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Resumo



Resumo

O processo de remodelacao cardiaca ap6s o infarto do miocardio esta associado
a pior prognostico. Na fase aguda, a remodelacdo favorece a formacéo do aneurisma e
predispde o coracdo infartado a ruptura ventricular. Cronicamente, esta associada com
maior prevaléncia de arritmias malignas e disfuncdo ventricular, pois a regido nao
infartada sofre alteracdes genéticas, estruturais e bioquimicas que vdo resultar em
deterioracdo da capacidade funcional do coracdo e morte. Portanto, estratégias que
atenuam a remodelacdo resultam em melhora do prognostico pos-infarto. Nesse sentido,

0 papel do zinco tem sido estudado como um fator importante.

No nosso protocolo, avaliamos os efeitos da suplementacdo de zinco nas
alteracGes morfoldgicas e funcionais cardiacas apds o infarto agudo do miocardio em
ratos, por meio do estudo de alguns dos principais mecanismos envolvidos no processo
de remodelacdo cardiaca: hipertrofia e alteracfes da geometria ventricular, alteracdes
funcionais, alteracfes ligadas ao colageno, estresse oxidativo e inflamacdo. Nos nossos
resultados, observamos que animais que receberam zinco (infartados e sham) tiveram
diminuicdo da area sistolica e area diastolica do ventriculo esquerdo. Na avaliagdo da
funcdo sistdlica, o zinco atenuou a diminui¢do da velocidade de encurtamento da parede
posterior, induzida pelo infarto. Em variaveis funcionais obtidos por meio do
ecocardiograma tissular, o infarto induziu disfuncdo diastdlica (avaliado pela relacédo
E/E’), com atenuacdao dessa alteragdo pelo zinco. No estudo do coragdo isolado, os
animais infartados apresentaram menor pressao sistolica e menores valores de derivadas
positiva e negativa de pressdo, sem influéncia do zinco. Adicionalmente, o zinco
induziu diminuicdo de IFN-y, do TNF-a e da atividade da superoxido dismutase,

associado com aumento da catalase, glutationa peroxidase, IL-10 e linfocitos totais. Ndo
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houve alteracbes da suplementacdo com zinco nas avaliagdes de linfocitos T

reguladores no baco, atividade das metaloproteinases 2 e 9 e nos valores do Nrf-2.

Assim, concluimos que o zinco atenuou varidveis associadas a remodelacdo
cardiaca induzida pelo infarto em ratos, por modulacdo de alteracBes no estresse

oxidativo e processo inflamatério.



Abstract



Abstract

The process of cardiac remodeling after myocardial infarction is associated with
poor outcome. In the acute phase, remodeling promotes the formation of the aneurysm
and predisposes to ventricular rupture. Chronically, it is associated with higher
prevalence of malignant arrhythmias and ventricular dysfunction, because the non
infarcted region undergoes genetic, structural and biochemical changes which will result
in impairment of functional capacity of the heart and death. Therefore, strategies to
attenuate remodeling result in improved prognosis after myocardial infarction. Thus, the

role of zinc has been studied as an important factor.

In our protocol, we assessed the effects of zinc supplementation in cardiac
morphological and functional changes after acute myocardial infarction in rats, through
the study of some of the main mechanisms involved in cardiac remodeling process:
hypertrophy and changes in ventricular geometry, functional changes, collagen amount,
oxidative stress and inflammation. In our results, we found that animals that received
zinc (infarcted and sham) decreased the left ventricular systolic and diastolic area. In the
assessment of systolic function, zinc attenuated the decrease in the posterior wall
shortening velocity in infracted rats. In functional variables obtained by tissue
echocardiography, infarction induced diastolic dysfunction (estimated by the E/ E") was
attenuated by zinc. In the study of isolated heart, infarcted animals had lower systolic
blood pressure and lower values of positive and negative derivative of pressure without
influence of zinc. Additionally, zinc induced a decrease of IFN-y, TNF-a and

superoxide dismutase activity associated with increased catalase, glutathione
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peroxidase, IL-10 and total lymphocytes. There was no change with zinc
supplementation in the evaluations of regulatory T lymphocytes in the spleen, activity

of metalloproteinases 2 and 9 and Nrf-2 values.

Thus, we conclude that zinc attenuated variables associated with infarction
induced cardiac remodeling in rats, by modulation changes in oxidative stress and

inflammation.
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1. Introducao

As doencas cardiovasculares sdo umas das principais causas de morte no mundo.
Segundo a World Health Organization, aproximadamente 17,5 milhdes de pessoas
morrem em todo o mundo em decorréncia de doencas cardiovasculares, o que
representa 31% do total de mortes’. No Brasil, em 2011, 30,8% das mortes por doencas

do aparelho circulatério foram decorrentes de doencas isquémicas do coracdo®.

A insuficiéncia cardiaca, que pode ser uma consequéncia importante das
doencas isquémicas, é definida por alteragBes estruturais ou funcionais cardiacas que
acarretam inadequado suprimento sanguineo para atender as necessidades metabdlicas
tissulares, na presenga de retorno venoso normal, ou fazé-lo somente com elevadas
pressdes de enchimento®. Existem diversos fatores causadores, entre eles, a isquemia e
hipertensdo arterial sisttmica. Dentre as alteracGes isquémicas, podemos destacar as
sindromes coronarianas agudas, principalmente o infarto do miocardio (IM) com e sem
supradesnivelamento do segmento ST. Estudos epidemiol6gicos mostraram que 40%
dos IM com supradesnivelamento do segmento ST evoluem com disfuncdo sistolica do

ventriculo esquerdo e 25% com sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca®.

Apb6s o IM podem ocorrer alteraces complexas na arquitetura ventricular,
envolvendo tanto a regido infartada como a ndo infartada. Essas alteragcOes sdo
conhecidas com o nome de remodelacdo ventricular ou cardiaca. A remodelacéo
cardiaca é definida como alteracGes genéticas, morfologicas e bioquimicas, que se
manifestam clinicamente por alteragfes no tamanho, massa, geometria e na funcdo do

coracdo em reposta a determinada agressdo”®. Entre as principais alteracdes do evento,
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podemos citar alongamento dos midcitos, afilamento da parede ventricular, inflamagéo
e reabsorcdo do tecido necrosado, formagdo de cicatriz, dilatacdo do ventriculo,
hipertrofia do midcito, perda de midcitos, excessiva deposicdo de colageno no

intersticio e apoptose’.

O processo de remodelagéo apds o IM é bastante complexo. A perda aguda de
miocitos apés o IM é acompanhada pela degradacdo do coldgeno interfibrilar. A
degradacdo do colageno que ocorre pela ativagdo das metaloproteinases e das serina
proteases promove o deslizamento dos midcitos necréticos e realinhamento dos mesmos
em série®®®. Esse novo realinhamento leva a diminuicdo da espessura da parede e
dilatacdo da cavidade do ventriculo esquerdo, processo definido como expansdo do

infarto’ 2,

Como consequéncia da expansdo do infarto o ventriculo esquerdo perde a
conformacao eliptica e assume a forma esférica, causando elevacdo do estresse parietal
diastdlico e sistolico. O aumento do estresse parietal € importante estimulo para a
sintese de unidades contrateis, preferencialmente em série'*. Logo, cronicamente pode
ocorrer aumento da relacdo do raio da cavidade/espessura da parede ventricular
esquerda, alteracdo caracteristica da hipertrofia excéntrica. Todas essas alteracBes
também envolvem a regido ndo infartada, e ativam os sistemas neuro-hormonais, como

0 sistema nervoso auténomo simpatico e o renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)*.

Embora o processo de remodelacdo possa levar a perda progressiva da funcéo
cardiaca, 0s mecanismos que levam a este processo ndo estdo completamente
elucidados. Entre os mecanismos envolvidos, podemos destacar modificages nas
proteinas responsaveis pelo transito de calcio; alteracGes das proteinas contrateis, em

particular as isoformas da cadeia pesada da miosina; aumento da morte celular,



principalmente por apoptose; acimulo de colageno, resultando em fibrose; alterages
das metaloproteases, em particular o aumento da atividade das metaloproteases 2 e 9;
aumento do estresse oxidativo; deficit energético, com aumento da atividade da via
glicolitica e diminuicdo na utilizacdo de acidos graxos livres; alteracdo na producéo de

citocinas inflamatérias e alteracdes da geometria ventricular'>™*®

A principio, a remodelagdo ventricular tem como objetivo manter a funcéo
cardiaca. Cronicamente, entretanto, com a continuidade e/ou progressdo do processo,
pode ocorrer disfuncdo ventricular progressiva e morte®”’. Diversos fatores est&o
associados com a remodelagdo cardiaca apds o IM e recentemente o papel do zinco

nesses mecanismos tem sido estudado.
Zinco

O zinco é um essencial metal de transicdo, um dos elementos-traco mais
abundantes no organismo, envolvido na formagdo ou agindo como cofator de mais de
3000 proteinas humanas com papéis enzimaticos, reguladores e estruturais, participando
de diversos processos como defesa antioxidante, a¢cdes no sistema imune, crescimento e
desenvolvimento®® %. Seu papel estrutural é dado pela participacdo na formacdo
espacial de enzimas e proteinas e estabilizando o DNA. Como catalisador de mais de
300 enzimas, é considerado um &cido de Lewis com capacidade de receber elétrons, e
pode ser encontrado em diversas classes enzimaticas como RNA polimerases, alcool
desidrogenase, malato desidrogenase, carboxipeptidases, superoxido dismutase,
anidrase carbdnica além de ter participacdo em ligacGes intracelulares para os receptores
de células T, as quais sdo necessarias para sua ativacao e desenvolvimento. Como papel
regulador, atua nas sinapses, sintese proteica, replicacdo de acidos nucleicos, divisdo

celular, acdo hormonal, funcionamento de linfécitos e fibroblastos®.



Seus principais alimentos fonte sdo mariscos, ostras, carnes vermelhas, figado,
mitdos e ovos®®. A ingestdo adequada de zinco vai de 8 a 11 mg/dia para mulheres e
homens adultos, respectivamente®. No organismo, a maior parte do zinco encontra-se
nos musculos e 0ssos, porém ndo ha grandes reservas para periodos prolongados de

escassez.

A absorcdo é mais eficiente na presenca de aminoacidos cisteina e histidina,
fosfatos, acidos organicos e, em contrapartida, os fitatos dificultam sua
biodisponibilidade®. A absorcdo do zinco ocorre principalmente no jejuno, e é regulada
pela metalotioneina, uma metaloproteina que se liga ao zinco, cobre e outros ions
divalentes® 2*. Existem varias outras protefnas transportadoras de zinco no meio
extracelular, do interior de vesiculas intracelulares e no citoplasma. Quanto a
metalotioneina, ela liga-se ao zinco e controla a sua concentra¢do. Quanto mais zinco
disponivel, maior a produgdo da mesma, por meio da agdo de zinco nos fatores de
transcricdo formando a metalotioneina. Quando o zinco estd em baixa concentragdo, ha
o desligamento da metalotioneina e liberacdo do zinco para a célula®. O zinco é
excretado principalmente pelo trato gastrointestinal e aproximadamente 10% pela urina.

Normalmente, os niveis séricos de zinco regulam sua excrecdo urindria.

