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ABREVIATURAS



- AE: diametro atrio esquerdo

- AO: diametro da aorta

- APOE: Alipoproteina E

- ASC: Proteina adaptadora associada & apoptose com dominio CARD
- CASP-1: Caspase-1

- DAMPs:danger-associated molecular patterns

- DDVE: diametro diastolico do ventriculo esquerdo

- DSVE: didmetro sistdlico do ventriculo esquerdo

- EDPP: espessura diastélica da parede posterior do VE.

- EDSIV: espessura diastolica do septo interventricular

- FC: frequéncia cardiaca

- FE: fracdo de ejecdo

- GSDMD: Gardesmina

- HMGBL1: High mobility group protein B1

- IAM: Infarto Agudo do Miocardio

- IC: Insuficiéncia cardiaca

-IFN- gamma: Interferon- gamma

- IGF1: Fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
- IL1B: interleucina-1 beta

- IL6: Interleucina- 6

- IL10: Interleucina -10

- IL18: Interleucina-18

- LDE: Nanoparticulas de nucleo lipidico

- LPS: Lipossacarideos

-MCP1: Mitocondrial adapter protein

- MTX: Metotrexato

- MyHCA: Myosin heavy chain A

- NFKBL1: Fator Nuclear NF-kappa-B

- NLRC4: NLR family CARD domain-containing protein 4
- NLRP1: NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 1
- NLRP3: NACHT, LRR and PYD domains-containing protein 3
- NLRS: Receptores de ligacdo a nucleotideo

- PC: peso corporal

- PPIA: Ciclofilina
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-ROS: Espécies reativas de oxigénio

-TDE: tempo de desaceleracdo da onda E mitral;

-TGFB1.: Fator de crescimento transformador beta 1

-TLR: Toll Like Receptors

-TLR4: Toll Like receptor 4

-TNFA: Fator de Necrose Tumoral

- TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico do VE

- VD: Ventriculo direito

- VE: Ventriculo esquerdo

- VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior do VE
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As doencas cardiovasculares sdo as principais causas de morte no Brasil e no mundo. O
infarto agudo do miocardio (IAM) contribui para grande parcela de 6bitos. Frequentemente, o
infarto do miocéardio leva a insuficiéncia cardiaca e alteracdes em diferentes orgao e sistemas,
como a musculatura esquelética. Ativacéo de inflamacao tem papel importante em mecanismos
desencadeados ap0s a isquemia miocardica. Inibidores de inflamacéo tém sido avaliados para
melhorar o prognostico de pacientes pos-infarto. O metotrexato € um medicamento
habitualmente utilizado no tratamento da artrite reumatoide. Além de modular a ativacao
inflamatdria, o farmaco tem efeitos benéficos na prevencdo de doencas cardiovasculares. Para
melhorar suas propriedades farmacologicas, 0 metotrexato foi associado a nanoparticulas de
nacleo lipidico. Neste estudo, avaliamos os efeitos da administracdo precoce e tardia do
metotrexato associado a nanoparticulas de nuacleo lipidico no coragdo e em mdsculos
esqueléticos de ratos com infarto do miocardio.

Os resultados mostraram que a administracdo cronica do metotrexato associada a
nanoparticulas de nacleo lipidico, iniciada precoce ou tardiamente, para ratos com infarto do
miocardio ndo altera a funcéo do coracdo ou o fenétipo do musculo esquelético. Entretanto, a
administracdo precoce do farmaco reduziu a concentracdo dos marcadores de inflamacéo
denominados inflamassoma NIrpl no musculo esquelético séleo. Os achados contribuem para
o melhor entendimento sobre a modulacdo da inflamagdo e o tratamento pos-infarto do

