicotinicos exercem fungdo relevante na via anti-inflamatodria
colinérgica.’®?"'?! Pesquisas com camundongos knockout para o receptor

alfa7 nicotinico mostraram claramente, in vivo, o importante papel dessa
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subunidade na via anti-inflamatéria colinérgica: esses animais sdo mais
sensiveis a estimulos inflamatdrios porque liberam maiores quantidades de
TNFa, IL-1, IL-6 no sangue quando comparados com animais selvagens;
nao se observa significativa redugcéo da producdo de citocinas no bago e no
figado (TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, e HMGB1) por meio da estimulagéo elétrica do
nervo vago'®; macréfagos peritoniais isolados desses animais n&o
respondem a acetilcolina nem a nicotina, e quando estimulados, continuam

a produzir TNFa mesmo na presenca desses Iigantes.22

nervo vago

e
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Figura 3 - Mecanismo de agdo da via anti-inflamatéria colinérgica

A ativacdo do receptor a-7 nicotinico desencadeia uma série de
mecanismos de sinalizagdo que em células inflamatdrias exercem efeitos
anti-inflamatérios diretos através da diminuicdo da translocagao para o
nucleo do fator de transcricdo NF-kB ,ou indiretos através da ativacéo do
fator transcricional STAT3, via fosforilagdo pela JAK2."?*"'%° O receptor de

acetilcolina do subtipo a-7 nicotinico esta presente em macréfagos, e
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também pode ser identificado em outros importantes grupos celulares, como
linfocitos e células endoteliais.'’®'?® Desta forma, o reflexo anti-inflamatério
também tem importante influéncia na resposta imunoldgica adaptativa.

A importancia do via anti-inflamatéria colinérgica esta se expandindo
para modelos experimentais de doengas cardiovasculares, onde a resposta

inflamatoria estda bem estabelecida ?!?334110.127,135164

A estimulacao
colinérgica no modelo animal de injuria isquemia/reperfusdo miocardica se
associou a diminuicdo dos niveis de citocinas pro-inflamatérias TNFa e
HMGB1%® e promoveu redugdo da area de infarto e melhora de parametros

%37 Pportanto, apés a reperfusdo

funcionais do ventriculo esquerdo.
miocardica, a “lesdo residual” mediada por aumento do estresse oxidativo e
liberac&o de citocinas pré inflamatdrias, pode ser modulada pela ativagao do

Sistema Nervoso Autonomo (SNA).

2.5 ESTIMULACAO COLINERGICA COM PIRIDOSTIGMINA

O brometo de piridostigmina € um composto amdnico quaternario que
inibe a hidrolise de acetilcolina pela ligacdo reversivel com a
acetilcolinesterase, aumentando a permanéncia deste neuromediador na
fenda sinaptica. Ele é usado clinicamente no tratamento de Miastenia Gravis,
assim como na profilaxia contra a intoxicacdo por organofosforatos'?® e

como suposto tratamento para doencga cardiaca.?™
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Com relacéo as suas acdes cardiovasculares, existe evidéncia que a
piridostigmina reduz a frequéncia cardiaca, melhora a funcdo diastdlica
ventricular e reduz a dispersdao do intervalo QTc em individuos
normais.130'132'134

Em estudo prévio de nosso grupo, demonstramos que a
administragcdo de piridostigmina em ratos Wistar submetidos ao infarto do
miocardio por meio da ligadura da coronaria esquerda: reduziu a area de
acinesia (maior que 80%), verificada tanto pelo ecocardiograma, quanto pela
histologia; e recuperou as funcgdes sistolica e diastolica do ventriculo
esquerdo, com normalizacdo da pressao diastélica final e das derivadas de

contracao e relaxamento da cavidade. Esses efeitos foram observados em

trés diferentes momentos: 7, 21, e 42 dias ap6s infarto do miocardio.*

2.6 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE DO ESTUDO

Considerando-se que: a resposta inflamatéria € um mecanismo
determinante no processo de remodelamento ventricular apés IAM; uma
intensa resposta inflamatoria se associa a pior funcéo ventricular pés IAM; o
aumento da atividade vagal reduz a resposta inflamatéria em diferentes
modelos animais; novas abordagens sdo necessarias para prevenir o
remodelamento e disfungdo do miocardio apods o infarto agudo do miocardio;
fizemos a hipotese de que a estimulagdo parassimpatica farmacologica €

capaz de interferir precocemente na resposta inflamatoria que se segue a
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isquemia miocardica no modelo de IAM no rato. Esse seria um dos
potenciais mecanismos pelos quais ocorre a melhora da fungdo miocardica

ja descrita em estudo prévio do nosso grupo.



3 OBJETIVOS
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do acetilcolinesterasico, brometo de piridostigmina,
sobre a resposta inflamatéria na fase aguda do infarto do miocéardio

experimental em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em ratos submetidos a ligadura da coronaria esquerda,
tratados ou ndo com piridostigmina, no terceiro dia apos o procedimento, os

parametros abaixo descriminados:

1 - pressao arterial sistolica e diastdlica, frequéncia cardiaca e variabilidade
da frequéncia cardiaca - inferidas por meio da analise de curvas de

pressao arterial registradas de forma direta (intra-arterial);

2 - fungado sistdlica, diastdlica, e area de hipo/acinesia do ventriculo

esquerdo, obtidos por meio do exame de ecoDopplercardiografia;

4 - concentragao de IL-1B3, IL-6 e TNFa no ventriculo esquerdo, por meio da

quantificacao protéica com a técnica de ELISA,;



Objetivos 29

5-

a presenca de linfocitos T, CD4" e CD8" no ventriculo esquerdo (area
infartada e regido peri-infarto), por meio da técnica de

imunohistoquimica;

numero de linfécitos T CD4" e CD8" ativados no sangue periférico e em
macerado do bago, e porcentagem dos subtipos convencionais (Foxp3’)

e reguladores (Foxp3"), por meio da técnica de citometria de fluxo.



4 MATERIAIS E METODOS
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4.1  ANIMAIS

Para realizacdo deste estudo foram utilizados ratos da linhagem
Wistar, machos adultos, com peso variando entre 200 e 250 g, provenientes
do biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo e
mantidos no Biotério da Divisdo de Experimentacdo do Instituto do Coragao,
em condigbes sanitarias de biotério convencional, com controle de
temperatura (22 a 24 °C) e controle de luminosidade (12h de claro e 12h de
escuro).

A racdo fornecida foi a Nuvilab da marca Nuvital, peletizada e que
preenche todas as necessidades nutricionais de roedores. O manejo dos
animais obedeceu aos principios éticos da experimentagdo animal da
Sociedade Brasileira da Ciéncia de Animais de Laboratorio
(SBCAL/COBEA).

O Estudo foi aprovado pelo Comissdo de Etica do Hospital das
Clinicas e da Faculdade de Medicina da USP (CAPPesq) com registro de n*

0629/09 e com apoio financeiro da CNPq .
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4.2 SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Os animais foram separados em 3 grupos: 1 grupo controle e 2
grupos infartados, para cada avaliagao, no terceiro dia pés infarto:

Grupo Controle (GC): animais sem tratamento e sem infarto

Grupo Infartado: animais infartados sem tratamento (IC) e animais

infartados tratados com brometo de piridostigmina (IP)

O brometo de piridostigmina (Sigma) foi administrado aos animais na
concentragdo de 0,2 mg/ml™ e na dose de 40 mg/Kg/dia, conforme protocolo
prévio de nosso laboratério.>’

Conforme esquematizado na figura 4, iniciou-se o tratamento com
piridostigmina quatro dias antes do infarto. A escolha deste tempo deveu-se
a necessidade de evitar niveis séricos irregulares e prejuizo na agao
farmacologica da droga, visto que o animal precisou ser anestesiado varias
vezes para realizagao dos procedimentos descritos abaixo, interferindo desta
forma, no nivel de consciéncia e na ingestao de agua com medicamento no

periodo pds infarto.

! ! ! ! |

Inicio _ Sacrificio e
pirido IAM Canulaggo VFC e ECO Retirada de
dia-4 dia 0 dial dia 2 Sgltecidos
: _dia3

Figura4 - Sequéncia do experimento
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O dia do infarto foi considerado dia “0”, e a canulacdo da artéria
femural foi realizada no primeiro dia pds infarto (dia 1). No segundo dia (dia
2) pela manha foram realizados os registros das curvas de presséao arterial
(para posterior analise da PA e da variabilidade da frequéncia cardiaca) com
o animal alerta e a tarde foi realizado o estudo ecocardiografico com o
animal anestesiado. No terceiro dia pés IAM (dia 3) os animais eram
anestesiados e submetidos a eutanasia para retirada de sangue e tecidos,
de acordo com protocolos ja estabelecidos: administragdo de dose letal de
anestésico, seguida de retirada rapida de sangue, coragdo e bago (o
material foi utilizado para analise de citometria de fluxo e dosagem de
citocinas) ou anestesia seguida de perfusdo do animal com solugdo de

cloreto de potassio (material coletado foi enviado para imunohistoquimica).