O zinco é essencial para a atividade de diversas enzimas como a enzima
conversora da angiotensina, a superéxido dismutase e as metaloproteinases da matriz
extracelular (MMPs). Além disso, esse metal tem papel fundamental na estrutura das

membranas celulares, e na estabilizacio das estruturas de RNA, DNA e ribossomos? %,

A deficiéncia de zinco, cada vez mais encontrada em paises em
desenvolvimento®®, pode ocorrer devido a sua baixa ingestdo, sindromes ma-absortivas

como doencas inflamatorias intestinais, aumento das perdas pelo trato gastrointestinal e



urinérias, e uso de medicagdes como diuréticos e inibidores da enzima de conversdo da
angiotensina 2 ?’. As concentracdes séricas e plasmaticas de zinco ndo necessariamente
se correlacionam com seus niveis intracelulares’. Como a medida de suas
concentragcbes em eritrocitos, leucdcitos, cabelos e o0ssos ndo é tdo préatica, a
concentracdo sérica da superoxido dismutase tem sido utilizada como marcador indireto
do status do zinco. Sinais e sintomas de sua deficiéncia incluem perda do paladar e
apetite, perda de cabelo, alteracdes imunolégicas, tlceras de dectibito® e acrodermatite

enteropatica®® .

Os individuos idosos e pacientes com insuficiéncia cardiaca apresentam risco
aumentado de deficiéncia de zinco®. Recentemente a ativacdo do SRAA estd sendo
associada ao aumento da perda urinaria de zinco, com consequente reducdo da sua
concentracdo sérica e da atividade da enzima antioxidante superoxido dismutase (SOD),
que tem esse metal divalente como cofator®™ ¥, Além desse mecanismo, a translocacio
do zinco para os locais de lesdo celular e o uso de medicagcbes como diuréticos e
inibidores da enzima conversora da angiotensina, parecem ser 0S principais
responsdveis pela associacdo das redugbes das concentragbes séricas de zinco

encontradas em modelos experimentais e clinicos de insuficiéncia cardiaca®* *.

Entre os mecanismos sugeridos para a influéncia do status do zinco na
remodelacdo cardiaca destacam-se a interferéncia com a atividade das MMPs e o
aumento do estresse oxidativo e, consequentemente, do processo inflamatério® . As
MMPs sdo uma familia de enzimas zinco-dependentes, com mais de 25 tipos
identificadas, responsaveis pela desnaturagdo e degradacdo do coldgeno e de outros
componentes da matriz extracelular. O equilibrio entre a producdo e degradacdo do
colégeno é dependente da ativacdo das MMPs e de seus inibidores teciduais os TIMPs.

Alteracdes do status do zinco podem interferir com a atividade dessas enzimas, no
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entanto o exato papel da deficiéncia de zinco e de sua suplementacdo na atividade das

MMPs e no processo de remodelagéo cardiaca ainda ndo é bem compreendido®" **.

Relevancia clinica das alteracoes de zinco

A deficiéncia de zinco também esta relacionada ao aumento do estresse
oxidativo, principalmente devido & reducdo da atividade da SOD*. Esse aumento do
estresse oxidativo pode levar a lesdo miocardica com exposicdo de proteinas
intracelulares, e consequente ativacdo de resposta imune inata pela ativacdo de
receptores Toll-like, do complemento e do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-
kB)*. A ativacdo da resposta imune inata leva inicialmente ao aumento de citocinas e a
invasdo da area infartada por células inflamatorias como neutréfilos e macrofagos. Em
uma fase mais tardia da resposta imunoldgica, ocorre a infiltracdo de linfocitos T CD4*
e CD8" na érea infartada®’. Trabalhos experimentais evidenciaram que esses linfécitos
podem causar lesdo miocardica tanto in vivo, como em cultura de cardiomidcitos®® *.
Além disso, nessa fase também é detectada a presenca de autoanticorpos especificos
contra antigenos cardiacos como troponina |, miosina e cardiolipina no soro de

pacientes ap6s o IM*. A presenca desses autoanticorpos leva & lesdo cardiaca e

correlaciona-se com a deterioracéo da funcdo cardiaca®.

Recentemente, uma nova linhagem de células T, conhecidas como T reguladoras
(Treg), caracterizadas por expressarem CD4, CD25 e Foxp3, vem apresentando um papel
fundamental na regulacdo da imunidade inata e adaptativa, em situacdes fisioldgicas e
patolégicas™. A funcdo supressora das células Treg € mediada através da interagao direta

com as células alvo e pela secrecdo de citocinas como a IL-10 e o TGF-B (fator de



crescimento transformador beta)*. Estudos experimentais mostraram que a ativagdo das
células Ty leva & melhora da cicatrizagdo apds o IM*. Além disso, a redugio do
recrutamento de células T,y para a area infartada esta associada a intensificagdo da
remodelacdo ventricular®. No entanto, a influéncia da suplementagdo de zinco no

ndmero de células T ainda néo foi estudada.

Em metandlise publicada por Liu et al.*, foi mostrada associagéo significativa
entre deficiéncia de zinco e infarto do miocérdio, porém mais estudos sobre o
entendimento das causas dessas associa¢des ainda sdo necessarios para o entendimento

do processo.

Suplementacao de zinco

A eficédcia da suplementacdo em aumentar o zinco intracelular e melhorar as
defesas antioxidantes ja foi mostrada em modelo de lesdo cardiaca induzida por infusao
de aldosterona e ingestdo de s6dio®. Gandhi et al. mostraram nesse modelo que a
suplementacdo com ZnSO, prevenia a redugdo da concentracdo sérica de zinco causada
pelo excesso de aldosterona, e a queda da atividade da SOD. Além disso, houve
aumento do zinco no citoplasma dos cardiomiocitos, bem como reducdo de
biomarcadores do estresse oxidativo e da formacdo de fibrose miocéardica®. Os efeitos
cardioprotetores da suplementacdo de zinco também foram mostrados em modelos de
diabetes induzidos por estreptozotocina, de isquemia-reperfusdo e apds infusdo de
isoproterenol*”*. Neste ltimo estudo, Chvapil et al. administraram zinco parenteral em
ratos que eram submetidos a lesdo cardiaca por infusdo de isoproterenol, sendo que a

administragdo prévia de zinco reduziu o grau de necrose miocardica®. No entanto, o



papel da suplementacdo do zinco na remodelagcdo cardiaca apds o IM ainda é pouco

estudado.

Os dados e comentarios expostos anteriormente permitem elaborar a hipétese de
que a suplementagdo de zinco pode atenuar a remodelacdo ventricular apés o infarto
agudo do miocardio. Entre outros mecanismos fisiopatoldgicos, acreditamos que a
reducéo do estresse oxidativo, do processo inflamatdrio, e 0 aumento das celulas T eg

possam estar envolvidos nas a¢des do zinco nesse modelo.



2 Justificativa



2. Justificativa

Considerando que o infarto do miocéardio € altamente prevalente em todo o mundo,
a identificacao do papel do zinco como modulador do processo de remodelagéo cardiaca
torna-se relevante, podendo levar a importantes estratégias terapéuticas e repercussoes

clinicas.
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3 Hipotese



3. Hipotese

A suplementagdo do zinco atenua a remodelacdo cardiaca ap0s o infarto agudo do

miocardio em ratos.
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4 Obyjetivos



4. Objetivos

Avaliar a influéncia da suplementacdo de zinco no processo de remodelagdo

cardiaca ap0s o infarto do miocardio experimental em ratos.
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5 Metodologia



5. Metodologia

O protocolo experimental do trabalho foi submetido e aprovado pela Comisséo
de Etica em Experimentagdo Animal da nossa instituico, estando em acordo com o0s
Principios Eticos na Experimentacido Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal.

Foram utilizados 280 ratos Wistar machos, com peso entre 200 e 250 g,
provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo. Inicialmente, foram divididos em 2 grupos: Grupo Sham, que sofreu infarto
ficticio (cirurgia simulada), e Grupo Infarto, que sofreu infarto experimental, conforme

descrito a seguir.

5.1. Infarto do miocardio experimental

O infarto agudo do miocéardio foi produzido de acordo com método inicialmente
descrito por Heimburger e modificado por Pfeffer et al®*®%. Apds anestesia com
cloridrato de quetamina (70mg/kg) por via intramuscular, foi realizada toracotomia
esquerda entre o 4° e o 5° espacos intercostais. O coracdo foi exteriorizado por
compressdo lateral do térax e a artéria coronaria esquerda ligada a, aproximadamente, 2
mm da origem, com fio de polivinil (5-0 Ethicon), entre a borda do atrio esquerdo e o
sulco da artéria pulmonar. Em seguida o coracdo foi rapidamente recolocado na
cavidade torécica, os pulmdes expandidos com ventilacdo positiva com oxigénio a
100% e o torax fechado. Para os animais sham, o procedimento foi 0 mesmo, porém

sem a ligacdo da coronéria.
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5.2. Estudo ecocardiografico inicial

Apos 3 a 5 dias da realizacdo do procedimento cirargico de inducdo do infarto, foi
realizado um estudo ecocardiografico inicial para avaliar areas sistolica e diastélica e
fracdo de variacdo da area em todos os animais, além da medida do tamanho do infarto
nos animais induzidos a oclusdo da coronaria, com objetivo de garantir a
homogeneidade entre os grupos de observacdo. A descri¢cdo do procedimento estd no

item 5.5.

5.3. Acompanhamento do periodo experimental

Apos o estudo ecocardiografico inicial, os animais foram novamente subdivididos,
para resultar em 4 grupos experimentais de observacdo, com duracdo de 3 meses. A
alocacdo dos animais em grupos experimentais foi feita da seguinte forma:

a) Grupo Sham dividido em dois novos grupos:

» Grupo Sham Controle (SC): Animais Sham que receberam

aplicacdo intraperitoneal de solucéo salina, em dias alternados.

= Grupo Sham Zinco (SZ): Animais Sham que receberam

suplementacdo de zinco (sulfato de zinco, 5 mg/kQg)
intraperitoneal, em dias alternados.

b) Grupo Infarto dividido em dois novos grupos
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= Grupo Infarto Controle (IC): Animais Infartados que receberam

aplicacdo de solucdo salina intraperitoneal, em dias alternados.

= Grupo Infarto Zinco (1Z): Animais infartados que receberam

suplementacdo de zinco (sulfato de zinco, 5 mg/kg)

intraperitoneal, em dias alternados.

5.4. Acondicionamento dos animais

Os animais foram acondicionados no biotério em gaiolas com 2 ou 3 animais, com
livre acesso a &gua e racdo. A temperatura foi mantida a 22 + 2°C e a umidade
controlada. Os ciclos de luz (claro/escuro) foram de 12 horas. Os animais eram pesados

uma vez por semana, durante todo o periodo experimental.

5.5. Estudo ecocardiografico final

O conjunto de varidveis obtidas por meio do estudo ecocardiografico possibilitou
avaliar a funcdo sistdlica e diastolica do ventriculo esquerdo, além de permitir acesso
aos indicadores de remodelacdo cardiaca (como massa miocardica e dimensdo de
camara cardiaca). A maior vantagem desse método é o seu carater ndo invasivo, sendo
realizado em circunstancias muito proximas as fisiologicas dos animais.