miocardio.
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Introducéo: Apds o infarto do miocérdio, substancias liberadas de cardiomidcitos necréticos
sensibilizam receptores de ligacdo a nucleotideos como NLRP1, NLRP3 e NLRC4. A ativagédo
destes receptores estimula inflamassomas e o processo de inflamagéo aguda. Os inflamassomas
ativam a caspase-1 e clivam a IL1B, induzindo a producdo de mediadores inflamatorios. A
inflamacdo inicial é benéfica para a reparacdo do tecido cardiaco; entretanto, se persistente,
pode intensificar o processo de remodelacdo cardiaca e pode levar a insuficiéncia cardiaca. A
insuficiéncia cardiaca cursa com alteragcdes em diversos 6rgdos e sistemas como a musculatura
esquelética. O comportamento dos inflamassomas na musculatura esquelética apds o infarto
agudo do miocardio (IAM) ndo esta esclarecido. O metotrexato (MTX) € um imunomodulador
relacionado a reducdo do risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares. O MTX
associado a nanoparticulas de nucleo lipidico (MTX-LDE) administrado 24 horas ap6s a
inducdo do 1AM reduziu o processo inflamatorio e melhorou a funcédo cardiaca em ratos. Ainda
ndo se sabe se 0 MTX pode influenciar a resposta imune a lesdo do musculo esquelético
associada a insuficiéncia cardiaca. Objetivo: Avaliar os efeitos da administracdo precoce e
tardia de MTX-LDE na remodelag&o cardiaca e marcadores inflamatdrios no musculo séleo de
ratos infartados. Métodos: Ratos Wistar machos submetidos a inducdo de infarto ou cirurgia
ficticia foram separados nos grupos Sham (n=11), IAM (n=11), IAM-P (n=14) e IAM-T (n=12).
No grupo IAM-P, o tratamento com MTX-LDE foi iniciado 24 horas apds o IAM na dose de 1
mg/kg/semana via intraperitoneal e mantido por 10 semanas. No grupo IAM-T, o tratamento
foi iniciado 3 semanas apds a cirurgia e mantido por 7 semanas. Ecocardiograma foi realizado
ao final do estudo; apenas ratos com area infartada do ventriculo esquerdo maior que 35% foram
incluidos no estudo. A expressdo de proteinas e genes de NIrpl, Nirp3, Nlrc4, proteina
associada a apoptose com dominio CARD (Asc), Pro-Caspase-1, Caspase-1, Pro-Interleucina
(ID-1 beta, e 1l1b foi quantificada por Western blotting e gPCR, respectivamente, no musculo
soleo. O trofismo do soleo foi avaliado por morfometria. As comparagdes entre 0s grupos foram
realizadas por analise de variancia (ANOVA) complementada pelo teste de Bonferroni ou pelo
teste de Kruskal-Wallis complementado por Dunn. Resultados: O tamanho do infarto néo
diferiu entre os grupos. O tratamento precoce ou tardio ndo alterou variaveis estruturais e
funcionais do coracdo. A expresséo proteica de Nlrpl foi menor no grupo IAM-P que no Sham.
Houve tendéncia (p=0,068) para a expressédo proteica de Nlrc4 ser menor no grupo IAM-P que
no Sham. O trofismo muscular e a expressdo génica e proteica de NIrp3, Asc, Pro-Caspase-1,
Caspase-1, Pro-111b e 111b n&o diferiu entre os grupos. Conclusao: A administracdo precoce ou
tardia de MTX-LDE néo altera o processo de remodelacdo cardiaca pds-infarto em ratos. A
administracdo precoce de MTX-LDE reduz o marcador de inflamagdo NLRP1 no musculo
esquelético séleo sem, no entanto, alterar o fen6tipo muscular.