43 MODELO EXPERIMENTAL DE IAM E CANULACAO DA ARTERIA
FEMORAL

A inducao do infarto do miocardio foi realizada sob anestesia com
ketamina (80 mg/Kg e xilazina 12 mg/Kg). Apés o animal ser intubado e
colocado em ventilagdo mecanica (Intermed, Inter 3, Sdo Paulo, SP) foi
realizada uma toracotomia esquerda no 4° espaco intercostal. O pericardio
foi aberto e o atrio esquerdo afastado para visualizagcdo da veia
interventricular anterior como referéncia a artéria. Posteriormente induziu-se

o IAM através da ligadura da artéria interventricular anterior a 2-3 mm da
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ponta da auricula esquerda com um fio prolene 6-0 (Figura 5). A realizagéo
bem sucedida do infarto foi constatada pela observacédo do desenvolvimento

de uma cor palida no miocardio distal & regido da ligadura."®

Figura5- Inducgao do Infarto do Miocardio em rato Wistar. A: ligadura da
artéria interventricular anterior, B: coloragdo palida em area
infartada

No primeiro dia apds infarto, os animais foram submetidos a
implantagdo cateter de polivinil em artéria femoral. Os cateteres foram
confeccionados em tubo de polivinii Tygon (15 cm) tendo uma das
extremidades conectada a um outro tubo de polivinil com diametro menor
(PV — 10) e 5 cm de extensdo. Os ratos foram anestesiados por via
intraperitoneal com Ketamina (80 mg/Kg) e Xilazina (12 mg/Kg). O animal foi
colocado em decubito dorsal e a tricotomia foi feita na regido medial do
membro posterior esquerdo. Apds a realizacdo da incisdo, o cateter foi
inserido na artéria femoral, passado subcutaneamente e exteriorizado no

dorso do animal, proximo a regido cervical.
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4.4  ANALISE DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA

Os valores de PA, FC e variabilidade de frequéncia cardiaca foram
calculados com as curvas de pressdo registradas no segundo dia apos o
IAM, com o animal acordado.

A cénula arterial foi conectada a um transdutor eletromagnético
(Blood Pressure XDCR; Kent Scienticif, Torrington, CT) que, por sua vez,
estava conectado a um pré-amplificador (Stemtech). Sinais de curvas de
pressdo foram gravados durante um periodo de 30 minutos em um
microcomputador equipado com um sistema de aquisigdo de dados (Windaq,
2-kHz, DATAQ, Springfield, OH), permitindo analise dos pulsos de pressao,
batimento-a-batimento, com uma frequéncia de amostragem de 2000 Hz. Os
valores de frequéncia cardiaca foram derivados do sinal pulsatil da presséo
artérial."*®
Cada batimento cardiaco foi identificado através da utilizagdo de
algoritmo implementado no Windaq/DATAC, que automaticamente realiza a
detecgao dos intervalos R-R da onda do evento sistdlico e da onda do sinal
de pressdo arterial. Apos esta leitura automatica, foi realizada uma
verificagcdo por inspecdo visual, para identificar e/ou corrigir alguma
marcacgao incorreta.

Em seguida foi gerada a série temporal de cada sinal a ser estudado,
isto &, o intervalo de pulso cardiaco (tacograma) e da presséo arterial
sistolica (sistograma). Os dados foram armazenados em arquivos e

utilizados posteriormente na analise espectral. A faixa de frequéncia de
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interesse para analise espectral no rato encontra-se no intervalo que vai de 0
até 3Hz."381

A poténcia espectral foi integrada em trés faixas de frequéncia de
interesse: altas frequéncias (HF) entre 0,75 e 3,0 Hz, baixas frequéncias (LF)
entre 0,20 e 0,75 Hz e muito baixas frequéncias (VLF) menores que 0,20 Hz.
Devido ao nosso tempo de coleta dos sinais de interesse para a analise
espectral, esse estudo ndo abordou as VLF.

Os indices baseados na medida dos intervalos RR individualmente,
como SDNN (desvio-padrédo da média de todos os intervalos RR normais,
expresso em milisegundos), representam a variabilidade global e refletem a
atividade de ambos, parassimpatico e simpatico.”™” A variavel RMSSD (raiz
quadrada da média das diferengas entre intervalos RR normais adjacentes,
expressa em milisegundos, ou seja, o desvio-padréo das diferengas entre
intervalos RR normais adjacentes) reflete predominantemente a modulagéo

vagal para o coragao.

45 AVALIACAO DA AREA INFARTADA POR ECOCARDIOGRAFIA

O exame ecocardiografico foi realizado no segundo dia poés infarto
para a quantificagcdo da area infartada, avaliacdo da fungao ventricular, e
seguiu as recomendagdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia.'*
Utilizou-se o equipamento SEQUOIA 512 (ACUSON Corporation, Mountain

View, CA), com transdutor de 15 MHz. As imagens foram feitas a uma em
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frequéncia de 13,0 MHz, para otimizagcdo da resolugcdo e a penetracédo do
animal. Para registro das imagens foi utilizado gel de transmissdo para
ultrassom de viscosidade média/alta (General Imaging Gel, ATL. Reedsville,
USA). As imagens foram armazenadas em CDs, em discos Opticos (Sony
128Mb) e em papel fotografico, geradas através de impressdo colorida
(Sony, Color Video Printer Mavigraph UP-5600 MDU).

Os exames foram realizados por um unico observador, com o0s
animais anestesiados com uma solu¢do de ketamina (80 mg/Kg) e xilazina
(12 mg/Kg), através de injeg&o intra-peritoneal. Apos a sedagdo os animais
foram colocados em decubito dorsal, em uma mesa cirurgica apropriada
para o posicionamento do transdutor no hemitérax esquerdo do animal. A
regido de infarto foi delimitada de acordo com a cinética das paredes do
miocardio, avaliadas pelas seguintes janelas ecocardiograficas: longitudinal
paraesternal direita, transversal (ao nivel dos musculos papilares) e apical (2
e 4 cémaras). Regides hipocinéticas (espessamento sistolico abaixo do
normal), acinéticas (auséncia de espessamento durante a sistole) e
discinéticas (movimentagéo paradoxal durante a sistole) foram consideradas
como infartadas. A area de acinesia foi calculada como uma relagéo
percentual entre a area da parede sem contragc&o (acinética) e a area total
do ventriculo esquerdo em corte transversal.

Outra variavel analisada pelo ecocardiograma foi o Tempo de
relaxamento isovolumétrio (TRIV). Esse indice analisa basicamente a fase
de relaxamento do miocardio, que ocorre apos o pico sistolico, no periodo

entre o fechamento da valva aortica e a abertura da valva mitral, no qual o
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ventriculo esquerdo nao altera seu volume. Esse parametro pode ser
também obtido através do modo M, assim como pelo Doppler, com a
aquisicdo simultdnea das curvas de fluxo mitral e adrtico. Usualmente,
quando o relaxamento torna-se prejudicado, o TRIV esta prolongado, sendo
o valor normal em humanos de aproximadamente 65 + 20 ms, com alguma

variagdo conforme os diferentes autores.

4.6 COLETA DE SANGUE E TECIDOS E EUTANASIA DO ANIMAL

No terceiro dia apos infarto, os animais do experimento receberam
uma dose letal de anestésico Pentobarbital Sédico (90 mg/Kg). Apds o
animal apresentar parada respiratoria era feita uma toracotomia e retirado 2
ml de sangue por pung¢ao do atrio direito (quantificacdo de linfocitos, por
citometria de fluxo).

De alguns grupos de animais foram retirados tecidos frescos (coragéo
e bago) e armazenados em nitrogénio liquido e posteriormente usados para
quantificacdo protéica (ELISA). Parte do bago foi submetido a processo de
digestdo enzimatica e homogenizagdo mecénica para quantificacdo de
linfocitos, por citometria de fluxo.

Outros grupos de animais foram submetidos a perfusdo do coragao

(como descrito no Anexo C), para posterior analise de imunohistoquimica.
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Apds os procedimentos, os animais foram armazenados em sacos
leitosos com identificagdo e refrigerados, para serem encaminhados

posteriormente a incineragao.

4.7 DOSAGEM DE CITOCINAS PELO TESTE ELISA

A dosagem das citocinas IL-6, IL-1 e TNF-a foi realizada em tecido
cardiaco pela técnica de ELISA. Foram coletadas amostras de 2 mm da
parte mediana do ventriculo esquerdo, que apds a retirada, foram
acondicionadas em eppendorf de 2 ml e imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido. As amostras foram armazenadas em freezer (- 70 °C) até
o0 momento da analise, que foi realizada laboratério do ICB 1 / USP. Utilizou-
se o teste de ELISA ja padronizado pelo laboratério para as citocinas de

interesse, como descrito no anexo A.

4.8 AVALIACAO DE LINFOCITOS CD4 E CD8 EM AREA DE INFARTO

PELA IMUNOHISTOQUIMICA

Buscou-se verificar a presenca no tecido cardiaco de linfécitos CD4 e
CD8 por meio da identificacdo de seus antigenos de superficie, utilizando
anticorpos especificos marcados com substancia fluorescentes. Nesse

sentido, escolhnemos uma lista de anticorpos para identificagdo de antigenos
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de superficie dos linfécitos CD4 e CDS8, seguindo as recomendacgdes da
literatura, e de acordo a espécie do animal.

A descricdo detalhada do método, incluindo o protocolo de
preparacao das laminas para realizacdo da imunohistoquimica, esta descrita
no Anexo C.

Apdés montagem das laminas, as mesmas foram analisadas em
microscopio Leica DM 2500 aclopado ao software LEICA Q WIN V3, que
quantifica a intensidade de marcagao fluorescente das areas delimitadas.

Foram padronizadas para analise trés regides do coragdo: a regido
infartada central, regido subendocardica e regido subepicardica. A regido
infartada era reconhecida pela presenca de maior concentragao de infiltrado
inflamatorio. Uma vez delimitada a area infartada, convencionou-se chamar
de area peri-infarto, toda regido limitrofe a esta area, com menor
concentragdo de células inflamatdrias, que poderia abranger a regido
subendocardica e a regido subepicardica.

Foram selecionados 5 campos em cada regido (infartada,
subendocardica e subepicardica) perfazendo um total de 15 campos
analisados por lamina. A quantificagdo da marcacao foi feita de forma
automatica. Apresentamos a proporcao entre area de marcacao especifica e

area total avaliada (ex: % CD4 na regido = area de CD4 / area total).
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4.9 DOSAGEM DE LINFOCITOS CD4" E CD8" PELA CITOMETRIA DE
FLUXO

Utilizamos o método de citometria de fluxo para identificar e
quantificar as populagées de Linfécitos T CD4" e CD8" convencionais e
reguladores (Tregs) presentes no sangue periférico € no bago, por meio da
técnica de Separacao de Célula pela Atividade de Fluorescéncia (FACS). Os
exames foram realizados na Faculdade de Medicina da USP no LIM numero
60, coordenado pelo Prof Esper Kallas, com equipamento FACS Canto BD.
Apods a retirada do sangue e do bago, os tecidos foram preparados de
acordo com protocolos ja estabelecidos pelo laboratério de referéncia. A
descri¢cao detalhada dos procedimentos encontra-se no Anexo B.