O equipamento utilizado possui configuracao técnica especifica que possibilita a
avaliacdo dos fluxos sanguineos intracardiacos e das dimensdes das estruturas dos

coracdes dos animais.
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Apo6s 3 a 5 dias da realizacdo do procedimento cirdrgico, foi realizado o
primeiro estudo ecocardiografico para assegurar que ndo havia diferencas entre os
grupos e para afericio do tamanho do infarto. No final dos trés meses de

acompanhamento, foi realizado novo estudo ecocardiografico.

Nos dois momentos, tanto no estudo inicial quanto o final, o procedimento foi o
mesmo. Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina (50 mg/kg) e
xilazina (1 mg/kg), por via intraperitoneal. ApOs a tricotomia da regido anterior do
torax, os animais foram posicionados em aparato de madeira proprio e colocados em
dectbito lateral esquerdo, para realizagdo do ecocardiograma, utilizando-se
equipamento Vivid S6 da General Electric Medical Systems (Tirat Carmel, Israel)

equipado com transdutor multifrequencial de 5,0 a 11,5 MHz.

A avaliacdo do fluxo transvalvar mitral foi realizada com o mesmo transdutor,
operando em 5,0 MHz. A funcéo diastélica do ventriculo esquerdo (VE) foi avaliada
pelos seguintes indices: 1) pico de velocidade do enchimento diastdlico inicial (onda E);
2) pico de velocidade do enchimento diastolico tardio (onda A); 3) razdo entre as ondas
E e A (E/A); 4) tempo de desaceleracdo da onda E (TDE); 3) tempo de relaxamento
isovolumétrico em valores absolutos (TRIV) e normalizados pela frequéncia cardiaca

(TRIV/(R-R)*).

As medidas das estruturas cardiacas foram efetuadas no modo-M, obtidas com o
feixe de ultrassom orientado pela imagem bidimensional, na posicdo paraesternal eixo
menor. A imagem da cavidade ventricular esquerda foi obtida posicionando o cursor do
modo-M entre os musculos papilares, logo abaixo do plano da valva mitral. As imagens
da aorta e do atrio esquerdo também foram obtidas na posicdo paraesternal eixo menor,

com o cursor do modo-M posicionado ao nivel da valva adrtica. As espessuras
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diastolicas das paredes do VE também foram avaliadas pelo modo-M. O registro da
imagem monodimensional (velocidade: 200 mm/s) foi realizado por meio da impressora
modelo UP-890MD da Sony Co. Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas
de acordo com as recomendacdes da American Society of Echocardiography® e ja
validadas no modelo de ratos infartados. As estruturas cardiacas foram medidas em,
pelo menos, cinco ciclos cardiacos consecutivos. O didmetro diastolico do VE (DDVE)
e as espessuras da parede posterior do VE (EDPP) e do septo interventricular (EDSIV)
foram medidos no momento correspondente ao didmetro méaximo da cavidade. O
diametro sistolico do VE (DSVE) foi medido no momento da excursdo sistélica maxima
da parede da cavidade. As areas diastolicas (AD) e sistdlicas (AS) da cavidade
ventricular esquerda foram medidas no modo bidimensional, por meio de planimetria,
no plano paraesternal eixo menor ao nivel dos musculos papilares. A funcéo sistélica do
VE foi avaliada calculando-se a fracdo de variacdo de area (FVA=AD-AS/AD x 100) e
velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP). O tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV) medido corresponde ao tempo entre o fechamento da valvula
aortica e a abertura da mitral. O fluxo diastolico transmitral (ondas E e A) foi obtido
com o transdutor na posicdo apical quatro camaras. As medidas referentes aos fluxos
foram realizadas diretamente no monitor do ecocardiografo, em cinco ciclos cardiacos

consecutivos.

A avaliacdo conjunta da funcdo diastolica e sistolica do VE foi realizada pelo
indice de desempenho miocardico (indice de Tei). O estudo foi complementado pela
avaliagdo por Doppler tissular dos deslocamentos sistolico (S’), diastdlico inicial (E’) e
tardio (A’) do anel mitral (média aritmética das velocidades de deslocamento das

paredes lateral e septal), e pela razdo entre as ondas E e E” média (E/E’).
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5.6. Estudo do coracao isolado - Preparacao de Langendorff

- Avaliacao funcional “in vitro”

Apbs a realizacdo do segundo ecocardiograma, 10 animais de cada grupo
receberam tiopental (50 mg/kg) e heparina (1000 Ul) por via intraperitoneal e foram
ventilados com pressdo positiva e oxigénio a 100%. A seguir, o térax foi aberto, as
car6tidas ligadas, a aorta cateterizada com canula de metal ndmero 15 e foi iniciada a
perfusdo miocéardica retrégrada com solucdo nutriente de Krebs-Henseleit, com a
seguinte composi¢cdo, em mmol/l: 115 NaCl; 5,4 KCI; 1,2 MgSOy; 2,5 CaCly; 1,15
NaH,PO,4; 25 NaHCOgs; 11 glicose. A solucdo acima foi acrescida de manitol, na
concentracdo de 8 mmol, para assegurar maior preservagao miocardica. Os coracdes
foram removidos da caixa toracica e colocados em aparelho de estudo de coracgdo
isolado, tamanho 3 tipo 830 (Hugo Sacks Elektronik-Germany), com pressdo de
perfusdo constante de 75 mmHg. A solucdo nutriente foi continuamente oxigenada com
mistura gasosa de 95% de oxigénio e 5% de CO,, mantendo-se a pressdo parcial de
oxigénio entre 500-600 mmHg, a temperatura de 37° C, pH entre 7,3 e 7,4. O étrio
esquerdo foi aberto e o apice do VE puncionado com agulha, para drenar a cavidade
ventricular, evitando-se acumulo de liquido no seu interior. Um bal&o de latex, atado ao
tubo de polietileno PE 90, foi colocado na cavidade ventricular. A outra extremidade do
tubo de polietileno foi conectada a uma torneira de 3 vias, sendo uma das vias acoplada
a um transdutor de pressdo (Stathan P23 XL) e a outra, a seringa contendo agua, que
permitiu a variacdo do volume do baldo intracavitario. A musculatura atrial direita,
compreendendo o nédulo sinoatrial foi extirpada e um eletrodo de marcapasso artificial
colocado no miocardio do ventriculo direito para se manter, artificialmente, a frequéncia

cardiaca entre 200-250. Por meio da preparacdo descrita, foram obtidas curvas de
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Starling com infusdo de liquido no baldo, que permitiu variar a pressao diastélica no VE
de 0 a 25 mmHg, através de incrementos graduais de 5 mmHg, registrando-se as
pressGes sistolica e diastolica correspondente a cada variacdo de volume. Nesta
preparacdo, em que O coracdo opera em condigdes isovolumétricas, a pressao
desenvolvida (pressdo sistolica menos a pressdo diastolica) foi utilizada como
indicadora da capacidade contratil. Foram registradas também, a primeira derivada
positiva de pressdo e a derivada negativa de pressdo. Esses indices sdo utilizados,

respectivamente, como parametros de funcdo sistolica e diastdlica do VE.

5.7. Eutanasia e coleta de material biologico

Os animais foram anestesiados com dose excessiva de tiopental. O coracdo foi
dissecado e o VE foi seccionado anel mediano cortado de 4 a 6 mm da ponta para
confeccdo de laminas histologicas e o restante foi colocado em nitrogénio liquido e
depois armazenado a -80° C. O sangue foi coletado, centrifugado a 3000 rpm, por 20
minutos a 4°C e o soro armazenado a -80°C. Todos os tubos utilizados foram

desmineralizados em solucédo de acido nitrico 20%.

5.8. Analise morfomeétrica

Apos coleta do coracdo, um anel do VE de aproximadamente 3 mm, seccionado de 4
a 6 mm ponta do VE, foi retirado e colocado em formol tamponado (formol a 10%) por

no méaximo 24 horas®" >°. Depois, foram lavados em &gua corrente, armazenados em
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alcool 70% e inclusos em parafina. Posteriormente foram completadas as etapas para

coloragédo com Hematoxilina-eosina e Picrosirius red.

Foram realizados cortes histoldgicos de 4 um nos blocos de parafina e, 0s mesmos,
corados com solugdo Hematoxilina - Eosina (HE) para que posteriormente fossem
aferidas as areas seccional transversa dos midcitos (ASM). Empregou-se microscopio
LEICA DM LS acoplado a camera de video, que envia imagens digitais ao computador
com programa de analise de imagens Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring,
Maryland, USA). Laminas com cortes histol6gicos coronais de 6 um e corados pela
técnica de Picrosirius red, especificos para visualizacdo de colageno, foram feitas para
determinacdo do tamanho do infarto. Este foi calculado pela soma do comprimento
endocardico e epicardico do segmento infartado, em relacdo a soma do comprimento
endocérdico e epicardico total do ventriculo esquerdo. Para este trabalho, excluimos os
infartos menores que 35%, uma vez que nosso objetivo foi estudar os efeitos na
remodelacéo e apenas infartos moderados/grandes resultam em alteragcGes morfologicas

e funcionais cardiacas >°.

5.9. Expressao proteica de colagenos I e III

A expressao das proteinas colageno | e colageno IlI foi realizada pela técnica
Western Blot seguindo as seguintes etapas: extracdo tecidual de proteinas, eletroforese
em gel, transferéncia das proteinas para membrana de nitrocelulose, identificagdo das
proteinas por anticorpos especificos e quantificacdo das bandas por densitometria. A
expressdo das proteinas foi normalizada pela expressdo da proteina constitucional

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).
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a) Extracdo das proteinas miocardicas

Inicialmente, fragmentos amostrais (80-100 mg) foram homogeneizados com 800
mL de tampao de extracdo contendo NaCl 100 mM, Triton X-100 1% (v/v), deoxicolato
de sodio 0,5% (w/v), SDS 0,1 % (w/v), glicerol 10% (v/v), Tris 10 mM (ph 7,4), EDTA
1 mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de sédio 1 mM, NaF 10 mM e inibidores de
proteases (P2714, Sigma- Aldrich). A seguir, o0 homogenato foi centrifugado por 20
minutos, a 12000 rpm a 4° C, para eliminacdo de material insoltvel. O sobrenadante foi
coletado e separado em aliquotas, que foram armazenadas a -80° C. A concentragdo de
proteina total foi analisada pelo método de Bradford®’ utilizando a curva de BSA

Protein Standard como padrao.
b) Eletroforese em gel

Apos a quantificacdo da concentracdo proteica, as amostras cardiacas foram diluidas
em tampdo Laemmli (Tris — HCI 240 mM, SDS, 0,8%, glicerol 40%, azul de
bromofenol 0,02% e B-mercaptoetanol 200 mM) e separadas por eletroforese utilizando
sistema Mini-Protean 3 Electrophoresis Cell (Bio - Rad, Hercules, CA, USA). A corrida
eletroforética foi realizada em gel bifasico, de empilhamento (Tris - HCI 240mM pH
6,7, poliacrilamida 40%, APS e Temed) e de resolucdo (Tris - HCI 240mM pH 8,9,
poliacrilamida 40%, glicerol, APS e Temed) a 4° C com 50 ug de proteina total. A
concentracdo do gel de empilhamento utilizada foi de 5% e a concentracdo do gel de
resolucdo determinada de acordo com o peso molecular da proteina analisada. No
primeiro poco do gel foi aplicado um padrdo de peso molecular, Kaleidoscope
Prestained Standards (Bio - Rad, Hercules, CA, USA). A corrida eletroforética foi
efetuada a 30 minutos a 50 V e 2,5 horas a 120 V (Power Pac HC 3.0A, Bio - Rad,

Hercules, CA, USA) com tampao de corrida (Tris 0,25 M, glicina 192 mM e SDS 1%).
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c) Transferéncia e identificagdo das proteinas

Em seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose,
utilizando-se tampdao de transferéncia (Tris 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20% e
SDS 0,1%). Os sitios inespecificos de ligacdo do anticorpo priméario a membrana foram
blogueados mediante incubacdo com solucdo de 5% de leite em pd desnatado,
dissolvido em solucéo basal pH 8,0 (Tris 1 M pH 8,0, NaCl 5 M e detergente Tween 20)
por 120 minutos & temperatura ambiente sob constante agitacdo. Em seguida, a
membrana foi incubada com o anticorpo primaério diluido na solucéo basal, em agitacdo
constante por 12 horas. Ap6s a incubacdo com o anticorpo priméario, a membrana foi
lavada trés vezes em solugdo basal pH 8,0 e incubada com o anticorpo secundario
diluido em solugdo basal por 1,5 horas em agitacdo constante. Para remover 0 excesso
de anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés vezes em solugdo basal pH 8,0. Por
fim, a imunodeteccdo foi realizada por meio do método de quimioluminescéncia de
acordo com as instru¢cdes do fabricante (SuperSignal West Pico Chemiluminescent
Substrate, Thermo Scientific, USA). As membranas de nitrocelulose foram analisadas
no analisador de imagens. Apds essa etapa, foram realizados procedimentos para a
determinacdo do GAPDH.