Palavras-chave: inflamassomas, musculo esquelético, infarto agudo miocardio, insuficiéncia
cardiaca, metotrexato, nanoparticulas.
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Introduction: After myocardial infarction, substances released from necrotic cardiomyocytes
sensitize nucleotide-binding receptors such as NLRP1, NLRP3, and NLRC4. Activation of
these receptors stimulates inflammasomes and acute inflammation. Inflammasomes activate
caspase-1 and cleave IL1B, inducing the production of inflammatory mediators. Early
inflammation is beneficial for cardiac tissue repair; however, if persistent, it may intensify the
cardiac remodeling process and induce heart failure. Cardiac failure is associated with
alterations in many organs and systems such as the skeletal muscle. The behavior of
inflammasomes in skeletal muscle after acute myocardial infarction (AMI) is not clear.
Methotrexate (MTX) is an immunomodulator which reduces the risk of developing
cardiovascular diseases. MTX associated with lipid core nanoparticles (MTX-LDE)
administered 24 hours after AMI induction decreased the inflammatory process and improved
cardiac function in rats. Whether MTX modulates the immune response to heart failure-
associated skeletal muscle changes is not known. Objective: To evaluate the effects of early or
late administration of MTX-LDE on cardiac remodeling and inflammatory markers in the
soleus muscle of infarcted rats. Methods: Male Wistar rats subjected to infarction induction or
sham surgery were divided into Sham (n=11), AMI (n=11), AMI-E (n=14), and AMI-L (n=12)
groups. MTX-LDE was initiated 24 hours after AMI induction at 1 mg/kg/week
intraperitoneally and maintained for 10 weeks in the AMI-E group. MTX-LDE was initiated 3
weeks after surgery and maintained for 7 weeks in the AMI-L group. Echocardiogram was
performed at the end of the study; only rats with infarcted area greater than 35% of total left
ventricle area were included in the study. The expression of proteins and genes of Nlrp1, Nirp3,
Nlrc4, apoptosis-associated protein with CARD domain (Asc), Pro-Caspase-1, Caspase-1, Pro-
Interleukin (11)-1 beta, and 111b was quantified by Western blotting and qPCR, respectively, in
the soleus muscle. Soleus trophism was evaluated by morphometry. Comparisons between
groups were made by analysis of variance (ANOVA) and Bonferroni test or Kruskal-Wallis
and Dunn. Results: Infarct size did not differ between groups. Early or late treatment did not
change structural and functional variables of the heart. Protein expression of Nlrpl was lower
in the AMI-E group than in the Sham. There was a trend (p=0.068) for protein expression of
Nlrc4 to be lower in the AMI-E group than in the Sham. Muscle trophism and gene and protein
expression of Nlrp3, Asc, Pro-Caspase-1, Caspase-1, Pro-111b, and I11b did not differ between
groups. Conclusion: Early or late administration of MTX-LDE does not alter the post-
infarction cardiac remodeling process in rats. Early administration of MTX-LDE reduces the
inflammation marker NLRP1 in soleus skeletal muscle without changing muscle phenotype.

Keywords: inflammasomes, skeletal muscle, acute myocardial infarction, heart failure,
methotrexate, nanoparticles.
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As doengas cardiovasculares estdo entre as principais causas de morte no mundo. Entre
elas, destaca-se o infarto agudo do miocérdio (IAM), doenca isquémica resultante do
estreitamento das artérias coronarias por aterosclerose e trombose (1). No Brasil, sdo registrados
cerca de 300 a 400 mil casos por ano (2). Apesar do avanco no tratamento da fase aguda,
pacientes que sobrevivem ao IAM apresentam alto risco de evoluir com insuficiéncia cardiaca
(IC) e 6bito (2,3).

No infarto, a obstrucdo ao fluxo sanguineo coronariano leva a necrose dos
cardiomidcitos juntamente com desintegracdo do colageno interfibrilar, perda de funcéo
contrétil, afilamento da parede infartada e dilatacdo da cavidade ventricular esquerda. Este
processo agudo é conhecido como expansao pés-infarto e ocorre dentro de dias apos o evento
agudo (4). Cronicamente, inicia-se 0 processo de remodelacdo, que é definido como a
ocorréncia de alteragdes moleculares, celulares e intersticiais, que se manifestam clinicamente
por modificagBes na arquitetura, massa, e funcdo do coracédo (4,5). Como a remodelacéo pode
evoluir para progressiva deterioracéo da funcdo cardiaca, o processo € considerado fundamental

na fisiopatologia da disfuncéo ventricular e insuficiéncia cardiaca (6).

Logo apds o IAM ocorre ativacdo do sistema imune inato e inflamacdo, que séo
importantes no desenvolvimento precoce e tardio do processo de remodelacdo cardiaca (7-9).
Embora a inflamagdo seja necesséria no restabelecimento do tecido danificado, excessiva
ativacdo da resposta imune resulta em amplificacdo da inflamacédo, que se estende para areas
ndo infartadas e esta associada a remodelamento ventricular adverso (10,11). O periodo entre a
inflamacdo e a remodelacdo cardiaca € representado por trés fases: fase inflamatdria, fase

proliferativa e fase de maturacéo.