Os anticorpos utilizados estdo relacionados no Anexo D. Para a
avaliagao da porcentagem de cada marcador utilizou-se o software Flow Jo.
Utilizamos para a apresentacao dos resultados e para a analise os valores

percentuais de cada subtipo de linfécito.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises das medidas descritivas e testes estatisticos, foi
utilizado o programa GraphPad Prism versao 5.0 da GraphPad Software.
Para as comparagdes entre grupos foi usada a analise de variancia
(ANOVA) multifatorial com teste post hoc de Tukey, ou teste de Kruskal-

Wallis. O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.



5 RESULTADOS
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Os resultados apresentados a seguir correspondem aos dados

obtidos nas analises das diferentes fases do estudo.

51 PARAMETROS HEMODINAMICOS, VARIABILIDADE DA FC E
VARIABILIDADE DA PAS

Na Tabela 1 encontram-se os parametros hemodinamicos e de
variabilidade da FC e da PAS. Pode-se observar que os valores médios da
PAS foram significativamente menores nos grupos infartados sem
tratamento (IC) e tratados com piridostigmina (IP), em comparagdo com o
grupo controle (GC) (Figura 6 A). Com relacdo a frequéncia cardiaca,
podemos observar aumento significativo no grupo IC quando comparado ao
grupo GC; porém no grupo tratado (IP), a FC foi semelhante aos do grupo
controle (GC), e significativamente menor que o grupo sem tratamento (IC)
(Figura 6 C).

Na analise da variabilidade da FC, pode demonstrar que o SDNN
aumentou de forma significativa no grupo infartado com tratamento (9,2 +
1,5, IP) comparado com os grupos controle (5,9 £ 1,1, GC) e infartado sem
tratamento (5,2 £ 0,5, IC) (Figura 6 D). O mesmo fato foi observado com
relacdo a variavel RMSSD, porém, o aumento n&do alcangou significancia
estatistica. Nos demais parametros, ndo encontramos diferencas entre os

grupos.
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Na analise da variabilidade da PAS, pudemos observar que o0 grupo
infartado sem tratamento apresentou redugdo da VARPAS (9,3 £ 1,4, IC),
comparado com os grupos controle (16,0 = 3,9, GC), sendo que no grupo
infartado tratado esse valor foi significativamente maior que ambos os
grupos (21,4 £ 5,2, IP) (Figura 6 B). Nao houve diferengas significativas em

outras variaveis.
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Tabela 1 - indices de variabilidade no dominio do tempo, valores absolutos
e relativos das poténcias das bandas de baixa (LF) e de alta
frequéncia (HF) do intervalo de pulso e presséo arterial sistdlica,
no grupo controle (GC), infartados sem tratamento (IC) e
infartado tratado com piridostigmina (IP)

GC IC IP p
(n=7) (n=10) (n=10)

Pressao Arterial Sistdlica
PAS (mmHg) 129,2+ 3,0 11,1 1,2 108,8+3,8" p<0,05
VARPAS (mmHg?) 16,0 + 3,9 9,3+1,4" 21,4 +52 p<0,05
LF Abs (mmHg?) 3,6+0,9 2,102 29+09 p>0,05
Intervalo de Pulso (FC)
FC (bpm) 355,1+ 9,7 390,2+ 5,3 355,6+12,7" p<0,05
SDNN (ms) 59+ 1,1 52%0,5 9,2+1,5" p<0,05
RMSSD (ms) 4,9+0,6 49+0,3 52+0,3 p>0,05
LF nu (%) 13,6 +2,5 16,8 £ 0,3 18,1+0,8 p>0,05
HF nu (%) 86,4 + 5,1 83,2+ 4.1 819+36 p<0,05
LF/HF 0,1+0,05 0,2+ 0,04 0,2 0,07 p>0,05

PAS: pressao arterial sistélica; VARPAS: variancia da PAS; FC: frequéncia cardiaca; SDNN:
desvio padrdo de valores sucessivos; RMSSD: raiz quadrada da média da soma dos
quadrados das diferencas entre os sucessivos valores de intervalo de pulso . LF nu: baixa
frequéncia relativa; HF nu: alta frequéncia relativa; LF/HF: balango autonémico.
Apresentados em média dos valores + erro padrdo. *p<0,05 IP vs GC. *p<0,05 IP vs IC. 8
p<0,05IC vs GC.
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5.2 ANALISE DE PARAMETROS ECOCARDIOGRAFICOS

Pelos resultados apresentados na Tabela 2 demonstramos a
presenca de areas de hipo/acinesia no ventriculo esquerdo, de moderada a
grande extensdo, em ambos os grupos que sofreram ligadura da artéria
coronaria esquerda (Figura 7 B). Associada a essas alteragbes, pudemos
observar que houve reducéo significativa na fragdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo dos grupos infartados, tanto nos n&o tratados (IC), quanto nos
tratados com piridostigmina (IP), quando comparados ao grupo controle

(GC) (Figura 7 A)

Tabela2- Parametros Hemodinamicos e de ecocardiografia nos grupos
controle (GC), Infarto sem tratamento (IC) e Infarto tratado com
piridostigmina (IP)

GC IC IP P
(n=7) (n=6) (n=6)
Atrio esquerdo 0,4 +0,1 0,3 + 0,05 0,3+ 0,01 P>0,05

Volume sistélico final (cm?) 0,2+0,1 0,2+0,03 0,1+0,02 P>0,05
Volume diastélico final (cm®)  0,4+0,05 0,3+0,02 0,3 +0,01 P>0,05
TRIV (ms) 21,8+1,6 33,0+1,0° 320%27 P<0,05
Fracao de ejecao (%) 771+15 295+1,28 28,3+4,5 P<0,05

Area de infarto (%)

. L 0 46,3 +3,3° 48618 P<0,05
(hipo/acinesia)

TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico. Apresentados em média dos valores + erro
padrdo. *p<0,05 IP vs GC. *p<0,05 IP vs IC. 8 p<0,05 IC vs GC.
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No estudo da fungéo diastdlica, notou-se um aumento significativo do

tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) nos grupos infartados, tratado e

nao tratados em relagéo ao grupo controle (Figura 7 C).
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5.3 QUANTIFICACAO DE CITOCINAS PELO METODO ELISA

Pela analise de Tabela 3 podemos observar que n&o ocorreram
diferencas estatisticamente significativas nas dosagens de IL1, IL6 e TNFaq,
em tecido cardiaco analisado, entre os grupos (Figura 8). Ocorreu um
aumento de IL 1 no grupo infartado sem tratamento, mas nao atingiu
significancia estatistica.

Tabela3- Quantificagcdo de citocinas em tecido cardiaco do grupo

controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e infartado tratado
com piridostigmina (IP)

GC IC IP

(n=4) (n=10) (n=8) P
IL 1 (pg/ml) 88,6 + 19,9 172,7£27,8 1444 32,3 >0,05
IL 6 (pg/ml) 4486+ 84,2 3969+ 61,1 4487 +34,8 >0,05
TNFa (pg/mli) 86,5 19,7 72,2+ 20,7 59,7+ 13,5 >0,05

p significativo < 0,05. Apresentados em média dos valores * erro padrao
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Figura 8 - Graficos da dosagem de IL 1 (A); IL 6 (B) e TNFa (C) em tecido
cardiaco nos grupos controle (GC); Infartado sem tratamento
(IC) e infartado tratado com piridostigmina (IP)
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5.4 QUANTIFICACAO DA ATIVACAO DE LINFOCITOS T CD4" E CD8"
E FOXP3" PELA CITOMETRIA DE FLUXO

Com o objetivo de discriminar os linfécitos ativados, inicialmente
marcamos as células CD4" e CD8" com anticorpos CD25" (anti receptores
de IL 2) e RT1B" (marcadores de moléculas apresentadoras de antigenos da
classe MHCI). Uma vez identificados os linfocitos (CD4°'CD25%) e
(CD8"CD25") buscamos determinar a subpopulacdo que apresentava o
complexo de membrana Foxp3" , que caracteriza as células T reguladoras.

Os linfocitos ativados que ndo expressam esse complexo sao
denominados “convencionais” (CD4'CD25'Foxp3” e T CD8'CD25"Foxp3’);
os linfécitos que expressam a Foxp3 sao chamados “reguladores” ou Tregs
(CD4"CD25'Foxp3*, e T CD8'CD25'Foxp3*). Apresentaremos, portanto, os
dados percentuais dessas subpopulagdes de linfécitos no sangue periférico

€ no baco.
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Tabela 4 Valores percentuais da expressdo de marcadores de atividade
de Linfécitos T CD4" no sangue e baco do grupo controle (GC),
Infartado sem tratamento (IC) e Infartado tratado com
piridostigmina (IP)
GC IC P 5
(n=12) (n=12) (n=11)
CD4" sangue
CD25'Total (%) 6,7+0,3 8,4+0,3 6,2+0,3" <0,05
CD25*Foxp3 (%) 2,3+0,2 22+0,2 1,5+0,2" <0,05
CD25"Foxp3* (%) 706+32  635+14  765+29" <0,05
CD4" baco
CD25"Total (%) 92+04 10,9+04 7,4 +0,3" <0,05
CD25'Foxp3 (%) 1,5+ 0,1 2,2+0,2 1,4 + 0,2 <0,05
CD25'Foxp3* (%) 84,6 +0,9 82,6 +1,5 79,9+1,8 >0,05

Apresentados em média dos valores * erro padrédo *p<0,05 IP vs GC. *p<0,05 IP vs IC.