Uma vez com os dados gerados pelo analisador de imagens, a quantificacdo foi
feita da seguinte maneira: 1) as proteinas de interesse foram normalizadas pela amostra
de um animal e repetido em todos os géis; 2) o GAPDH, da mesma forma, foi
normalizado pelo animal repetido em todos os géis; 3) as proteinas (ja normalizadas)
foram entdo normalizadas pelo GAPDH (ja normalizado), para ser obtido o resultado da

expressdo por Western Blot.
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d) Anticorpos primarios utilizados
e Coléageno I, goat policlonal (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc-
8784). Diluicdo utilizada de 1:100.
e Colageno I, mouse monoclonal (Abcam, ab6310). Diluicdo utilizada:
1:5000.
e GAPDH, mouse monoclonal IgG1l (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe,

sc 32233). Diluicéo utilizada 1:10000.

e) Anticorpos secundarios utilizados
e Goat anti-mouse 1gG-HRP (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc 2005).
A diluicao utilizada foi de 1: 5000.
e Donkey anti-goat IgG (Santa Cruz Biotechnology,Inc, Europe, sc-2020).

Diluicdo utilizada: 1:5000.

5.10. Metaloproteinase

A atividade da metaloproteinase foi avaliada pelo método de zimografia.
Aproximadamente 30 mg de tecido congelado foram utilizados para extracdo de
proteina em tampao de extragdo contendo: 50 mM Tris, pH 7,4; 0,2 M NaCl; 0,1%
Triton X, 10 mM CacCl,, inibidor de protease (P8340, Sigma). Para cada 30 mg de tecido
foram adicionados 200 ul deste tampédo. As amostras foram trituradas a 21.000 rpm e
centrifugadas a 12000 rpm, por 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi coletado e a
proteina quantificada, utilizando método de Bradford®’ e a concentracdo final ajustada

para 5 mg/pl. As amostras foram diluidas em tampé&o da amostra contendo 0,5 M Tris,
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pH 6,8; glicerol e 0,05% de azul de bromofenol. O gel de separacgdo utilizado foi de
poliacrilamida a 8% e 1% de gelatina e a corrida foi realizada com aparato Bio-Rad
mini-protean, a 100 V por 1,5 horas, contendo tampéo Tris-Glicina-SDS, pH 8,3. Apés
a corrida o gel foi lavado 2 vezes, por 30 minutos cada vez, em 2,5% Triton X-100 e
apos, em tampdo Tris-HCI 50 mM pH 8,4. Em seguida, o gel foi incubado por 14 horas
em tampdo Tris-HCI 50 mM pH 8,4 com 500 mM de CaCl,, em agitacdo continua e a
temperatura de 37°C. Apds a incubacdo, o gel foi corado com Comassie blue 2,5% por
1 hora e descorado com solucdo de 30% metanol e 10% acido acético. Os geis foram
fotografados no analisador de imagens Image Quant LAS 4000 (GE Healthcare Life
Sciences) e o programa utilizado para avaliar a densidade foi o Gelpro, que mede a rea

de digestéo da gelatina em unidade de imagem denominada pixel.

5.11. Avaliacdo da expressao de proteinas ligadas ao estresse

oxidativo

5.11.1. Fator nuclear eritroéide 2 (Nrf-2)

A expressdo do Nrf-2 foi realizada pela técnica Western Blot seguindo as seguintes
etapas: extracdo tecidual de proteinas, eletroforese em gel, transferéncia das proteinas
para membrana de nitrocelulose, identificacdo das proteinas por anticorpos especificos e
quantificacdo das bandas por densitometria. A expressao dos peptideos foi normalizada
pela expressdo da proteina constitucional glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH).

a) Extracdo das proteinas miocardicas
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Fragmentos de aproximadamente 60 mg de tecido do VE foram homogeneizados
com 500l de tampéo de extragcdo (10 mM HEPES, 1,5 mM MgCI2, 10 mM KCl, 0,5
mM DTT, 0,05% NP40) manualmente com bastdo de vidro, aguardado 10 minutos e
centrifugados a 3000 rpm, por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado (fragéo
citoplasmatica) e o pellet ressuspendido com tampdo (5 mM HEPES, 1,5 mM MgCl,,
0,2 mM EDTA, 0,5 mM DTT, 26% glicerol (v/v)) adicionado a NaCl, homogeneizado.
Apds aguardar 30 minutos em gelo, as amostras foram novamente centrifugadas a
15000 rpm, por 20 minutos 4°C e coletado o sobrenadante (fracdo nuclear), que foi
utilizado para a quantificacdo do Nrf2. A concentracdo de proteina total foi analisada

pelo método de Bradford®’ utilizando-se a curva de BSA Protein Standard como padrao.
b) Eletroforese em gel

Realizada com a mesma metodologia utilizada para as proteinas de colageno ja
descrita anteriormente (ver item 5.9), com as seguintes diferencas: gel de resolucdo

utilizado de 10% e corrida a 100 V por 2 horas e 20 minutos.

c) Transferéncia e identificacéo das proteinas

Realizada com a mesma metodologia utilizada para os colagenos, ja descrita

anteriormente.

d) Anticorpos primarios utilizados
e GAPDH, mouse monoclonal IgG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe,
sc 32233). Diluicdo utilizada: 1:5000.
e Nrf-2, rabbit polyclonal IgG (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc-

722). A diluicéo utilizada foi de 1: 400.
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e) Anticorpos secundarios utilizados
e Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
2005). A diluigdo utilizada foi de 1: 5000.
e Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 2004).

A diluicao utilizada foi de 1: 8000.

5.11.2. Glutationa Peroxidase

A extracdo das proteinas e execucdo da metodologia foi a mesma utilizada para

os colagenos, ja descrita acima.

a) Anticorpos primarios utilizados
e GAPDH, mouse monoclonal IgG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe,
sc 32233). Diluicao utilizada: 1:5000.

e Glutationa Peroxidase (Abcam, ab22604). A diluicdo utilizada foi de 1: 400.

b) Anticorpos secundérios utilizados
e Goat anti-mouse IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc
2005). A diluicéo utilizada foi de 1: 5000.
e Goat anti-rabbit IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc 2004).

A diluicdo utilizada foi de 1: 5000.

5.11.3. Heme oxigenase
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A extracdo das proteinas e execu¢do da metodologia foi a mesma utilizada para

os col&genos, jé descrita acima.

a) Anticorpos primarios utilizados
e GAPDH, mouse monoclonal 1gG1 (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe,
sc 32233). Diluicao utilizada: 1:5000.

e Heme oxigenase mouse monoclonal (Abcam, ab13248). A diluicdo utilizada

foi de 1: 1000.

b) Anticorpos secundérios utilizados

e Goat anti-mouse lgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, Inc, Europe, sc

2005). A diluicéo utilizada foi de 1: 5000.

5.12. Determinacao da atividade de enzimas antioxidantes

Para avaliagdo por espectrofotometria, amostras de aproximadamente 200 mg do
ventriculo esquerdo foram homogeneizadas em tampao fosfato de sodio (0,1M, pH 7,0)
e centrifugadas a 10000 rpm, durante 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi utilizado
para determinar a concentracdo de proteinas, hidroperoxido de lipidios, atividade das

enzimas antioxidantes.

As leituras foram realizadas em leitor de microplaca (uQuant-MQX Bio-Tech
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA) com controle pelo software. Todos os reagentes

utilizados foram de procedéncia da Sigma (St. Louis, USA).

a) Determinacgéao da atividade da glutationa peroxidase (GSH Px)
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Foi determinada a partir da oxidacdo do NADPH, em meio a mistura reativa
contendo tampdo fosfato de sodio, glutationa reduzida, azida sédica, EDTA, glutationa

redutase, a qual catalisa a reducdo da glutationa oxidada®®.
b) Determinacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada monitorando a inibicdo da reducdo do
nitroblutetrazdlico (NBT) através de radicais superdxidos gerados em solucdo contendo

NADH, e fenazina metassulfato®.

5.13. Determinacao de Células T reguladoras (Treg) no bago

Apbs os animais fazerem o estudo ecocardiografico, foram anestesiados,
eutanasiados e o0 bago foi coletado. Em seguida, o bago foi macerado com 1 ml de meio
RPMI incompleto e colocado essa suspensdo celular em tubo Falcon de 15 ml e
completado o volume com meio RPMI incompleto (com gentamicina) até 7 ml e entdo
centrifugado a 300 g, 10 minutos, 4°C. O sobrenadante foi desprezado e as hemacias
foram lisadas, por ressuspensdo do pellet de baco em 5 ml de tampéo de lise, incubado
por 5 minutos a temperatura ambiente. Foi completado volume com meio RPMI
incompleto até 15 ml. Centrifugado novamente a 300 g, 10 minutos, 4°C. O
sobrenadante foi desprezado e as células ressuspensas em 1 ml de meio RPMI completo

(10% SBF e 1% L-glutamina). Foi contado o numero de células, com corante Turk.
a) Marcagdo CD4'CD25"

A marcacdo de CD4 e CD25 foi feita em tubo para citometria protegido da luz

(papel laminado). Foram utilizadas 2,5x10° células em um volume total de 100 pl + 0,5
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Kg (1 pl) anticorpo CD4-FITC + 0,25 pg (1,3ul) anticorpo CD25-APC, incubadas por
20 minutos a temperatura ambiente. Para o controle isotipico foi utilizado 75 pl de
células (2,5x10° células) + 20 pl (1 pg) anti —FITC + 5 pl (0,5 ug) anti-APC. Apés a
marcacéo foi colocado 1 ml de tampdo AutoMacs Running Buffer — Miltenyi Biotec e
centrifugado a 450 g, 10minutos, 4° C. O sobrenadante foi desprezado e entéo iniciada a

marcagdo com Foxp3.
b) Marcacéo do Foxp3

O pellet foi ressuspenso e adicionado 1ml de tampdo de permeabilizacdo/
fixacdo e entdo, incubado a 4° C no escuro. Apos etapas de lavagens e centrifugacdes,
foi adicionado 1 pl (0,2 pg) de anticorpo anti-Foxp3-PE. Para o controle isotipico
utilizou-se 95 pl tampédo de permeabilizagédo + 5 pl anti - PE. Incubagdo no escuro.
Apos lavagens e novas centrifugacdes, as amostras estavam prontas e foram lidas em

citbmetro de fluxo.