A fase inflamatoria inicia-se nos primeiros dias apos o infarto com a producgéo de
mediadores inflamatérios e o recrutamento de leucdcitos para o local danificado estimulados
por células da imunidade inata residentes no miocéardio, o que promove a remogéo de células
mortas, matriz extracelular e outros detritos teciduais (10). A fase proliferativa é iniciada apds
a eliminacdo das células danificadas e caracteriza-se pelo clearence de debris celulares e células
mortas (10,12). Macrofagos e linfécitos produzem citocinas como interleucina-10 (1L10) e fator
de crescimento transformador beta (TGFB1) que sdo repressoras dos estimulos inflamatorios e
contribuem para a resolucdo da inflamacdo (13). Os fibroblastos tornam-se as células
dominantes na fase proliferativa, apresentando alteragdes fenotipicas e funcionais com alta
atividade proliferativa e migratdria, e elevada capacidade para sintetizar matriz extracelular e
colageno, participando ativamente na inducédo de fibrose (12,13).
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Apo6s o 1AM, cardiomidcitos mortos liberam moléculas que funcionam como sinais de
alerta e sdo reconhecidas por células imunes e teciduais presentes no miocérdio (5,14) Essas
moléculas de alerta ou DAMPs (do inglés, danger-associated molecular patterns) séo
reconhecidas por receptores de reconhecimento padrdo presentes em células residentes no
miocardio, que geram vias de transducdo de sinal e iniciam o processo inflamatorio (15). Os
DAMPs podem ser ATP, agregados de proteinas, espécies reativas do oxigénio (ROS),
proteinas do choque térmico (HSP) e Myosin heavy chain A (MyHCA) (9,16,17). O
reconhecimento dos DAMPs pelos receptores resulta na ativagédo de cascatas inflamatorias e do
fator nuclear NF-kappa-B (NFKB1), e consequente producdo de citocinas, quimiocinas e
moléculas de adesdo, que auxiliam no recrutamento de células imunes e fagdcitos ao local da

injaria e eliminacdo das células necréticas e detritos celulares (18).

Dentre os diversos receptores que reconhecem DAMPs, destacam-se 0s receptores de
ligacdo a nucleotideo (NLRs), alvo de muitos estudos em doengas inflamatérias (16,19). Esses
receptores estao presentes no citosol de células imunes e ndo imunes do miocardio e monitoram
0s compartimentos intra e extracelulares para sinais de infeccao ou lesdo tecidual. A inflamacéo
resultante do infarto do miocardio ¢ chamada de “estéril” por ser ativada por DAMPs e ndo por

agente infeccioso (8,16,19).

Estruturalmente, os NLRs apresentam um dominio central de oligomerizacdo
(NACHT), um dominio C-terminal com repeticdes de leucina (LRR), responsavel por detectar
ligantes microbianos e alarminas, e um dominio N-terminal, que pode ser CARD ou PYD
(5,14,15). Alguns receptores NLRs como o NLRP1 (nome completo: NACHT, LRR and PYD
domains-containing protein 1), NLRP3 (nome completo: NACHT, LRR and PYD domains-
containing protein 3) e NLRC4 (nome completo: NLR family CARD domain-containing protein
4) formam o inflamassoma. Este complexo proteico € intracelular e tem papel central no inicio
e amplificacdo da resposta inflamatdria esteril (14,20). O inflamassoma compreende multiplas
proteinas que ativam proteases inflamatdrias chamadas caspases, principalmente a caspase-1
(CASP1), envolvida em processos de apoptose e inflamacéo, e responsavel pela clivagem de
formas imaturas das citocinas interleucina (IL)1B e IL18. O inflamassoma & composto,
basicamente, pelo receptor NLR, uma proteina adaptadora denominada ASC (proteina
associada a apoptose com dominio CARD), e a CASP1, proteina efetora de resposta
inflamatdria. A ASC e CASP1 ligam-se por meio do dominio CARD que ambos possuem em
comum; portanto, o0 dominio CARD da ASC funciona como local de recrutamento. Apos 0s

sensores serem ativados pelos DAMPSs, eles sofrem oligomerizacdo, associam-se com a
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proteina adaptadora ASC e recrutam a pro-CASP1 que, por auto clivagem, libera a CASP1

ativa, responsavel pela ativacéo da IL1B (6,16,20,21).