$p<0,05 IC vs GC.
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O grupo de animais infartados e néo tratado (IC) apresentou, no
sangue periférico e no bago, significativo aumento de linfocitos T CD4" totais
(Figura 9 A, D) e menor porcentagem de linfocitos T CD4" reguladores
(CD4"CD25'Foxp3*) no sangue periférico quando comparado ao grupo
controle (Figura 9 C). Porém, no grupo tratado com piridostigmina (IP)
quando comparados ao grupo nao tratado (IC) observamos redugao
significativa de linfocitos T CD4" totais (Figura 9 A,D) e do subgrupo de
linfocitos convencionais (CD4"CD25Foxp3’) (Figura 9 B,E) tanto no sangue
quanto no bago. Ainda, o grupo infartado tratado com piridostigmina (IP),
apresentou significativo aumento de linfocitos reguladores
(CD4"CD25"Foxp3™) no sangue periférico, comparado com o grupo infartado

nao tratado (Figura 9 C).
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Na analise dos linfocitos CD8" observamos que no grupo infartado
sem tratamento (IC) em relacdo ao grupo controle (GC): significativo
aumento de CD8" total (Figura 10 A,) e de linfocitos T convencionais (Figura
10B), e redugado significativa do numero de linfocitos reguladores

(CD8"CD25"Foxp3*) no sangue periférico (Figura 10 C).

Tabela5- Valores percentuais da expressao de marcadores de atividade
de Linfécitos T CD8" no sangue e baco do grupo controle (GC),
Infartado sem tratamento (IC) e Infartado tratado com
piridostigmina (IP)

GC IC IP P
(n=12) (n=12) (n=11)
CD8" sangue
CD25"Total (%) 3,6+£0,3 45+0,2 2,4+0,1" <0,05
CD25'Foxp3” (%) 16+02 18209  1,1+0,1 <0,05
CD25*Foxp3* (%) 76,1+28 68319 7511, <0,05
CD8" bago
CD25'Total (%) 3,3+0,1 43+02 1,9+01" <0,05
CD25"Foxp3 (%) 0,8 0,1 0701 1220,1" <0,05
CD25"Foxp3* (%) 757+21 749+18 717%18 >0,05

Apresentados em média dos valores + erro padréo *p<0,05 IP vs GC. “p<0,05 IP vs IC.
% p<0,05 IC vs GC.
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O grupo tratado com piridostigmina (IP) levou a significativas

alteragdes comparado ao grupo infartado nao tratado (IC): menor numero de

linfocitos CD8" total

(Figura 10 A) e de linfécitos T convencionais

(CD8"CD25"Foxp3’) no sangue (Figura 10 B), e maior nimero de linfocitos T

reguladores (CD8'CD25"Foxp3™) (Figura 10 C).
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Figura 10 - Concentragdo de CD8'CD25"total (A), CD8'CD25'Foxp3™ (B) e
CD8'CD25'Foxp3" (C) no sangue periférico e CD8"CD25™total
(D), CD8'CD25"Foxp3™ (E) e CD8'CD25"Foxp3" (F) no bago de
animais do grupo controle (GC), grupo infartado sem tratamento
(IC) e grupo infartado tratado com piridostigmina (IP)

No bago, o grupo infartado ndo tratado (IC) apresentou aumento

significativo de CD8" total (Figura 10 D), Nos animais infartados tratados

com piridostigmina (IP) demonstramos redugé&o do numero de CD8" total

(Figura 10 D) e aumento do CD8" convencional (Figura 10 E).
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Na analise geral, podemos observar que o infarto do miocardio
promove queda na expressao de linfécitos reguladores tanto do subtipo
CD4" quanto CD8" no sangue. De forma significativa, o tratamento com
piridostigmina promove redugédo dos linfocitos convencionais do subtipo
CD4" tanto no sangue, quanto no bago e reducgédo de linfécitos CD8" no
sangue com aumento no baco. Com relagdo aos linfocitos reguladores
observamos aumento destes linfocitos CD4" e CD8" no sangue, no entanto

sem alteragéo destes niveis no baco.
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55 QUANTIFICACAO DE CELULAS CD4 E CD8 NO CORACAO PELA
IMUNOHISTOQUIMICA

A area central do infarto no miocardio foi marcada por grande
quantidade de linfécitos CD4 e de CD8 entretanto, essas células também
estiveram presentes nas regides peri-infarto. O estudo da mobilizagdo no
musculo cardiaco de CD4 mostrou-nos que no grupo infartado nao tratado
(IC) quando comparado com o grupo controle existe uma maior mobilizagcao
de CD4 em area infartada (Al) e area peri-infarto (API).

Tabela6- Percentagem de linfécitos T CD4 em area infartada (Al), area
peri-infarto (APl) e area total nos grupos controle (GC),

infartado sem tratamento (IC) e infartado tratado com
piridostigmina (IP)

CD4 GC (n=6) IC (n=7) IP (n=8) P

Area Total (%) 4,74 24,7° 26,9 <0,05
infartada (%) 0 12,2+25 20,9 +6,5" <0,05
Peri-infarto (%) 4,74 +0,5 12,5+ 4,8 6,0+ 1,2 >0,05

Apresentados em média dos valores + erro padréo *p<0,05 IP vs GC. “p<0,05 IP vs IC.
$ p<0,05 IC vs GC.
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Quando comparamos o grupo infarto tratado (IP) com o grupo
infartado n&o tratado (IC) observamos um significativo aumento de marcacgéo
de CD4 em area infartada (Figura 11 Al) e redugao desta marcagdo em area

peri-infarto (Figura 11 API) .

307 Al 30~ API
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frequéncia de células
T CD4% (%)
frequéncia de células

p<0,05 p>0,05

Figura 11 - Representacao grafica da concentragao de Linfocitos T CD4 em
area infartada (Al) e area peri-infarto (API)
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Esses achados podem ser visualizados de modo qualitativo na

Figura 12.

Al API

Figura 12 - Anadlise Imunohistoquimica da expresséo de Linfécitos T CD4
em grupos controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e
infartado tratado com piridostigmina (IP), em area infartada (Al)
e area peri-infarto (API)
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Quando analisamos os linfocito T CD8 , observamos um aumento de
forma semelhante, no grupo infartado nao tratado (IC) uma grande marcagao
em area central do infarto e na area peri-infarto. No grupo com infarto tratado
com piridostigmina (IP), verificamos que houve marcagéo mais acentuada na
area central do infarto, comparando-se com o grupo infartado sem

tratamento (Tabela 7, Figura 13).

Tabela 7 - Percentagem de linfécitos T CD8 em area de infartada (Al),
area peri-infarto (API) e area total nos grupos controle (GC),
infartado sem tratamento (IC) e infartado tratado com
piridostigmina (IP)

CD8 GC (n=6) IC (n=7) IP (n=8) P
Area Total (%) 2,7 9,28 23,8 <0,05
infartada (%) 0 58+1,1 17,9 +2,8" <0,05
peri-infarto (%) 2,7 +0,1 3,4+04 59+1,1 >0,05

Apresentados em média dos valores + erro padréo *p<0,05 IP vs GC. “p<0,05 IP vs IC.
$ p<0,05 IC vs GC.
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p<0,05 p<0,05

Figura 13 - Representagao grafica da concentracdo de Linfécitos T CD8
em area infartada (Al) e area peri-infarto (API)
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Esses achados podem ser visualizados de modo qualitativo na

Figura 14.

Figura 14 - Analise Imunohistoquimica da expressao de Linfécitos T CD8
em grupos controle (GC), infartado sem tratamento (IC) e
infartado tratado com piridostigmina (IP), em area infartada (Al)
e area peri-infarto (API)

Na avaliagdo global dos campos observamos que no grupo infartado
nao tratado (IC) evidenciou-se um significativo aumento da marcacéo de
CD4 e CD8 em area infartada (Al) e area peri-infarto (API). No entanto, no

grupo tratado com piridostigmina (IP) ocorreu um aumento da marcagao de
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CD4 e CD8 em area infartada e redugao da marcacao de CD4 em area peri-
infarto (API) com alteragdo nédo significativa da marcacdo de CD8 nesta

regido.



6 DISCUSSAO
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O presente estudo registra a primeira evidéncia de que a estimulagéo
vagal indireta modula o processo inflamatorio no infarto agudo do miocardio
por meio da mobilizacdo de linfécitos T CD4* e CD8", em especial, pelo
aumento de linfécitos reguladores (Foxp3®). Este efeito pode contribuir na
reducdo de danos e no melhor remodelamento ventricular que se segue ao
IAM.

Estudo recente demonstrou que a estimulag&o elétrica do nervo vago
em ratos insuficiéncia cardiaca crénica induzida pés IAM, atenuou o
remodelamento cardiaco e melhorou marcadamente o progndstico,
sugerindo que a ativa corre¢do da modulagdo autondmica (desequilibrio
simpato-vagal) pode ser uma nova estratégia terapéutica nessa situagao
patolégica.”’ Em camundongos com 28 dias de 1AM, a estimulacéo elétrica
de curta duragao (15 min) foi suficiente para alterar o estado redox inibindo a
geragdo de radicais livres em miocardio, potencialmente dependente da
reducdo do drive simpatico e da acdo direta da acetilcolina no estado
inflamatério do miocardio.®® Outros estudos demonstraram que a
estimulacéo elétrica vagal reduz a ocorréncia de taquiarritmia ventricular letal
por manter integros os mecanismos de conex3o intercelular."? De forma
geral, o conceito de que o aumento da modulagdo do sistema
parassimpatico (estimulagdo vagal) se associa a melhora da sobrevida e do
remodelamento cardiaco na insuficiéncia cardiaca congestiva ja foi
transferido da bancada para o leito.""'®® Essa abordagem é o exemplo do

conceito atual da medicina translacional.'®® Os resultados iniciais publicados
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recentemente do impacto do dispositivo de estimulacéo elétrica do vago em
pacientes com insuficiéncia cardiaca apontam para a seguranga do
procedimento e apresentam resultados de melhora da qualidade de vida dos
pacientes.’® Um estudo prospectivo e multicéntrico estd em andamento e
virA a responder o impacto em eventos cardiovasculares nessa
populacgo.'