5.14. Determinacao de citocinas e TIMP no coracao

Para avaliacdo pelo método ELISA sanduiche, foi feita a extragdo da proteina do
tecido do VE adicionando 1 ml de tampé&o de extragdo RIPA (NaCl 100 mM, Triton X-
100 1% (v/v), deoxicolato de sddio 0,5% (w/v), SDS 0,1 % (w/v), glicerol 10% (v/v),
Tris 10 mM (pH 7,4), EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, ortovanadato de sddio 1 mM, NaF
10 mM e inibidores de proteases (P2714, Sigma- Aldrich) a aproximadamente 80mg de
tecido. A seguir, 0 homogenato foi centrifugado por 20 minutos, a 12000 rpm a 4° C,

para eliminacdo de material insoluvel. O sobrenadante foi coletado e separado em
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aliquotas, que foram armazenadas a -80° C. A concentracdo de proteina total foi
analisada pelo método de Bradford®’ utilizando a curva de BSA Protein Standard como

padréo.

Nesse extrato proteico foi avaliada a concentragdo de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TIMP.
Placas de 96 pogos (Nunc) foram recobertas com solugéo contendo anticorpo purificado
de captura anti-TNF-o ou anti-IFN-y ou anti-IL-10 ou anti-TIMP de rato (R&D
Systems), diluidos em tampédo PBS. As placas foram incubadas a temperatura ambiente
durante uma noite. Apos sucessivas lavagens com solucdo PBS — Tween 20 (0,05%) foi
adicionada 300 pL da solucdo de bloqueio, constituida de PBS contendo 1% de
albumina, com incubacdo por 2 horas, a temperatura ambiente. As placas novamente
lavadas foram incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente, com as amostras e com as
respectivas curvas de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TIMP, diluidas na base 2 em tampédo PBS
contendo 1% de albumina. Decorrido o tempo de incubacéo, as placas foram lavadas e
incubadas com os anticorpos anti-TNF-o ou anti-IFN-y ou anti-IL-10 ou anti-TIMP de
rato biotinilados durante 2 horas, & temperatura ambiente. Posteriormente, as placas
foram novamente incubadas com estreptoavidina diluido 1:200 em tampdo PBS
contendo 1% de albumina, durante 20 minutos, a temperatura ambiente. As placas
foram lavadas e reveladas com OPD (Sigma). A reacdo foi interrompida por adicdo de

H,SO, 16% e a leitura realizada em 492 nm.

5.15. Dosagem de Zinco

O sangue dos animais foi coletado, centrifugado a 3000 rpm, por 20 minutos a

4°C e o soro armazenado a -80°C. Posteriormente, em uma pequena fracdo do soro foi
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feita a dosagem de zinco, pela técnica de espectrofotometria de absor¢do atémica

(CHAMA), em laboratdrio externo ao nosso centro de pesquisa.

5.16. Analise estatistica

Quando os dados apresentaram distribuicdo normal, eles foram apresentados em
média + erro padréo. Caso ndo tenham tido distribuigdo normal, foram transformados e

também expressos em média * erro padrao.

Para comparacdo do tamanho do infarto, foi utilizado o teste t de Student. Nas
demais varidveis, a comparacao entre os grupos foi feita pelo teste ANOVA de duas
vias. Cabe ressaltar que neste teste, € feita inicialmente a comparacéo da influéncia dos
fatores de forma independente: fator infarto (1) e fator zinco (Z). Apos esta primeira
comparacao, havendo interacdo entre os fatores, foi realizado o pds-teste de Holm-Sidak
para verificagdo da diferenca entre os grupos. Nesse caso, a comparacao foi feita entre
0s grupos infartados (IC e 1Z), os grupos sham (SCxSZ), os que receberam zinco

(1Z2xSZ) e os que receberam ragéo padréo (ICxSC).

Os resultados sdo apresentados em tabelas, onde letras diferentes indicam diferencas
entre os grupos. A representacdo na forma de figuras ilustra algumas diferencas entre os
grupos experimentais, adotando o sinal (*) como indicativo da comparacdo que
apresentou diferenca. Quando ndo houve interacdo entre 0s grupos experimentais, mas
houve diferenca significativa entre os fatores de forma independente, as figuras foram
apresentadas mostrando a comparacao desses fatores (zinco e controle, infarto e sham),

também adotando o sinal (*) da diferenca.
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O pacote estatistico utilizado foi o SigmaStat for Windows versdo 3.5 (Systat
Software, Inc) e os graficos foram elaborados no programa SigmaPlot for Windows

versdo 11.0 (Systat Software, Inc).

Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi de 5%.
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6 Resultados



6.Resultados

Acompanhamento durante o periodo experimental

N&o houve diferenca entre os grupos em relagdo ao peso dos animais (Tabela 1).

Ap0s 48 horas da cirurgia, a mortalidade dos animais infartados foi 27,7%, com
125 animais sobreviventes. No grupo ndo infartado, todos os animais sobreviveram.
Durante o seguimento, 7 animais do grupo IC e 6 animais do grupo IZ morreram. Para
as avaliagOes propostas no trabalho, utilizamos animais com infartos maiores que 35%,

totalizando assim o niimero de animais indicado nas tabelas.

Estudo ecocardiografico

Os resultados do ecocardiograma estdo na tabela 1. Podemos observar que,
conforme o esperado, o infarto induziu piora significante das variaveis funcionais,
considerando as variaveis de funcdo sistolica e as de funcdo diastolica. Nesse sentido, 0
zinco pode ter atenuado a disfuncdo cardiaca induzida pelo infarto, uma vez que
encontramos diminuicdo de area sistolica com o uso do zinco, porém de forma isolada.
Em variaveis funcionais obtidos por meio do ecocardiograma tissular. podemos obervar
que o infarto induziu importante disfuncdo diastdlica e o zinco atenuou isso, por

exemplo como observado no na relagdo E/E’ (Figuras 1 a 7).

37



Coracao isolado

No estudo do coragdo isolado, realizado ap6s o estudo ecocardiogréfico final,
encontramos alteragGes apenas nos animais infartados, com diminuigdo das derivadas
positiva e negativa e também da pressdo sistélica, porém sem influéncia do zinco (tabela

2)

Morfometria

Quanto ao tamanho do infarto, ndo houve diferenca entre 0s grupos
(1IC=42,6%+6,5; 12=40,6%+5,3; p=0,691). O infarto aumentou a area do midcito,
avaliado histologicamente pela coloracdo de hematoxilina-eosina, porém, sem
interferéncia do zinco, (SC=236,3t15,7; SZ=216,1+16; 1C=392+16; 1Z=388+15,7

p(1)<0,001; p(Z)=0,756; p(IxZ)=0,664).

Colageno

Na tabela 3 estdo apresentados os valores de expressao proteica dos colagenos |
e I1l. Encontramos maior expressao de Colagenos | e 11l nos animais infartados, porém

ndo houve interferéncia da suplementacéo de zinco nos grupos estudados (figuras 8 e 9)

Na tabela 8 estdo apresentados os resultados da atividade de metaloproteinase 2.
Ndo encontramos nenhuma diferenca entre 0s grupos nessa técnica. Na tabela 6
encontra-se o resultado da avaliacdo do TIMP-1, que também ndo apresentou diferenca

nos valores encontrados.
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Avaliacao do estresse oxidativo

A atividade de alguns fatores ligados ao estresse oxidativo estdo apresentados na
tabela 5. Nos animais sham, a suplementacao de zinco diminuiu a peroxidacao lipidica,
porém esse resultado ndo foi observado nos animais infartados. A catalase se mostrou
diminuida nos animais infartados, e o zinco, de forma independente, aumentou sua
atividade. A enzima superoxido dismutase (SOD) houve interacdo entre os fatores, onde
o0s animais infartados que receberam a suplementacao de zinco tiveram menor atividade
de superoxido dismutase em relacdo aos infartados controle. A glutationa peroxidase
apareceu diminuida nos animais infartados e o zinco, de forma isolada, aumentou sua

atividade.

Na tabela 4 estdo apresentados os dados de expressao de proteinas antioxidante
Nrf2, glutationa e hemeoxigenase. Nao encontramos diferencas para o Nrf2, porém, a
expressao da glutationa foi maior isoladamente nos animais suplementados com zinco e
a heme oxigenase foi maior nos animais sham suplementados com zinco, porém esse

comportamento néo foi observado nos animais infartados (Figuras 10 e 11).

Avaliacao da inflamacao

Na tabela 6, os dados sdo referentes as citocinas. Os animais infartados
apresentaram menores valores de IFN-y e niveis mais elevados de IL-10, porém sem
interferéncia do zinco. Porém, os animais que foram suplementados com zinco,

independente de serem infartados ou sham, tiveram niveis menores de TNF-o.
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Os resultados mostrados na tabela 7 sdo referentes & dosagem de células T
reguladoras no bago. Nos nossos resultados, encontramos que o infarto aumentou a
quantidade de células Treg no bago, assim como a quantidade de linfocitos totais. O
zinco, isolado, aumentou a quantidade de CD4+ nos animais infartados, porém nao

observamos efeitos da suplementacéo em relacéo as células T .

Dosagem de zinco

O zinco dosado no soro ficou aumentado em todos os animais suplementados,
independente do infarto (SC=99,1+4,29; SZ=103,1+3,7; 1C=10014,29; 1Z=114,8+4,29;
p(1)=0,145; p(Z2)=0,034; p(IxZ2)=0,21), mostrando eficiéncia da suplementacdo (Figura

12).
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Tabela 1. Variaveis ecocardiograficas.