A IL1B desempenha importante papel na resposta imune inata e inflamacéo. A citocina
mobiliza e ativa leucdcitos, células epiteliais, endoteliais e fibroblastos, aumenta a producao de
proteinas do sistema complemento e proteina C-reativa por hepatOcitos, e exacerba a
capacidade fagocitica de neutrdfilos e macréfagos e a produgdo de ROS (22-24). A IL1B
tambem facilita a entrada de outras moléculas do sistema imune em tecidos lesionados e
contribui para o processo de proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular, estimulando a

producdo de éxido nitrico e apoptose dos cardiomidcitos (15,16).

A ativacdo do inflamassoma depende de dois sinais. O primeiro sinal ou priming é
engatilhado por diversos receptores celulares como o TLR (Toll Like receptor) que, ao ser
sensibilizado por PAMPs (do inglés, Pathogen Associated Molecular Patterns) /DAMPs, ativa
0 NFKB1 resultando na transcricdo de componentes do inflamassoma. Outros componentes
como ASC, pro-1L18 e pr6é-CASP1 sdo expressos constitutivamente nas células e ndo séo
alterados por este priming. O segundo sinal consiste na ativacdo propriamente dita do
inflamassoma e formacéo do complexo proteico, que pode ocorrer por varios estimulos como:
a) efluxo de potassio e ativacdo do receptor purinérgico P2X7; por ATP extracelular; b)
sinalizacdo de calcio; ¢) producdo de ROS; d) disfuncao mitocondrial; e) ruptura de lisossomos
com liberacdo de catepsinas e outros componentes lisossomais no citosol (14,15,25). Na
auséncia de sinais de ativacéo, os receptores NLR sdo mantidos inativos por diversas proteinas
reguladoras (26). O inflamassoma induz também um processo de morte celular denominado
piroptose, que ocorre pela auto-clivagem da proteina gasdermina (GSDMD) pela CASP1, com

a formacao de poros, liberacéo das citocinas e amplificacdo da resposta inflamatéria (27,28).

O inflamassoma formado pelo receptor NLRP3 é 0 mais estudado (5,25). Ele é expresso
em leucocitos, midcitos e fibroblastos cardiacos e esta ligado com a patogénese do Alzheimer,
doencas autoimunes, cancer e aterosclerose (15,16,28). Estudos tém demonstrado sua presenca

na apoptose de células imunes por sepse e disfuncao de diversos 6rgdos (29).

Estudos experimentais tém mostrado aumento da expressao génica do NLRP3, ASC e
pro-1L1B em cardiomidcitos e outras células miocérdicas de camundongos infartados (30,31).
A ativacdo de NLRP3 resultou em maior clivagem da caspase-1 (30,32), aumento da sintese de
colageno nos fibroblastos (33,34) e da producdo de IL1B por leucocitos, e amplificacdo da

resposta inflamatdria e morte celular (33,35). Evidéncias mostram que ativacdo de NLRP3 pode
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perpetuar a resposta inflamatéria pos-1AM e contribuir para o remodelamento ventricular
adverso, arritmias e I1C (9,15,16). Pacientes com doenga coronariana cronica apresentam
expressao elevada de NLRP3 e IL1B em celulas mononucleares circulantes e em neutréfilos

infiltrados na lesdo miocardica (36,37).