Com relagdo aos mecanismos que relacionam a estimulagdo vagal e a
melhora no remodelamento cardiaco apds o IAM, a inflamagcdo vem tendo
destaque na ultima década. Reconhece-se o papel importante da inflamacéao
no desenvolvimento da doenca aterosclerética, desde suas fases iniciais, até
a manifestagdo das sindromes coronarianas agudas.>39404144

Nesse contexto, ha informagdes de que ha associagao entre menor
modulagao vagal e maior atividade simpatica, aferidos por meio da analise
da variabilidade da FC com marcadores inflamatérios em portadores de
doenca arterial coronaria’*® e até mesmo em adultos jovens, como publicado
no estudo CARDIA."'® Essas observacdes reforcam a hipotese de que uma
menor atividade anti-inflamatéria, mediada pelo vago pode permitir uma
producdo excessiva de citocinas em humanos''® e até mesmo sugerir que
analise da VFC pode ser usada como biomarcador para identificar pacientes
com doencas associadas a aumento de citocinas que poderiam beneficiar-se
com a estimulagao da via anti-inflamatéria colinérgica.'**

Estamos agora avangando na hipotese de que o beneficio da
estimulagdo vagal ocorre muito mais precocemente, quando a isquemia

miocardica se instala e se inicia o processo de remodelamento cardiaco. De
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fato, existem alguns estudos na literatura que avaliaram a estimulagdo
elétrica do nervo vago em modelo de IAM em animais de isquemia
reperfusdo.3® 141172

Nosso estudo foi o primeiro a usar em modelo de IAM em ratos, o
aumento da atividade vagal pela estimulagdo farmacoldgica, por meio da
administragcdo do anticolinesterasico piridostigmina, e observar a influéncia
desse tratamento em marcadores inflamatérios e na modulagao de linfocitos
T em fase precoce da isquemia permanente.

A piridostigmina, que inibe a hidrolise da acetilcolina liberada pelos
neurdnios colinérgicos, vem sendo usada em diferentes modelos, animais®’

e humanos'#>146

, mostrando-se ser efetiva no aumento da atividade vagal.
Consideramos que no presente estudo a administragdo de piridostigmina foi
efetiva em aumentar a atividade vagal, tomando como base a redugado da
frequéncia cardiaca e o aumento da variavel SDNN da variabilidade da FC
no dominio do tempo, que se relaciona de forma direta com a atividade
vagal. Nao observamos no grupo (IP), comparado ao grupo infartado sem
tratamento (IC), diferengas significativas em outros parametros de VFC,
incluindo aqueles relacionados a variabilidade da FC no dominio da
frequéncia, e na sensibilidade do baroreflexo. A dose e a via de
administracdo foram semelhantes as utilizadas em recente publicacdo do
grupo37, onde se evidenciou melhora de parametros autonémicos, como
aumento da sensibilidade do baroreflexo e redugdo da modulagdo simpato-

vagal (relagdo LF/HF), associado a melhora dos componentes

morfofuncionais de ratos infartados tratados com piridostigmina. Apesar de
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no presente estudo, comparado com o estudo prévio, a reducao da fracdo de
ejecao do ventriculo esquerdo estar mais acentuada (respectivamente, 29%
VS 47%) e com maior repercussdo hemodindmica (mais hipotensdo e
taquicardia reflexa), ndo detectamos aumento da modulagéo simpatica pela
analise da variabilidade da FC. Entretanto, ja foi descrito que, em situacdes
que cursam com descarga simpatica muito exacerbada, como na
insuficiéncia cardiaca, o componente LF da VFC pode nao estar aumentado,
e estar até reduzido.''® E interessante notar que a redugdo da FC de
repouso observada no grupo infartado que recebeu piridostigmina ndo se
acompanhou de queda da PA. Essa resposta corrobora observagdes prévias
na literatura, feitas em estudos com animais normais e apés IAM. A atividade
vagal reduz a FC, a contragdo miocardica e o consumo de oxigénio."® O
menor trabalho cardiaco poderia per se ter um impacto positivo no
remodelamento cardiaco. Porém, demonstrou-se, em modelo animal de
isquemia/reperfusdo, que a estimulagdo do nervo vago associada a
manutencido da FC por meio de estimulacéo direta cardiaca, ainda é capaz
de limitar a area infartada e reduzir a reposta inflamatéria.'”? Ainda, estudos
anteriores demonstraram que a piridostigmina apesar de reduzir a FC de
repouso, melhora o perfil hemodinamico e autonémico em pacientes com
insuficiéncia cardiaca durante exercicio dinamico e reduz arritmias
cardiacas.1%

Em nosso estudo, utilizamos animais com area de infarto acima de 40%
baseado em trabalho anterior que mostra elevagdo marcada na LVEDP e

RVSP apenas em coragcdes com area de infarto maior que 45% através de
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andlise ecocardiografica.’’ Com relacdo as variaveis morfofuncionais,
avaliadas por meio da ecocardigrafia, notamos redugéo significativa da
fracdo de ejecdo nos grupos infartados tratados e nao tratados de igual
magnitude, e significativo aumento da TRIV também semelhante em ambos
0s grupos. Porém vale ressaltar que, as avaliagdes foram feitas com os
animais anestesiados e no terceiro dia pés IAM ,portanto, ainda em vigéncia
de processo inflamatério ativo e sem um efetivo remodelamento ventricular.
Nesse sentido, no periodo de observacdo nado se detectou aumento do
diametro do ventriculo esquerdo entre os grupos infartado e controle,
caracteristico da progressao do IAM para a insuficiéncia cardiaca.

Esta bem estabelecido que mediadores inflamatérios sdo essenciais no
processo de cicatrizacdo apdés IAM, mas uma resposta excessiva pode
piorar a injuria miocardica.’*'*'®*" Fica claro que ha necessidade de se
compreender 0s mecanismos que regem essa relagdo, e nesse ponto, a
imunomodulagdo comegou recentemente a ser alvo de investigagao.

Dentre as citocinas descritas, o TNFa apresenta um papel central na
resposta inflamatdria dependente da isquemia miocardica.'®?%#*4%% O TNFa
e liberado dos tecidos precocemente, e age, de forma paracrina e autocrina,
como amplificador da resposta inflamatéria, estimulando a producédo de
outras citocinas e quimiocinas.®*® Além de causar depressdo da funcdo
miocardica esta associado a arritmias ventriculares.?® Outras citocinas pro-
inflamatdrias, que participam do processo lesdo pos IAM séo IL-1 e IL-
6.4°46:4950.54 Estydos em modelos animais de inflamacéo sistémica (sepsis)

foram os primeiros a demonstrar que a estimulagéo elétrica do nervo vago



Discusséao 68

reduz a produgdo de citocinas inflamatodrias sistémicas, em especial, do
TNFa, e melhora a sobrevida dos animais.'®?'?® Seguindo-se esta
observacao, demonstrou-se que a acetilcolina, de forma dose-dependente,
reduz a formacdo de TNFa em macréfagos estimulados por antigenos.'® A
estimulacdo vagal também reduz a producéo de outras citocinas, como IL-1
e IL-6.2"2 Em modelos de isquemia/reperfusdo, ja foi descrito efeito
semelhante, com periodo de observagao de 24 hs apds o evento isquémico.
No presente estudo, ndo evidenciamos aumento das citocinas IL-1,IL-6 e
TNFa pelo método ELISA no miocardio isquémico. Este fato poder ser em
decorréncia do tempo estipulado de coleta, que ocorreu no terceiro dia pos
infarto. O aumento de citocinas comega a ocorrer rapidamente apos a injuria
miocardica. Em estudo prévio demonstrou-se aumento pronunciado da
expressdo de mRNA de IL-1B e IL-6 em area infartada e em menor
proporcdo na area nao infartada, 6 horas apdés a oclusdo da artéria
descendente anterior esquerda.*® Na area infartada este aumento mantem-
se até 12 horas pdés infarto, declinando rapidamente apods este periodo.
Aumento significativo da expressdo mRNA de TNFa também pode ser
detectado em area infartada e n&o infartada com o pico maximo por volta do
primeiro dia pds IAM.*® A partir do terceiro dia apds IAM n&o existe aumento
significativo dessas citocinas no ventriculo esquerdo. No nosso estudo
avaliamos a presencga de citocinas no miocardio no terceiro dia apés 1AM,
um momento distante do pico de incremento desses fatores inflamatorios,
portanto ndo podemos afastar a influéncia do aumento da atividade vagal na

producao de citocinas nas primeiras horas poés ligadura de artéria coronaria.
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A necrose de células miocardicas elicita uma cascata inflamatéria que
limpa a area infartada de debris de células e de matrix e promove o reparo
do tecido, com a formag¢ao de uma cicatriz. Esse reparo cardiaco leva a
profundas alteragdes na arquitetura do ventriculo, denominadas em conjunto
como “‘remodelamento ventricular”. Alteracdes celulares e moleculares
associadas ao remodelamento ventricular afetam a area necrética e também
segmentos n&o infartados dos ventriculos. E como manifestacdo clinica,
além de alteragdo da geometria do ventriculo, pode ocorrer
comprometimento da fungédo e desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca. A
extensdao do remodelamento adverso depende da area infartada, mas
também ¢é afetada pelas alteragdes estruturais decorrentes da cicatrizacao.
Nesse sentido, a resposta inflamatdria que se segue a injuria isquémica é de
fundamental importancia.®''"®

O infarto do miocardio desencadeia a mobilizagdo de linfocitos T por
meio da apresentagdo de antigenos especificos, induzindo a denominada

resposta imune adaptativa. '>16111-114.174

No sistema imunoldgico, os
linfocitos T reguladores, tanto CD4" quanto CD8" exercem papel modulador,
pois além de estarem envolvidas com a auto-tolerancia também suprimem
as respostas imunes aberrantes ou excessivas. '°*™® Os linfécitos T, sdo
fundamentais ndo s6 no processo de cicatrizagdo pds infarto''’, como
também exercem papel importante na modulacao desta resposta, visto que a
amplificagdo desta inflamac&o em regido peri-infarto causa lesdo de miocitos
normais o que agrava a disfungdo ventricular levando a piora da sobrevida