Variavel SC=50 SZ=50 IC=32 1Z=30 p(l) p(2) p(IxZ)
Peso (Kg) 0,38 + 0,08 0,36 + 0,08 0,28 + 0,05 0,39 + 0,05 0,056 0,409 0,258
DDVE (mm) 7,5+0,2 7+0,3 9,4+0,2 9+0,2 <0,001 0,08 0,874
DSVE (mm) 37+04 31+04 6,7+0,2 6,2+0,2 <0,001 0,112 0,925
EDSIV (mm) 1,62 + 0,05 1,7 £0,05 1,4 +0,03 1,4 +0,03 <0,001 0,333 0,059
AE (mm) 55+0,1 4901 6,2+0,1 57+0,1 <0,001 <0,001 0,524
AE/PC (mm/kg) 10+0,5 14+0,5 16 £0,5 14+0,3 0,002 0,006 0,986
E (cm/s) 66,2 + 3° 78+3° 72,8 +2° 69,9 + 2° 0,791 0,127 0,012
A (cm/s) 433+34 57,1+34 52,7 +2 55,4 + 2 0,190 0,005 0,05
E/A 1,56 + 0,13 1,4+0,13 1,525 + 0,09 1,3+0,09 0,801 0,211 0,917
VEPP (mm/s) 55,6 + 2,5 64 +25 36+1,6 392+ 16 <0,001 0,01 0,245
TRIV (ms) 31,2+16 30,2+ 1,6 37,21 36,2+1 <0,001 0,464 0,991
TDE (ms) 51,9+2,6 431+27 51,2+1,8 48,8+ 1,8 0,245 0,014 0,179
FC (bpm) 267 £ 11° 356 + 11° 287 +8° 294 + 8° 0,033 <0,001 <0,001
Area Diastélica (mm?) 50,8 + 4,7 40,1 +4,7 79,4 +3,2 74,9+ 3,2 <0,001 0,057 0,43
Avrea Sist6lica (mm?) 22,6 +3,7 11,2+37 50,1+ 2,6 44 +26 <0,001 0,007 0,401
FVA 57,8 +12,9 73,8+12,9 24,2 +89 42,9+89 0,003 0,111 0,899
indice Tei 0,63 + 0,06 0,45 + 0,07 0,94 + 0,04 0,82 + 0,04 <0,001 0,011 0,599
E/E’ média 132+1 119+1 17,6 +0,7 15,5+0,7 <0,001 0,052 0,598

SC: Animais sham que receberam solugdo salina, SZ: Animais sham que receberam suplementagdo de zinco, IC: animais infartados que receberam solucéo salina; 1Z: animais infartados que
receberam suplementacdo de zinco. I: Infarto; S: Sham; Z: zinco; C: Controle. PC: Peso corporal; DDVE: Diametro diastolico do VE; DSVE: Diametro sistdlico do VE; AE: atrio esquerdo; E
mitral: onda E do fluxo transmitral; A mitral: onda A do fluxo transmitral; VEPP: Velocidade de encurtamento da parede posterior; TRIV: Tempo de relaxamento isovolumétrico do ventriculo
esquerdo; TDE: Tempo de desaceleragio da onda E mitral; FC: Frequéncia cardiaca; FVA: fracdo de variacdo da area; indice de Tei ou também conhecido por indice de Performance

Miocérdica (avalia conjuntamente a fungio sistolica e diastélica; E/E’média. Nas comparacoes, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos. Dados expressos em média + erro padrao.
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Tabela 2. Estudo do coragdo isolado (valores maximos).

SC (n=8) SZ (n=8) IC (n=7) 1Z (n=7) p(1) p(2) p(IxZ)
Pressao sistélica (mmHg) 163+7,4 153+7,4 90,148,1 8318,1 <0,001 0,66 0,705
+dP/dt (mmHg/s) 2725+222,3 2850+222,3 1350+253,1 1450£222,3 <0,001 0,54 0,541
-dP/dt (mmHg/s) 1675+131 18754131 875155 975+155 <0,001 0,555 0,88

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: Animais sham que receberam solucédo salina; SZ: Animais sham que receberam suplementacédo de zinco; IC: animais infartados que receberam
solucéo salina; 1Z: animais infartados que receberam suplementacéo de zinco. I: Infarto; S: Sham; Z: zinco; C: Controle. +dP/dt e —dP/dt: primeira derivada e derivada negativa, respectivamente.
Dados expressos em média + erro padréo.

Tabela 3. Expressao proteica dos colagenos | e I11.

SC (n=6) SZ (n=6) IC (n=7) 1Z (n=7) p(l) p(2) p(1xZ)
Colageno | (unidades arbitrérias) 0,217+0,05 0,27+0,05 0,32+0,04 0,42+0,04 0,023 0,133 0,675
Colageno 111 (unidades arbitrarias) 1,11+0,187 0,779+0,202 1,186+0,149 1,45+0,156 0,042 0,841 0,091

Dados expressos em média * erro padrdo. SC: Animais sham que receberam solucéo salina; SZ: Animais sham que receberam suplementacéo de zinco; IC: animais infartados que receberam
solucdo salina; 1Z: animais infartados que receberam suplementagéo de zinco. I: Infarto; S: Sham; Z: zinco; C: Controle. Dados expressos em média + erro padréo.

Tabela 4. Expresséo proteica de proteinas antioxidantes

SC (n=8) SZ (n=8) IC (n=8) 1Z (n=8) p(l) p(2) p(I1xZ)
Nrf2(unidades arbitrarias) 0,841+0,143 1,06+0,135 1,050,143 1,069+0,143 0,466 0,391 0,466
Glutationa peroxidase (unidades arbitréarias) 3,750,451 4,64+0,53 3,5+0,422 4,73+0,39 0,858 0,027 0,705
Heme oxigenase (unidades arbitrarias) 0,2+0,07% 0,39+0,05° 0,32+0,05% 0,226+0,05% 0,404 0,245 0,036

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: Animais sham que receberam solugdo salina; SZ: Animais sham que receberam suplementacéo de zinco; IC: animais infartados que receberam
solucdo salina; 1Z: animais infartados que receberam suplementagéo de zinco. I: Infarto; S: Sham; Z: zinco; C: Controle. Dados expressos em média + erro padréo.
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Tabela 5. Estresse oxidativo.

SC (n=10) SZ (n=10) IC (n=10) 1Z (n=10) p(l) p(2) p(IxZ)
Catalase (umol/g) 98,3+4,82 103,1%4,82 60,65+4,82 76,624,82 <0,001 0,04 0,259
Superéxido dismutase (nmol/mg) 10,4+0,88" 12+0,88" 19,1+0,88° 14+0,88" <0,001 0,059 <0,001
Glutationa peroxidase (nmol/mg) 42,542,3 48,6+2,3 33,3+2,3 43,1423 0,003 0,002 0,429

Dados expressos em média * erro padrdo. SC: Animais sham que receberam solugéo salina, SZ: Animais sham que receberam suplementagdo de zinco, IC: animais infartados que receberam
solugdo salina; 1Z: animais infartados que receberam suplementacdo de zinco. I: Infarto; S: Sham; Z: zinco; C: Controle. Nas comparagdes, letras diferentes indicam diferencas entre os grupos.

Dados expressos em média * erro padréo.

Tabela 6. Determinacdo de TNF-a, IFN-y, IL-10 e TIMP-1

SC (n=10) SZ (n=10) IC (n=10) 1Z (n=10) p(l) p(2) p(IxZ)
TNF-a 0,773+0,07 0,526+0,06 0,654+0,07 0,441+0,06 0,159 0,003 0,815
IFN-y 0,601+0,05 0,53+0,05 0,507+0,06 0,378+0,05 0,044 0,096 0,624
IL-10 1,319+0,08 1,397+0,08 1,696+0,085 1,532+0,08 0,003 0,606 0,148
TIMP-1 1,508+0,08 1,557+0,11 1,572+0,12 1,747%0,09 0,247 0,306 0,561

Dados expressos em média * erro padrdo. SC: Animais sham que receberam solugéo salina, SZ: Animais sham que receberam suplementacéo de zinco, IC: animais infartados que receberam
solucdo salina; 1Z: animais infartados que receberam suplementagdo de zinco. I: Infarto; S: Sham; Z: zinco; C: Controle. TNF-a: Fator de necrose tumoral alfa; IFN-y: interferon gama;

IL-10: interleucina 10; TIMP-1 Dados expressos em média + erro padréo.
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Tabela 7. Células sistema imunolégico — bago.

SC (n=10) SZ (n=10) IC (n=10) 1Z (n=10) p(1) p(2) p(IxZ)
Linfécitos 87015+1490,5 84506+1490,5 88673,1+1490,5 89777+1490,5 0,026 0,64 0,233
CD4+ 24614,2+1178,6 22937+1178,6  22865,2+1178,6°  26312+1178,6" 0,495 0,458 0,036
CD4+CD25+ Foxp3+ 6,72+0,09 6,69+0,09 6,93+0,09 7,01+0,09 0,01 0,808 0,557

Dados expressos em média + erro padrdo. SC: Animais sham que receberam solugédo salina, SZ: Animais sham que receberam suplementacéo de zinco, IC: animais infartados que receberam
solugdo salina; 1Z: animais infartados que receberam suplementagéo de zinco. I: Infarto; S: Sham; Z: zinco; C: Controle. Nas comparag0es, letras diferentes indicam diferengas entre os grupos.

Dados expressos em média * erro padréo.

Tabela 8. Atividade de metaloproteinases.

SC (n=7) SZ (n=7) IC (n=7) 1Z (n=6) p(1) p(2) p(1x2)
MMP-2 inativa 0,9140,087 0,880,087 1£0,087 1,0420,09 0,172 0,987 0,691
MMP-2 ativa intermediaria 0,996:+0,43 1,010,043 0,97+0,043 0,992+0,046 0,606 0,667 0,949
MMP-2 ativa 0,983+0,251 1,13740,251 1+0,251 1,340,271 0,616 0,318 0,679

Dados expressos em média * erro padrdo. SC: Animais sham que receberam solugéo salina, SZ: Animais sham que receberam suplementagdo de zinco, IC: animais infartados que receberam

solucdo salina; 1Z: animais infartados que receberam suplementacéo de zinco. I: Infarto; S: Sham; Z: zinco; C: Controle. Dados expressos em média + erro padrao.
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Figura 1. Onda A: variavel com influéncia do fator zinco de forma independente. Dados expressos em média + erro padrdo.
C: todos os animais que receberam solugao salina; Z: todos os animais que receberam suplementagao de zinco; S: todos os
animais sham; I: todos os animais infartados. (*) Diferenga estatisticamente significante.
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Figura 2. Relagdo entre &trio esquerdo e peso corporal: varidvel com influéncia do fator zinco e fator infarto de forma
independente. Dados expressos em média * erro padrio. C: todos os animais que receberam solugdo salina; Z: todos os
animais que receberam suplementacgdo de zinco; S: todos os animais sham; I: todos os animais infartados. (*) Diferenga
estatisticamente significante.
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Figura 3. Atrio esquerdo: varidavel com influéncia do fator zinco e fator infarto de forma independente. Dados expressos em
média * erro padrdo. C: todos os animais que receberam solugdo salina; Z: todos os animais que receberam
suplementagdo de zinco; S: todos os animais sham; I: todos os animais infartados. (*) Diferenga estatisticamente
significante.
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Figura 4. indice Tei: varidvel com influéncia do fator zinco e fator infarto de forma independente. Dados expressos em média
t erro padrdo. C: todos os animais que receberam solugao salina; Z: todos os animais que receberam suplementagdo de
zinco; S: todos os animais sham; I: todos os animais infartados. (*) Diferencga estatisticamente significante.