A participacdo dos inflamassomas NLRP1 e NLRC4 na inflamagdo estéril,
principalmente apds o IAM, ndo estd completamente esclarecida. Evidéncias mostram que o
NLRP1 tem grande participacdo em infec¢fes bacterianas e virais, mas pouco envolvimento na
inflamacao estéril (5). Polimorfismos do NLRP1 humano e producdo aumentada de IL1B tém
sido relacionados com doengas inflamatorias como diabetes tipo 1, lUpus eritematoso sistémico
e doenca de Alzheimer (38-40). Componentes destes receptores e producédo de IL1B foram

observados no encéfalo de camundongos 24 horas apds isquemia tromboembolica cerebral (41).

O NLRC4 é amplamente encontrado no epitélio intestinal, e foi relacionado com doenca
inflamatoria intestinal, neoplasias e esclerose multipla (5,42-44). Devi et al. (45) mostraram
gue o agravamento da IC pds-infarto por diabetes ocorre por falha na mitofagia com acumulo
de DNA mitocondrial no citosol e ativacdo de NLRC4 e CASP1. A hiperativacdo de NLRC4
aumentou a morte de cardiomidcitos e a gravidade da IC (45). Embora o envolvimento do
NLRP1 e NLRC4 na inflamagdo ap6s o IAM ainda ndo esteja totalmente esclarecido, os
resultados acima permitem levantar a hipoOtese que estes receptores de inflamassomas

participam na inflamagdo miocardica pds-infarto.

A musculatura esquelética € um tecido abundante envolvido em fungdes fundamentais
como locomocédo e metabolismo do corpo humano (46-49). O processo inflamatorio e a IC
decorrentes do infarto levam a alteracGes sistémicas e em tecidos periféricos, incluindo a
musculatura esquelética (50-53). Estudos clinicos e experimentais mostraram que a IC
avancada esta associada a alteracbes musculares caracterizadas por atrofia, infiltrado gorduroso,
apoptose de midocitos, inflamacgéo, disfuncdo mitocondrial, e reducdo de enzimas oxidativas e
da capacidade funcional. Atualmente, diminuicdo da massa muscular é considerada importante

fator na morbidade e no prognéstico da insuficiéncia cardiaca (51-55).

Em ratos com IC pos-infarto, observamos inflamagédo e areas de necrose no musculo
esquelético (55). Em musculos esqueléticos de pacientes com IC cronica, foi observada atrofia
de fibras, inflamacdo, disfungdo mitocondrial e apoptose de midcitos (51,52). Evidéncias
sugerem que a apoptose muscular pode ser desencadeada pela acdo de citocinas pro-

inflamatdria e pelo fator de necrose tumoral-alfa (TNFA) (56).
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Assim como no coracdo, a morte de midcitos esqueléticos leva a ativacdo de células
imunes. Multiplos DAMPs foram achados em casos de injuria muscular apo6s trauma,
inflamacdo e reparo tecidual. Os DAMPs peptideos formil e DNA mitocondrial séo
reconhecidos por macrofagos e neutréfilos presentes na musculatura (57). A High mobility
group protein B1 (HMGB1), uma proteina multifuncional, liberada na matriz extracelular por
midcitos necroticos, induz o recrutamento de células inflamatdrias e a ativagdo de fagdcitos por
receptores celulares como o TLR4 (58). Macrofagos infiltrados na musculatura danificada
secretam mediadores inflamatérios como Mitocondrial adapter protein (MCP1), IL1B e
TNFA, que aumentam o recrutamento de células para o tecido lesado e perpetuam a inflamacéo
(49,58). A presenca de IL1B e TNFA no musculo esquelético promove atrofia e catabolismo
muscular pela reducdo do metabolismo oxidativo e da sinalizacdo pela via do fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1) (59,60). A IL1B aumenta a expressao do
Muscle-specific RING finger protein 1 (MURF1) e Atrogina-1, ambos sinalizadores de atrofia
muscular (61). O achado recente que injecdo muscular de lipopolissacarideos (LPS) aumenta
o0s niveis de NLRP3 e IL1B sugere a participacdo ativa da musculatura esquelética na resposta
inflamatoria por meio de suas proprias citocinas, as “miocinas”, que agem de modo local ou

sistémico (28).