18,149,150

por faléncia cardiaca. llustrando esse conceito, em estudo recente,
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avaliou-se o remodelamento ventricular pos infarto em modelos transgénicos
de camundongos infartados, onde realizou-se interrup¢gdo da funcdo de
linfocitos T através de animais Knockout para CD4* (CD4KO), com restrigéo
de resposta de células T(OT-Il) ou ablagdo de células apresentadoras de
antigenos(MHCII ). No grupo CD4KO0 houve aumento da dilatagdo do
ventriculo esquerdo e elevacdo do numero de leucécitos e mondcitos com
aumento de infiltrado inflamatério. Nos grupos OT-ll e MHCIlI  houve
aumento da mortalidade e de ruptura ventricular. Em todos os grupos houve
reducdo na densidade de colageno na zona de infarto, pela redugdo da
matrix de metaloproteinases e este parece ser o fator principal que interferiu
negativamente na sobrevida apods infarto. Um dado importante deste
trabalho foi o registro da drenagem cardiaca de células MHCII e células
CD4*Foxp3* para linfonodos mediastinais em camundongos infartados.'*°
Neste contexto a modulacao inflamatéria através da atuacédo das células T
regulatérias tanto CD4" quanto CD8" parecem ser uma alternativa
interessante para novos alvos terapéuticos.

Como bem estabelecido no modelo de sepse®*™

€ possivel que a
ativagdo vagal influencie a modulagao da inflamagdo em modelos de injuria
miocardica. Em modelos de miocardite autoimune em camundongos,
induzida por troponina cardiaca murina (Tnl), demonstrou-se que tanto a
resposta humoral quanto celular leva a uma inflamagéao cardiaca grave e
fibrose, seguida de cardiomiopatia dilatada e faléncia cardiaca.’*'* No

entanto, a ativagdo da via anti-inflamatdria colinérgina, nestes animais,

através da ingestdo oral de nicotina, tem o potencial de inibir a resposta
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autoimune, reduzindo a inflamacdo miocardica e a fibrose desencadeada
pela imunizac&o por Tnl.'® Neste mesmo modelo a estimulagdo da via anti-
inflamatoéria colinérgica provoca uma baixa regulacdo da matrix-
metaloproteinases (MMPs) (MMP14-, -2 e -9) influenciada por componentes
da imunidade humoral e adquirida.'#® 154156

Este achado comprova, como ja registrado em trabalhos anteriores,
que o infarto do miocardio desencadeia a mobilizacdo de células imunes
através da producao de antigenos especificos '>16¢111-113

No presente estudo, n6s demonstramos que a ativagao parassimpatica
colinérgica com piridostigmina em ratos infartados aumenta os niveis séricos
de células CD4" e CD8" reguladores (Foxp3®) ao contrario dos resultados
encontrados em ratos infartados sem tratamento. Observamos que o infarto
do miocardio ndo tratado leva a um aumento na mobilizacdo de Foxp3
convencional de CD4" em bago e de CD8" em sangue. Com relagdo a
Foxp3® reguladora ha redugéo de CD4" e CD8" ambas em sangue periférico.
No grupo tratado com piridostigmina, observamos que, em sangue periférico,
ha redugdo de Foxp3 convencional para CD4" e CD8" e aumento de
Foxp3® reguladora para CD4" e CD8". No bago, o tratamento com
piridostigmina provoca resultados divergentes em relagdo aos linfocitos
convencionais (Foxp3’) com redugdo CD4" e aumento de CD8", no entanto
sem alteragéo significativa em relagdo aos linfocitos reguladores (Foxp3™)
para CD4" e CD8". Sugere-se que os linfocitos T CD4" convencionais

(Foxp3’) frequentemente exercem seus efeitos bioldgicos apds diferenciagéo

pro-inflamatoria (ex. Th1 e Th17), e muitos dos efeitos das células T
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reguladoras (Foxp3®) podem ser atribuidos pela expresséo de citocinas anti-
inflamatdrias.’® Portanto podemos concluir que o tratamento com a
piridostigmina reduz a ativagdo de linfocitos CD4" e CD8" convencionais
(Foxp3’) e aumenta a expressdo de linfocitos CD4" e CD8" reguladores
(Foxp3™) no sangue periférico contribuindo desta forma para a modulagéo
inflamatdria em infarto do miocardio experimental.

A presenga de células do sistema imune s&o essenciais para o
processo de cicatrizagao pos infarto. No entanto o desajuste deste processo,
aumentando a presenga destas células em regido peri-infarto pode levar a
uma resposta “autoimune” patolégica com aumento de danos e piora no
remodelamento ventricular,'®3475110135.149.150.164 "' Re  fat0, varios autores
demonstraram que existe infiltracdo de linfocitos em areas necréticas, assim
como em areas nao necroticas apos infarto do miocardio. Linfécitos T CD4 e
CD8 foram identificados infiltrados no miocardio, no entanto, com
predominancia de linfocitos T CD4™°. Além disso, verificou-se que linfécitos
T citotoxicos (CD8) eram ativados durante a evolugédo do IAM e podiam
reconhecer e destruir cardiomiocitos normais in vitro, ou seja, a atividade
citotoxica contra cardiomiécitos era especifica e induzida por linfocitos
CD8."91%% As respostas inflamatérias inadequadas na area ndo infartada
ultrapassa a fungéao fisioldgica de remover o tecido necrosado. A extenséo
patolégica dessa autoimunidade € responsavel pela injuria miocardica apos
o IAM, visto que, linfocitos medeiam esse processo. 8149150
Em nosso estudo, por meio da andlise de areas especificas do

miocardio com imunohistoquimica, observamos que em ratos infartados
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tratados com piridostigmina ha um significativo aumento da infiltragdo de
CD4 e CD8 em area infartada, acompanhado de significativa redugédo da
mobilizacdo de linfécitos CD4 em éarea peri-infarto. N&o observamos
alteragdes associadas ao uso de piridostigmina na mobilizagédo de linfocitos
CD8 nesta area. A identificagcdo do subtipo de linfocitos (convencionais ou
reguladores) infiltrados em tecido cardiaco poderia nos fornecer maiores
informacdes sobre a fungcao destes linfocitos nesta regiéo.166 A marcacgao de
quimiocinas especificas poderia identificar em area infartada e peri-infarto o
recrutamento de subtipos de leucocitos com distintas propriedades.
Trabalhos prévios sugerem que recrutamento de células T regs mediada
pela quimiocina CCRS pode reduzir a inflamagao pds infarto, prevenindo a
excessiva degradagdo da matrix e atenuando do remodelamento adverso.'®
Considerando o conjunto de resultados obtidos: maior concentragdo de
linfocitos na area infartada, reducédo de linfécitos CD4 em area peri-infarto,
aumento dos niveis de linfécitos reguladores circulantes CD4 Foxp3® e
CD8'Foxp3*, podemos inferir que o aumento da atividade parassimpatica
modula de forma positiva a resposta inflamatéria em fase precoce do IAM.
Acreditamos ter apresentado elementos que fortalecem a hipdtese de que o
mecanismo anti-inflamatério vagal tem papel importante na melhora de
parametros morfofuncionais pds infarto que se observa apds uso de
piridostigmina, como registrado em trabalhos anteriores.®” Estes resultados
estdo condizentes com a literatura e podem representar a explicacdo de um
possivel mecanismo em que a modulagdo vagal e a atuagédo das células T

reguladoras proporcionariam uma reducdo na infiltracdo inflamatéria e
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melhora de parédmetros morfofuncionais no infarto agudo do
miocardio.'"?493157.1%8.164 portanto para avaliarmos com maior precisdo a
acao das células T no processo de cicatrizacdo pos infarto teremos que
estudar os subtipos celulares (convencionais e reguladores) visto que
possuem atividades diferenciadas. A magnitude de ativacdo de cada subtipo
poderia ser a responsavel pela modulacido inflamatéria e pela extensao do
dano ao érgéo alvo.

Desde que inumeras evidéncias tém demonstrado que a resposta
autoimune exerce uma importante fungdo no processo de remodelamento
ventricular, grandes expectativas tém se criado em torno da supressao ou
regulacdo deste processo inflamatério. Ensaio clinico usando
metilprednisolona, em pacientes com infarto agudo do miocardio, mostrou
resultados catastroficos, com redugcdo da infiltracdo de leucdcitos, porém
com atraso do processo de deposigao de colageno e cicatrizagdo, aumento
da incidéncia de arritmias ventriculares e aumento da area de infarto."1¢

Varias drogas anticitocinas quando usadas em larga escala tem
mostrado  resultados  desapontadores.”''®2  No entanto  drogas
cardiovasculares, tais como estatinas, IECA e bloqueadores do canal de
calcio, tem reduzido a producdo de citocinas e melhorado a fungédo e o
remodelamento do ventriculo esquerdo apdés |IAM, mas o mecanismo de
acao ainda nao é totalmente conhecido, mas parcialmente dependente de
modulacdo inflamatéria.’®® A sinvastatina atenua a producdo de citocinas
inflamatérias em areas infartada e n&o infartada, reduz o depdsito de

colageno e melhora a fungdo ventricular.'™ Ainda demonstrou-se que a
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atorvastatina pode suprimir a resposta TH1 mas sem afetar a resposta TH2
em pacientes com |IAM, o que pode ser o mecanismo pelo qual ela previne a
insuficiéncia cardiaca pos IAM. "8

Recentemente, tem-se direcionado a busca de intervencdes
terapéuticas que evitem a injuria provocada pelo mecanismo de
isquémial/reperfusdo. Dentro desta linha de pesquisa tem-se estudado
drogas que reduzam a ativagdo de DAMPs, TLRs e o sitema de
complemento, que possam levar a amplificacéo da resposta inflamatéria® e
aumentem a regulacdo adaptativa através da administragdo de células T
regs.164 O grande desafio persiste em inibir partes especificas do sistema
imune que causam injuria, sem afetar o adequado processo de cicatrizagéo
no IAM.