46



. p(1)=0,245

p(Z)= 0,014

50 T

p(1x2)=0,179

10 A

30 A

TDE (ms)

20 A

10 A

Figura 5. Tempo de desaceleracdo da onda E : variavel com influéncia do fator zinco de forma independente. Dados expressos
em média + erro padrdo. C: todos os animais que receberam solugdo salina; Z: todos os animais que receberam

suplementag¢do de zinco; S: todos os animais sham; I: todos os animais infartados. (*) Diferenca estatisticamente
significante.
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Figura 6. Velocidade de encurtamento da parede posterior. varidvel com influéncia do fator zinco de forma independente. Dados
expressos em média * erro padrdo. C: todos os animais que receberam solugdo salina; Z: todos os animais que receberam

suplementagdo de zinco; S: todos os animais sham; I: todos os animais infartados. (*) Diferenga estatisticamente
significante.
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Figura 7. Area sistélica: variavel com influéncia do fator zinco e do fator infarto de forma independente. Dados expressos em
média + erro padrdo. C: todos os animais que receberam solugdo salina; Z: todos os animais que receberam
suplementag¢do de zinco; S: todos os animais sham; I: todos os animais infartados. (*) Diferenca estatisticamente

significante.
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Figura 8. Colageno I: variavel com influéncia do fator infarto de forma independente. Dados expressos em média * erro
padrao. C: todos os animais que receberam solugao salina; Z: todos os animais que receberam suplementagao de zinco; S:

todos os animais sham; I: todos os animais infartados. (*) Diferenga estatisticamente significante.
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Figura 9 Colageno lIl: varidavel com influéncia do fator infarto de forma independente. Dados expressos em média * erro
padrao. C: todos os animais que receberam solugao salina; Z: todos os animais que receberam suplementagao de zinco; S:

todos os animais sham; I: todos os animais infartados. (*) Diferenga estatisticamente significante.
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Figura 10: Glutationa: varidvel com influéncia do fator zinco de forma independente. Dados expressos em média t erro
padrao. C: todos os animais que receberam solugdo salina; Z: todos os animais que receberam suplementagao de zinco; S:

todos os animais sham; I: todos os animais infartados. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 11. Hemeoxigenase. Dados expressos em média * erro padrao. SC: Animais sham que receberam solugdo salina, SZ:
Animais sham que receberam suplementagao de zinco, IC: animais infartados que receberam solugao salina; 1Z: animais
infartados que receberam suplementacdo de zinco.. (*) Diferenca estatisticamente significante.
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Figura 12. Dosagem de zinco sérico: variavel com influéncia do fator zinco de forma independente. Dados expressos em
média * erro padrdo. C: todos os animais que receberam solugdo salina; Z: todos os animais que receberam
suplementagdo de zinco; S: todos os animais sham; I: todos os animais infartados. (*) Diferenca estatisticamente
significante.
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7 Discussao



7.Discussao

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos da suplementagdo de zinco na
remodelacdo cardiaca apo6s o infarto do miocardio. A partir dos dados apresentados,
pode-se sugerir que varidveis associadas ao processo de remodelacdo foram atenuadas

pela suplementagéo de zinco.

O processo de remodelacdo é bastante complexo. Ao sofrer uma injdria, o
coracdo pode passar por diversas alteracdes para tentar manter suas fungdes frente as
novas condicBGes impostas. No caso de agressdo por isquemia, como no infarto do
miocérdio, podem ocorrer alteracbes complexas na arquitetura ventricular, envolvendo
tanto a area infartada quanto a ndo infartada. Esse conjunto de altera¢cdes € conhecido
como remodelagdo cardiaca, que envolve variagdes moleculares, celulares e intersticiais
cardiacas, que se manifestardo clinicamente por alteragbes no tamanho, massa,

geometria e funcéo do coracdo” % .

Inicialmente, a remodelacdo tem o objetivo de manter a fungdo do coragdo. No
entanto, caso esse processo se cronifique, pode ocorrer a deterioracdo progressiva da
capacidade funcional’. O melhor conhecimento dos mecanismos responsaveis pela
disfuncdo ventricular ap6s o infarto do miocérdio é relevante, pois permite a elaboragéo
de estratégias que modulem o processo de remodelagdo. Dentre os novos fatores que
possam modular o processo de remodelacdo cardiaca secundaria a diversos estimulos

encontra-se o zinco.
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No nosso trabalho, inicialmente observamos as alteragbes morfofuncionais
induzidas pelo infarto para podermos estudar os processos de remodelagdo. Quanto as
variaveis morfologicas, o infarto resultou em aumento dos didmetros diastdlicos e
sistélicos do VE conforme esperado. O resultado encontrado na analise da area
seccional dos midcitos estd em concordancia com essa suposi¢do, pois foi observado
aumento da area dos midcitos nos animais infartados em relacdo ao grupo sham. Cabe
ressaltar que apesar da remodelacdo ser evento extremamente complexo, ap6s o infarto,
esse processo € reconhecido clinicamente, por aumento da cavidade ventricular
esquerda ou por evidéncias de hipertrofia cardiaca. Assim, podemos observar que nosso

protocolo foi eficiente para a inducdo de remodelacdo ap6s o infarto experimental.

Para inducdo da remodelagdo apds o infarto, Minicucci et al. mostraram que
para observar alteracdes morfoldgicas, funcionais e anormalidades clinicas, é necessario
érea infartada de pelo menos 36%, 38% e 40% respectivamente *°. Por isso, optamos
por utilizar em nosso protocolo animais com &rea de infarto avaliado pela anélise

histoldgica maior que 35%.

Na interpretacdo de nossos resultados morfofuncionais, é importante observar
que a maioria dos nossos dados esta baseada nos achados do estudo ecocardiografico.
Martinez et al., utilizando metodologia semelhante a utilizada em nosso estudo,
mostraram a acurdcia do uso do estudo ecocardiografico para analisar alteracdes
morfoldgicas e funcionais cardiacas no modelo de ratos submetidos ao infarto
experimental. Utilizando ratos infartados ap6s 6 meses de observacdo, os autores
mostraram alteracGes do ventriculo esquerdo compativeis com insuficiéncia cardiaca.
Adicionalmente, varidveis morfoldgicas e funcionais cardiacas estiveram associadas
com achados clinicos e patologicos de insuficiéncia cardiaca, como congestdo

pulmonar, hipertrofia ventricular direita, derrame pleuropericardico e trombo em &trio
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esquerdo. Finalmente, achados ecocardiograficos como menor velocidade de
encurtamento da parede posterior, menor relagédo E/A, maior tempo de desaceleracéo da
onda E, maior tempo de relaxamento isovolumétrico e menor fracdo de ejecdo foram

fatores de predicdo de insuficiéncia cardiaca, nesse modelo®.

A atenuacdo das alteragdes induzidas pelo infarto pode ser consequéncia da
atuacdo do zinco em outras vias ligadas ao sistema cardiovascular. Os efeitos
cardioprotetores do zinco, segundo a literatura, podem ser devido aos efeitos
antioxidantes nos cardiomidcitos, atuagdo no processo inflamatério, formacdo da

cicatriz e manutencéo de células tronco, importantes para melhora da fungéo cardiaca®.

A suplementacdo de zinco levou a diminuicdo da cavidade ventricular esquerda.
Houve aumento da velocidade de encurtamento da parede posterior e diminuicdo do
indice Tei. Esses dados sugerem que o coracdo dos animais suplementados dilatou

menos e teve melhora da funcéo cardiaca.

Embora em outro modelo de agressdo, um estudo mostrou melhora no
relaxamento do VE pelo zinco em animais pré-diabéticos, por meio da atuacdo desse
mineral nas proteinas ligadas ao transito de calcio, resultando em carga de célcio
intracelular menor®. Em estudo com administragdo de zinco associada a &cido
acetilsalicilico (AAS) prévia a lesdo isquémica por isoproterenol em animais, foi
observada melhora da contratilidade cardiaca e menor infiltragdo de células
inflamatorias em comparacdo ao grupo que foi tratado previamente apenas com AAS,
mostrando efeitos benéficos do mineral no infarto agudo, provavelmente pela inducgéo

de enzimas antioxidantes e da citocina anti-inflamatéria TGF-B,*.
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Diversos mecanismos, como inflamacéo, alteragdes de matriz extracelular e
estresse oxidativo, estdo envolvidos no processo de remodelacdo cardiaca e podem, em
diferentes intensidades, modular esse processo. Uma alteragdo importante que ocorre
apos 0s processos de agressdes cardiacas € referente ao colageno e matriz extracelular
(MEC). A MEC tem papel estrutural, servindo de suporte a cardiomidcitos e vasos do
coracdo, e também tem funcdo de mediar a comunicacdo intercelular e trocas
metabdlicas®. No entanto, em situagdes de estresse cardiaco, a MEC pode se alterar, e
assim interferir em processos inflamatérios, turnover de proteinas, reparo tecidual e
regeneracdo, 0 que estd associado ao processo de remodelacdo cardiaca e, caso se
perpetue, pode alterar funcBes contrateis do coracdo como observado quando ha

aumento da fibrose®.

O intersticio cardiaco é composto por diversas substancias e tecido conectivo
formado principalmente por colageno (I a 1V) e pequenas quantidades de fibronectina,
laminina e elastina®, periostina, fibromodulina e acido hialurdnico®. Os produtos de
degradacdo da MEC podem modular o processo de inflamacdo e reparo cardiaco®,
como por exemplo, fragmentos da clivagem de fibronectina podem ser proé-
inflamatérios e modular a agdo de miofibroblastos®®. O colageno maduro depositado na

MEC e com cross-link é bastante resistente & degradacdo e muito estavel®

, que tem a
participacdo da familia de enzimas lisil oxidase para sua formacdo, induzidas pela
hipoxia e TGF-B®. No entanto, as metaloproteinases (MMP) sio enzimas que degradam
o0 colageno e sdo secretadas na matriz extracelular sob a forma de pré-enzimas, que é
sua forma latente. Sua ativacdo depende da sua clivagem. Inicialmente, o colageno
intacto e proteoglicanos sdo degradados pelas MMP-1 e MMP-13 em fragmentos

menores, que entdo, sdo degradados pelas MMP-2 e MMP-9 (gelatinases), que sé&o

produzidas por infiltrados linfocitarios e células locais® . Aceita-se que apés o infarto,
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as MMP-2 e a MMP-9 tém fundamental importancia no processo de remodelagdo. Esse
fato pode ser observado porque as MMP aumentam ap6s o IM, ao mesmo tempo em
que estudos mostraram que sua inibi¢ao/delecdo reduz o processo de remodelagéo. Para
haver o equilibrio entre MMP e TIMP e se mantenha o turnover do colageno, existem
os TIMPS, em especial o TIMP-1, que sdo inibidores das MMPs, e a relacdo
MMP/TIMP, embora ainda incerta, permanece como uma promessa de biomarcador da
evolucdo pés injdria na prética clinica®. Os produtos de degradacdo da MEC podem
modular o processo de inflamag&o e reparo cardiaco®, como por exemplo, fragmentos
da clivagem de fibronectina podem ser pré-inflamatérios e modular a acdo de

miofibroblastos®®.

A alteracdo da MEC variam conforme o periodo ap6s a agressdo. Segundo Li et
al.®®, em roedores, pode-se considerar o periodo agudo até 48 horas, periodo

proliferativo entre 2 e 5 dias e a maturacdo um més apdés o infarto.

Nos nossos resultados, encontramos aumento da deposicdo do colageno apenas
nos animais infartados e ndo encontramos alteracdes das metaloproteinases e TIMP-1
resultado semelhante a estudo ja realizado, e ndo houve a participagdo do zinco nessas

variaveis.