Embora alguns estudos tenham avaliado inflamassomas e musculo esquelético, o
comportamento dos mesmos na musculatura esquelética durante a IC ndo esta totalmente
esclarecido. Metilacdo de ASC e concentracdo plasmatica de IL1B estdo associadas ao pico de
consumo de oxigénio (VO2), sugerindo que ativacdo de inflamassomas pode estar envolvida
na capacidade aerébia de pacientes com IC. Metilacdo de ASC leva a reducdo da inflamacéo e
melhora da capacidade funcional na IC (20). Em modelo de atrofia muscular por sepse,
pesquisadores mostraram que a ll1b esta presente no musculo esquelético e contribui para a
atrofia muscular (29). Quando submetidos a reducdo da expressdo génica de NIrp3, os
camundongos apresentaram diminui¢do da concentracdo sérica de 111b e atenuacdo da atrofia
muscular 96 horas apés inducdo da sepse (29,62). Em cultura celular de midcitos, foi observada
relacdo entre ativacdo do inflamassoma NLRP3 e altera¢cGes morfologicas e moleculares (61).
Em ratos infartados, a inibicdo do NIrp3 reduziu o tamanho do infarto e melhorou a funcao

cardiaca (5).

O metotrexato (MTX) € um analogo e antagonista ao acido félico, originalmente
desenvolvido para o tratamento do cancer por interferir na sintese, reparo e replicacdo do DNA.

Atualmente, & também um dos medicamentos mais utilizados no tratamento da artrite
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reumatoide (63-65). Estudos sugerem que, em baixas doses, o MTX tem efeitos
imunossupressores e, portanto, benéficos no tratamento de doencas autoimunes, sem alterar a

proliferacdo celular (66-68).

Além de suas agBes como imunomodulador, 0 MTX reduziu o risco de doencgas
cardiovasculares e de infarto do miocardio em pacientes com inflamacé&o crénica (63,69,70). O
MTX aumenta a expressdo do antagonista do receptor de IL-1 e reduz a expressdo de citocinas
pro-inflamatorias e da proteina C-reativa, resultando em diminuigdo da ativacdo do
inflamassoma NLRP3 e protecdo contra injaria isquémica (49,64,71-73). Apesar do MTX ser
muito utilizado no tratamento de algumas doengas como a artrite reumatoide, ele tem alta

toxicidade e rapida degradacdo no trato intestinal.

Pesquisadores vém utilizando a associagdo do MTX a nanoparticulas biodegradaveis
para que o farmaco possa ter maior eficacia e biodisponibilidade (74,75). Maranhéo et al. (76)
usaram o MTX veiculado por nanoparticulas de nucleo lipidico (lipid core nanoparticles, LDE)
para o tratamento de ratos infartados. As LDE assemelham-se a composicdo e estrutura da
lipoproteina de baixa densidade (LDL). No plasma, as LDE ligam-se a apolipoproteina E
(APOE) e sdo reconhecidas por receptores de LDL presentes na membrana celular. A seguir,
sdo internalizadas pelas células via endocitose (77-79). As LDE se concentram no tecido
inflamado onde existe maior expressdo de receptores de LDL. Assim, o uso das LDE como
veiculo para 0 MTX aumenta sua concentragao no interior das células (77,78).

O uso de MTX associado as LDE melhorou a funcéo diastélica e reduziu a dilatagdo
cardiaca, hipertrofia de cardiomidcitos, infiltrado inflamatdrio e fibrose miocardica dos ratos
infartados (76). Os mesmos pesquisadores também mostraram que o MTX veiculado por LDE
reduziu placas ateroscleroticas e inflamagdo na artrite reumatoide (80,81). Portanto, 0s
resultados indicam que o MTX veiculado por LDE tem impacto favoravel na remodelacéo
cardiaca pés-IAM. No entanto, ndo sdo conhecidos os efeitos do MTX sobre a ativacdo de

inflamassomas na musculatura esquelética ap6s IAM.
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A administragéo precoce ou tardia de MTX-LDE néo altera o processo de remodelagéo
cardiaca pés-infarto em ratos. A administracdo precoce de MTX-LDE reduz o marcador de

inflamacdo NLRP1 em musculo esquelético sem, no entanto, alterar o fen6tipo muscular.
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