A descoberta da via anti-inflamatoria colinérgica identificou um tipo de

receptor (receptor alfa 7 nicotinico da acetilcolina)®?

, que pode ser alvo de
terapias farmacologicas para a modulacdo de atividade das citocinas. O
mecanismo de resposta neuro-imunoldgica observado nesta via sugere um
novo avango terapéutico, visando a modulacdo da resposta inflamatéria e
controle na liberacédo de citocinas. Dados pré-clinicos favoraveis, sustentam
a possibilidade de que a estimulag&o do nervo vago possa ser adicionada ao
arsenal terapéutico futuro, possivelmente substituindo algumas drogas para

4 Um melhor entendimento dessas

inibir a producdo de citocinas.™
observagbes pode prover-nos com novos recursos farmacoldgicos para

controlar a inflamag&o em inumeras patologias, entre elas o IAM.
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O conhecimento da neuroimunomodulagdo em modelo de |IAM ainda é
escasso, € sao necessarios novos estudos que fortalegam esta ligagdo. No
entanto, a demonstragdo de que a via anti-inflamatéria colinérgica, além do
modelo experimental de sepse, também tenha uma importante atuacao em
modelos de injuria do miocardio, abre perspectivas para futuras estratégias
terapéuticas e renovam as esperangas de uma nova abordagem no

tratamento da insuficiéncia cardiaca de origem isquémica.
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O presente estudo nos permite concluir que a estimulacdo vagal
através do brometo de piridostigmina, interfere na mobilizagdo de linfécitos
tanto a nivel regional quanto sistémico em fase precoce do infarto agudo do
miocardio em ratos. No miocardio, esta acdo propicia um aumento da
concentracdo de linfocitos T CD4 e CD8 em area infartada e reduz a
concentragéo de linfocito T CD4 em areas peri-infarto. Como efeito sistémico
a administracdo de piridostigmina reduz o numero de linfécitosT
convencionais CD4" e CD8" e aumenta o nimero de linfocitos T reguladores
CD4" e CD8" em sangue periférico. Estas alteragbes caracterizam uma
resposta favoravel a redugdo ou limitacdo de uma excessiva resposta
inflamatadria relacionado ao aumento da atividade vagal, que poderia ser um
dos mecanismos responsaveis pela melhor dos  parametros
ecocardiograficos morfo-funcionais e melhora do desempenho ventricular
encontrados em trabalhos anteriores. Novos estudos que investiguem o
papel da neuroimunomodulagc&o nos progressivos tempos do IAM poderiam
rastrear os mecanismos celulares e moleculares relacionados a curva de
expansao clonal dos linfécitos trazendo-nos preciosas informagdes que
contribuiriam para elucidar a interacdo da atividade autondmica e resposta

imunomoduladora no remodelamento ventricular pos IAM.
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8.1 ANEXO A - Teste ELISA

Iniciou-se a realizagdo do teste ELISA, com a sensibilizacdo das placas de
96 pocos com anticorpos de captura especificos para IL-1 , IL-6 e TNFa. Cada
placa recebeu 50 pl /pogo de uma solugao de 28,6 pl de anticorpo diluido em 5,15
mL de PBS. Esta placa foi deixada em overnight. Foram separadas as pecgas
congeladas de coragdo e cortadas em pedacos de aproximadamente 40 a 60 mg.
Posteriormente foram acondicionadas em tubos com 150 pl de reagente diluente
composto de 5g de BSA e 500 ml de PBS para preparacao do homogenato das
amostras. Apos a lavagem das placas com solugao de Tween 20% e incubagao por
mais uma hora com BSA 5% foi realizada pipetagem dessas amostras em cada
pocgo e incubacdo por mais duas horas. Posteriormente foi adicionado em cada
pogo 50 pl estreptoavidina conjugada a peroxidase e incubagéo da placa por mais
vinte minutos. Apds, adicionou-se 50ul de solugéo de substrato composta de H202.
A reacao entre substrato e a estreptavidina produziu uma cor azulada. A tonalidade
do azul é proporcional a intensidade da reag&o. Apos incubagao por vinte minutos,
adicionou-se 25 pul de solugdo composta por sulfato de hidrogenio com o objetivo de
interromper a reacao. Neste instante colocou-se a placa em espectrofotdmetro a
450nm para a leitura das amostras em picogramas por mililitros (pg/mL). Cada
citocina tem um padrdo de concentragdo na curva padrdo. A curva consiste em
diluicbes seriadas do padrao de cada citocina, que ja vem estabelecida no Kit do
fabricante. Foram utilizados kits de alta sensibilidade (R & D Systems®,
Minneapolis, USA). A diluigdo pode variar de acordo com o desempenho das

amostras. Neste trabalho as dilui¢des variaram de 10 a 20 vezes.
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8.2 ANEXO B - Técnica de Citometria de Fluxo

O citdmetro de fluxo é equipado para separar e identificar as células, isto é
denominado Separagao de Célula pela Atividade de Fluorescéncia (FACS).

A suspensao de células é injetada através de uma agulha que sao alinhadas
em um fluxo continuo por propriedades mecénicas (hidrodindmica). As células
neste fluxo continuo passam através de uma fonte de luz, geralmente vinda de um

laser ou uma lampada de mercurio (Figura 15).
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Fonte: Kallas EG

Figura15- Fluxo de amostra do citdmetro de fluxo

Os primeiros parametros a serem identificados sdo tamanho (FSC -
dispensao frontal de luz) e granularidade da célula (SSC — dispersao lateral de luz)

(Figura 16).
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SIDE SCATTER

FORWARD SCATTER
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TAMANHO (FSC) GRANULARIDADE (SSC)

Fonte: Kallas EG

Figura 16 - Parametros identificados pela citometria de fluxo

Usualmente estas células estdo marcadas com substancias quimicas que
emitem fluorescéncia (fluorocromos) quando excitados por uma fonte de luz (Figura
17).

FLUIOROC RaOMWIOS

LASER FITC P PCS
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FITC = luorescein isofhiocyanate

PE = phycowerythrin (RD7T)

ECD = energy coupled dye

Pi = propidivm jfodide

PCS = phycoerythrin cyanin 5 (PeCy5)

Fonte: Kallas EG

Figural7 - Esquema grafico da leitura de amostra marcada no citémetro de
fluxo
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Os fluorocromos absorvem a luz em uma especifica onda e emitem em
outra, geralmente determinadas em um escala de wavelenght. Esses fluorocromos
podem ser conjugados com anticorpos, os quais podem ser ligados a moléculas na
superficie celular, intracelular e/ou nuclear. A fluorescéncia & proporcional ao
numero de moléculas ao qual o anticorpo se liga. As células podem ser
enumeradas e caracterizadas individualmente por: especificidade, frequéncia,
funcao, estado de ativagao, diferenciacdo, viabilidade, etc., que, em conjunto, nos
da informagdes da fenotipagem de diferentes subpopulagdes celulares.

A

(autofluorescéncia). A granularidade e a fluorescéncia sao coletadas através de um

fluorescéncia pode ser emitida pela célula naturalmente

sistema optico, transferidas para filtros especificos denominados tubos

fotomultiplicadores (PMTs) e posteriormente digitalizadas e analisadas pelo

computador (Figura 18).
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Na avaliacdo pela citometria de fluxo foi utilizado sangue retirado por
puncao de atrio direito e macerado do bago, com ressuspensao dos esplendcitos
em meio de cultura.

A estratégia de analise utilizada foi:

- gate inicial em linfécitos baseado no tamanho (FSC) versus granulosidade
(SSC) das células
- gate em células CD3"CD4" ou CD3"CD8"

- quadrantes em células que expressam CD25" e/ou RT1B e Foxp3*

Obtencao de sangue total: O sangue coletado (500 microlitros) foi transferido para
tubo de microcentrifugacdo BD Microtainer revestido com K’EDTA até o seu
processamento no laboratério de imunologia. Foi necessaria a realizagdo do
processamento no prazo de até 4 horas, visando manter a viabilidade celular. Cem

microlitros de sangue total foram utilizados para a fenotipagem celular.

Obtencado de esplendcitos: As células foram obtidas apds maceragdo gentil do
6rgao e lavadas por centrifugacéo (1700 rpm a 4°C, por 6 minutos) com 10 ml de
meio RPMI (Gibco) (suplementado com L-glutamina 2 mM (Sigma)), solugédo de
aminoacidos nado essenciais (1% vol/vol) (Gibco), piruvato de sédio 1mM, 2-ME
5X10®° (Sigma) e os antibiéticos Gentamicina (40g/mL) e Peflacin (20 g/ml) e
vitaminas (1% vol/vol). Em seguida, as células foram tratadas com tampéo
hemolitico ACK (NH*CI 0,15 M, KHCO® 1mM, Na’EDTA 0,1 mM) para lise das
hemaceas e em seguida lavadas por centrifugacdo duas vezes com 10 mL meio
RPMI como citado acima. Ao final das lavagens, 1X108 células foram utilizadas

para fenotipagem por citometria de fluxo , como descrito a seguir.

Fenotipagem de esplendcitos e de sangue total: A fim de avaliar o perfil
fenotipico dos esplendcitos e das células do sangue periférico dos animais inclusos
em nosso estudo, utilizamos o painel de citometria de fluxo descrito em Anexo D.