Outro mecanismo envolvido no processo de remodelacdo cardiaca séo as
alteracdes que induzem o estresse oxidativo, que podem alterar tanto a morfologia
quanto a funcdo do coracdo. As espécies reativas (ERs) sdo moléculas que possuem um
elétron desemparelhado no ultimo orbital, tendo assim a caracteristica de poder interagir
eletronicamente com outros elementos, podendo ser formadas no cora¢do ou em outros
tecidos por diversos mecanismos, provenientes, por exemplo, do sistema xantina

oxidase, NADPH oxidase, citocromo P450, entre outros’’. As ERs podem agredir
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miocitos e podem dessa forma estar associados a indugdo da cascata de inflamacao por

induzir a ativacdo de citocinas inflamatérias’® ",

Essas ERs podem interagir tanto na
membrana celular quanto no nucleo, afetando estruturas como DNA e RNA, o que pode
induzir a danos celulares e alteracdo na transcricdo de proteinas, além de outras
alteracGes em processos como a sintese de colageno, proliferacdo de fibroblastos,
ativacdo de metaloproteinases, apoptose, hipertrofia de midcitos e expressdo de genes
do periodo fetal*® . Existem evidéncias do papel do estresse oxidativo e das ERs no
processo de remodelacdo cardiaca em diferentes modelos de agressdo. Em modelos
experimentais de infarto do miocardio e de isquemia-reperfusdo ja foi demonstrado
aumento de ERs com consequente estresse oxidativo’® . Em estudo realizado por Bolli
et al., foi mostrada a associacao entre ERs e a disfuncdo contratil do musculo cardiaco
ap6s periodos de isquemia’®. Em estudos mais recentes, foi demonstrado que os
processos isquémicos podem levar a importantes disfungbes mitocondriais, como

diminuicdo do tamanho, aumento do ndmero, alteracdo na distribuicdo, perda das

cristas, o que poderiam levar a alteragdo da regulacéo das ERs”.

Em situagdes normais, as células possuem sistemas antioxidantes para conter o
acumulo de ERs. Fazem parte desses complexos enzimaticos como a catalase,
glutationa peroxidase e superdxido dismutase (SOD), que reduzem as ERs até a
formacdo de &gua, além de antioxidantes ndo enzimaticos como a vitamina E, vitamina
C, beta caroteno e acido drico *" ®. A SOD converte o radical superdéxido & peréxido de
hidrogénio, e este, posteriormente é convertido em &gua pela catalase e glutationa
peroxidase. Adicionalmente, fator importante na sinalizacdo do estresse oxidativo é o
fator nuclear eritréide 2, o Nrf-2. O Nrf-2 é um fator presente no citoplasma celular que
atua na resposta primaria a citotoxidade e ao estresse oxidativo. Frente a agentes

agressores, 0 Nrf-2 se dissocia da proteina Keap 1 e dirige-se ao nucleo onde estimula a
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producdo de proteinas antioxidantes, uma vez que se liga na regido promotora de genes-
alvo e entdo codifica proteinas como glutationa, glutationa peroxidase, glutationa S-
transferase, NAD(P)H quinona-redutase-1, heme oxigenase-1, glutationa redutase e

79-81

tioredoxina Depois de ligar-se ao nucleo, ele volta ao citoplasma onde é

83, 84

degradada’ ®. Agudamente, a ativacdo do Nrf-2 é benéfico® *, porém, estudo mostrou

que sua ativacao cronica pode levar a miocardiopatia®.

Encontramos que os animais infartados que receberam a suplementacdo de zinco
tiveram menor atividade de SOD que os animais infartados controle. Quanto a
atividade de catalase e glutationa, os animais infartados tiveram reducdo nessa atividade
enguanto os animais suplementados tiveram aumento da atividade, porém sem
interferéncia entre os fatores. Isso pode mostrar que, por algum mecanismo, a SOD ja
estd diminuindo sua atividade enquanto as duas outras enzimas ainda estdo aumentadas
em relacdo ao controle, no momento da avaliagdo, uma vez que 0s animais

suplementados com zinco tiveram maior atividade de catalase e glutationa.

Nos nossos resultados, ndo encontramos alteracdo na expressao do Nrf-2, porém
entre as enzimas controladas por ela, a glutationa foi mais expressa nos animais que
foram suplementados em relagdo aos controles, ndo havendo interagdo entre os fatores.
Quanto a heme oxigenase, encontramos que 0s animais sham suplementados com zinco
tiveram maior expressdo que os sham controle e também maior que 0s animais
infartados com suplementacdo. Embora o Nrf-2 ndo tenha apresentado alteracdo no
nosso estudo, o fato de as enzimas por ele controladas terem se alterado pode indicar
que, em algum momento, ele tenha sido ativado e no momento da avaliacdo ja ndo tenha
mais sido diferente, ou também outros sistemas podem estar envolvidos no controle do
estresse oxidativo. Além da via estudada, outros sistemas também podem interferir na

resposta ao estresse, dependendo do agente que indutor do estresse, tempo de duragdo e
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intensidade, os sistemas ativados podem ser diferentes, como o Nfr-2 ou NF-xB ou até,
em processos mais intensos, serem bloqueados e ativados entdo os estimulos

apoptoticos®.

Um altimo mecanismo estudado foi o processo de inflamagdo, que apos o
infarto, desempenha papel importante na sinalizagdo, reparo e fungbes do coragéo.
Muitas vias estdo ligadas ao processo inflamatério, como a prépria liberacdo do
conteddo intracelular dos midcitos no momento da injdria; a retirada de células mortas
além de promover ativar diversas vias ligadas a formacdo do tecido de cicatrizacdo,
ativacdo do sistema complemento, ativacdo de membros da familia Toll-like receptor
(TLR), especialmente o TLR-4, ativacdo do NF-xB formacdo de espécies reativas 8,
Porém, caso a inflamacdo seja descontrolada, pode intensificar a remodelacéo
ventricular e aumentar as chances de levar o coragdo a faléncia, por desregular
processos como degradacdo de matriz extracelular (fibrose) e apoptose®’. Os neutréfilos
tem papel importante no inicio da inflamag&o, pois liberam compostos oxidantes e
proteases que sinalizam outras células necessarias ao processo inflamatoério®. Existem
diversos mecanismos para que a inflamagéo seja controlada por mecanismos de down

regulation da cascata inflamatéria, porém eles ainda sio pouco conhecidos®’.

Dentre as células inflamatorias envolvidas no processo estdo as células T. Elas
podem ter diversas subpopulagdes, como as T helper (Tw) e células T reguladoras (T eg),
dependendo do estimulo recebido durante a diferenciacdo sofrida a partir das células T
naive na periferia ou a partir do timo®. As células Treg S80 caracterizadas por

expressarem os marcadores CD4+CD25+FOXP3+.
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O marcador FOXP3 é especifico das celulas T € tem papel importante na
maturagdo e funcdo da célula®. As células Treg podem suprimir a atividade de

proliferacdo de outras células T e de citocinas regulanda por vias diretas ou indiretas®.

As células Ty produzem citocinas com propriedades supressoras, como TGF-f
e IL-10. A atividade supressora atinge células T CD4" e CD8" e altera suas producdes
de IFN-y, suprimindo acdo de células dendriticas e produgéo de citocinas. As células T
que sdo resistentes & supressdo de TGF-B induzem ao processo de autoimunidade. O
TGF pode exercer a atividade anti-inflamatéria por desativar macréfagos, inibir
citocinas pré-inflamatérias e sintese de moléculas de adesdo®, preservar matriz de
col&geno, inibir proteases que degradam matriz extracelular e estimular producédo de

TIMP-1% 9,

Em estudo clinico, pacientes com sindromes coronarianas agudas apresentaram
menor frequéncia e funcdo de células T,y quando comparados a pacientes com
coronarias normais® e, em modelos animais, a infusio de células Ty levou a
diminuicdo do tamanho do infarto e atenuacido da disfuncdo cardiaca®. Nas doencas
isquémicas, como no IM, as células Ty inibem o recrutamento de células pro-
inflamatdrias como neutréfilos, mondcitos linfécitos T CD4" e suprime acio local de
TNF-a e IL-1B e diminui acdo citotoxica de linfocitos CD8"* podendo ser importante
alvo terapéutico®™. Em estudo experimental, Sharir et al.*® mostraram que as células Treg
migram do baco para os locais de injdria cardiaca, podendo desempenhar importante
papel na inflamacdo local. Verificaram que as células T, isoladas de infarto
experimental sdo disfuncionais nas suas propriedades supressivas. Ja quando
inocularam células T exogenas, houve atenuacgéo da remodelagéo, porém sua remogao

nio teve efeito®
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Quanto a agéo do zinco nas células T, estudo mostrou que a Sirt-1, uma
enzima que atua em processos de regulagdo celular e combate a agentes estressores,
afeta negativamente a estabilidade do Foxp3¥, e o zinco, por sua vez, pode inibir a
ativacdo do Sirt-1%. Foi o que Rosenkranz et al.” observaram em estudo clinico com
suplementacdo de zinco oral por 10 dias e, apds isolamento de células periféricas
mononucleares, observaram que o zinco induziu a inibicdo de Sirt-1 levando a
estabilidade das células Ty, 0 que seria benéfico do ponto de vista de melhorar a

tolerancia imunolégica®.

Existem varias citocinas envolvidas no processo inflamatério. A IL-10 pode ter
diversos alvos, porém mondcitos e macréfagos sdo alvo importante, podendo inibir a
producéo de IL-1a, IL-1B, TNF-0, IL-6, IL-8 e IL-12 podendo dessa forma exercer
atividade supressora da inflamagdo. A IL-10 tem papel na formagdo de matriz
extracelular, pois pode modular a expressio de metaloproteinases e seus inibidores®;
pode ser utilizada como um biomarcador no infarto, sendo importante citocina
inflamatoria na regulacdo da resposta imune e poderia ser utilizada na pratica clinica em
situacBes como miocardite *® e na fase aguda do infarto’®™. O TNF-a pode iniciar a
cascata de citocinas como também pode induzir sinal citoprotetor capaz de prevenir ou
postergar o desenvolvimento de apoptose dos midcitos ap6s o infarto em modelo agudo
de isquemia miocardica'®. Outros mostraram que 0 aumento sustentado de TNF pode
ter papel importante na reparagdo do tecido, pois também é encontrado na regido nao

infartada®®

No nosso trabalho, avaliamos as células Ty no bago por citometria de fluxo.
Encontramos maior numero de linfdcitos totais nos animais infartados. Quando
avaliamos apenas a marcagido CD4", observamos aumento nos animais infartados que

receberam zinco em relagdo aos animais infartados controle. Encontramos mais células
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Treg € também maior producdo de IL-10 nos animais infartados, porém, ndo houve
influéncia da suplementacdo do zinco. Cabe ressaltar que o fato do nimero de células
Treg ter aumentado no baco de animais na fase cronica do infarto € um dado ainda
inédito na literatura. Tal fato pode mostrar a participacdo das células Ty No processo

tardio de remodelagdo apos o infarto.

No coracdo, avaliamos a atividade de citocinas e observamos que o infarto
diminuiu a atividade de IFN-y e aumentou IL-10. O zinco diminuiu a atividade de TNF-
a nos grupos de animais suplementados, indiferente do fator infarto. Cabe ressaltar que
quanto a atividade inflamatoria, avaliamos as citocinas cardiacas e as células Ty no
baco. Embora em locais distintos, acreditamos que por se tratar de um drgao essencial
na regulacdo das células T, o baco pode ser um indicador favoravel da disponibilizagdo

de células Tq para o coragéo.
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8 Conclusio



8.Conclusao

O zinco atenua variaveis associadas a remodelacdo cardiaca induzida pelo
infarto em ratos, por modulacdo de alteracbes no estresse oxidativo e processo

inflamatorio.
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