Para fenotipagem de esplendcitos apds maceragao do baco e lise das hemaceas,
um milhao de esplendcitos foram isolados e ressuspensos em 50 pyL de tampao de
citometria com a diluicdo dos anticorpos como mostrado em Anexo D.. Apods

homogeneizagao, as células foram incubadas, protegidas da luz a 4°C por 30
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minutos. Apds incubacgao, as células foram lavadas 2 vezes com 200 yL de tampao
de citometria e ressuspensas em 100 pyL de PFA 1% para aquisigao em citometro.
Para fenotipagem de sangue total, a 100 yL do sangue obtido por puncao
atrial, foram adicionados os anticorpos do Anexo D, na concentragado indicada. A
incubacao foi realizada a temperatura ambiente em local escuro por 20 minutos.
Apés incubacao, foram adicionados 2 ml de tampéao de lise comercial a cada tubo, a
fim de lisar as hemaceas e fixar a marcagéo ja realizada. Para tal processo, as
células foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, também
protegidas da luz. Em seguida, 2 lavagens foram realizadas com tampao PBS com
centrifugacdo a 500 g por 10 minutos. Finalmente as células foram ressuspensas
em 100 pL de PFA 1% para aquisicao em citometro de fluxo. As amostras foram
adquiridas em um citdmetro FACS Canto utilizando o software DIVA (Tree Star,
Inc). Para ajuste das voltagens foram utilizadas beads marcadas com os
fluorocromos individualmente. Cinquenta mil eventos foram adquiridos no gate de

linfocitos.
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8.3 ANEXO C - Técnica de Imunohistoquimica

O termo imunohistoquimica surgiu das palavras: imunologia, histologia e
quimica. A imunologia estuda o sistema imunoldgico, a histologia estuda tecidos e
orgaos utilizando-se do microscopio, apés a sua coloragdo. Para facilitar a
observagao, diversos tipos de coloracbes podem ser usados para identificar
diferentes partes de um tecido. O processo de identificar antigenos nos tecidos com
anticorpos, através de seccdo corada é definido como imunohistoquimica. Os
anticorpos podem ser utilizados para identificar a distribuicao anatémica de um
antigeno em um tecido ou no interior de compartimentos de uma célula. Neste
trabalho utilizamos anticorpos monoclonais através do complexo Avidina-Biotina-
peroxidase (ABC) (Figura 19).
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Figural1l9 - Meétodo indireto de Imunohistoquimica pelo complexo Avidina-
Biotina-Peroxidase

A avidina tem a capacidade de se ligar a quatro moléculas de biotina, de
forma ndo imunolégica, esta forte afinidade da ao método uma excelente
sensibilidade.

Os animais submetidos a andlise pela Imunohistoquimica foram
anestesiados com Ketamina e Xilazina. O térax foi aberto, cortou-se o atrio direito e

perfundiu-se o animal, através de puncéao, pelo ventriculo esquerdo. Foi induzida
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parada cardiaca em diastole pela infusdo de solugdo com cloreto de potassio (14
mmol em solugao fisioldgica), com pressao constante de 80-90 mmHg por um
periodo de 10 a 15 minutos. Posteriormente, o animal foi perfundido com formol 4%
tamponado por mais 10 a 15 minutos. Os tecidos retirados ,foram deixados por 24 a
48 horas fixando em formol 4% tamponado, e posteriormente foram processados.
Esse processo necessitou da passagem do tecido cardiaco cortado e
acondicionado em reservatorio apropriado , por cinco banhos, para desidratacdo da
peca, por concentragdes de alcool de variavam de 95% (3 X) e 100% (2X),
posteriormente para diafanizagdo em concentragdes de 50% de alcool e xilol (1X) e
somente xilol (2X). Finalmente foi realizada a embebicdo em banho de parafina
(2X). A diafanizagéo ou clarificagéo consiste na total retirada de alcool, xilol e tecido
gorduroso, para facilitar a embebigdo com parafina. Ap6és o processamento, os
tecidos foram cortados em espessura de 5 pm em micrétomo, imersos em agua fria,
seguida de agua quente, para melhor moldagem na lamina. Posteriormente as
laminas foram desparafinizadas em estufa e hidratadas em uma sequéncia banhos
de xilol (3X), alcool em concentragbes de 100% (2X), 95% (1X), 80% (1X), 70%
(1X), 50% (1X) e agua destilada. Apdés secagem em temperatura ambiente,
estavam preparadas para receber marcagdo com anticorpos especificos. Para
otimizar a marcacado dos linfécitos CD4 e CD8 foi necessario a realizagao de
digestdo ou recuperacdo antigénica, que consiste em colocar as laminas em
solucdo de citrato 10 mM, PH 6,0 em panela de pressao por 1 minuto. Para o
bloqueio da peroxidase enddgena, as mesmas foram banhadas em agua oxigenada
de 10 volumes (3%) durante 7 minutos para CD8 e agua oxigenada de 30V (0,3%)
para CD4. Posteriormente usou-se caseina 2,5% por 5 min, para o bloqueio de
reacoes inespecificas. Os anticorpos primarios foram diluidos em BSA na
concentracao de 1/40, tanto para CD4 (W3/25,AbCAM), quanto para CD8(0X-
8RT,Millipore). Apos pipetagem dos anticorpos, as laminas foram incubadas em
camara escura e acondicionadas em geladeira a 4°C,em overnight.

No dia seguinte incubou-se as laminas com anticorpo secundario Vector
(IgG-mouse) por 30 min a 37°C, seguida por complexo conjugado com peroxidase e
AB Vector, por mais 30 min. Apds lavagem com TBS, colocou-se as laminas em
solugado de cromégeno (Kit DAB Vector — DaKo). A seguir as Iaminas forma contra

coradas em hematoxilina de Harris, por 1 min.



Anexos 88

84 ANEXO D - Painel

especificacao de anticorpos utilizados

de Citometria de fluxo com

Anticorpos | Fluorocrémio Clone Concentrag&o Laboratério
Sangue esplendcito

CD3 APC 1F4 1:25 1:50 BD Bioscience
CD4 PECY5 OX-35 | 1:100 1:200 BD Bioscience
CD8 PercP OX-8 1:100 1:200 BD Bioscience
CD25 PE OX-39 | 1:50 1:100 BD Bioscience
RT1B FITC OX-6 1:100 1:200 BD Bioscience
Foxp3 PE-Cy7 F JK-16s | 1:100 1:200 eBioscience
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8.5 ANEXO E - Tabela completa de marcadores de

atividade de Linfocitos T CD4" no sangue e no baco

Tabela 8 - Valores percentuais da expressao de marcadores de atividade

de Linfocitos T CD4" no sangue e no bago do grupo Controle
(GC), Infartado sem tratamento (IC) e Infartado tratado com
piridostigmina (IP)

GC(12) IC(12) IP(11) P
CD4+ sangue
%CD4+ 77,4 0,8 78,1 10,6 76,1 +£0,7 >0,05
CD25+ 6,7+0,3 8,4+0,3 6,2 +0,3" <0,05***
RT1B+ 1,3+0,2 1,3+£0,1 1,7+£0,2 >0,05
CD25+total 7,0+0,3 8,9+0,3 6,5+ 0,4" <0,05***
RT1B+total 1,7+0,2 1,8 £0,1 1,9+0,3 >0,05
CD25+RT1B+ 0,4+0,1 0,5+0,1 0,30,1" <0,05***
CD25+Foxp3+ 70,6 + 3,2 63,5+14 76,5+ 29" <0,05**
CD25+Foxp3- 2,31+0,2 2202 1,5+0,2" <0,05*
CD4+ baco
%CD4+ 71,1+£1,0 71,8+0,9 71,4+0,8 >0,05
CD25+ 92104 10,9+04 7,4 +0,3" <0,05****
RT1B+ 6,5+4,3 48+0,2° 7,7 +0,6" <0,05***
CD25+total 10,1+0,5 11,6204 8,4 +0,3" <0,05%***
RT1B+total 74+0,5 55+0,2° 8,5+0,7" <0,05***
CD25+RT1B+ 0,9+0,1 0,7+£0,1 0,8+0,1 >0,05
CD25+Foxp3+ 84,6 +0,9 82,6 +1,5 799+1.8 >0,05
CD25+Foxp3- 1,5 +0,1 2,2+0,2° 1,4 0,2 <0,05*

Apresentados em média dos valores + erro padréo *p<0,05 IP vs GC. “p<0,05 IP vs IC.
$ p<0,05 IC vs GC.
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8.6 ANEXO F - Tabela completa de marcadores de

atividade de Linfocitos T CD8" no sangue e no baco

Tabela 9 - Valores percentuais da expressao de marcadores de atividade
de Linfécitos T CD8" no sangue e bago do grupo Controle (GC),
Infartado sem tratamento (IC) e Infartado tratado com
piridostigmina (IP)

GC(12) IC(12) IP(11) P

CD8+ sangue
%CD8+ 241+14 22306  222+0,8 >0,05
CD25+ 35+0,3 45+0,2 2,4+0,1" <0,05%***
RT1B+ 1,5+0,2 1,7+0,7 2,0+0,2 >0,05
CD25+total 3,7+0,3 47+0,2 2,5+0,1" <0,05%***
RT1B+total 1,7+0,2 1,940,2 21+0,2 >0,05
CD25+RT1B+ 0,2+0,1 0,3+0,1 0,1+0,1" <0,05***
CD25+Foxp3+ 76,1+28 683+19° 75110 <0,05*
CD25+Foxp3- 1,6 +0,2 1,8+0,9 1,1+0,1" <0,05%***

CD8+ baco
%CD8+ 280+10 275+0,9 26,9%0,8 >0,05
CD25+ 3,3+0,1 43+0,2 1,9+0,1" <0,05%***
RT1B+ 71+05 44 +0,1° 7,2 +0,6" <0,05%***
CD25+total 3,7+0,1 47+0,3 22+0,1" <0,05****
RT1B+total 75+0,5 48+0,2° 7.4 +0,6" <0,05***
CD25+RT1B+ 0,4+0,1 0,4+0,0 0,2+0,1" <0,05***
CD25+Foxp3+ 75,7 2,1 749+18  717+18 >0,05
CD25+Foxp3- 0,8+0,1 0,7+0,1 1,2+0,1% <0,05***

Apresentados em média dos valores + erro padréo *p<0,05 IP vs GC. “p<0,05 IP vs IC.
$ p<0,05 IC vs GC.
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