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RESUMO

Moreira, R.S, Irigoyen, M.C, Capcha, J.M.C, Sanches, T.R, Gutierrez, P.S, Garnica, M.R, Noronha, L.L,
Andrade, L. Efeito protetor do peptideo mimético 4F da apolipoproteina Al na lesdo renal, cardiaca e na
disfuncdo endotelial induzida pelo infarto agudo do miocardio em ratos hipercolesterolémicos que receberam
contraste iodado.

INTRODUCAO: O uso de contraste apds exame de angiografia nos animais infartados, induz a uma lesio renal
aguda, sendo associado a piora do prognoéstico e aumento da mortalidade. A hipercolesterolemia ¢ um fator
agravante da lesdo do endotélio no infarto agudo do miocardio (IAM) e o uso de contraste no diagnostico e
tratamento pode causar uma lesdo renal aguda. O tratamento com a apolipoproteina Al de peptideo mimético
4F, pode reverter a lesdo do endotélio com redugdo da taxa de LDL e evitando sua oxidagdo. OBJETIVOS:
Analisar o efeito da Apo A-I (utilizando o peptideo mimético 4F) sobre a lesdo cardiaca e renal induzida pelo
infarto agudo do miocardio (IAM) com uso de contraste em ratos hipercolesterolémicos. METODOS: Estudo
prospectivo, com ratos em uso de dieta a 4 % de colesterol por 8§ dias sendo dividido em grupo SHAM operado
sem ligadura da coronaria (n=6) ou animais infartados com ligadura da artéria coronaria descendente anterior
esquerda, com ou sem o uso de contraste e tratamento 6 horas apds a indu¢do do infarto: IAM (n=15), IAM+C
(iopamidol 2,9 g/Kg de peso corpdreo injecdo na artéria intrafemural n=15), IAM+4F (4F 10mg/kg de peso
corpéreo injegdo peritoneal n=8) e IAM+C+4F (n=8). Todos os resultados sdo analisados apos 24 do IAM e
expressos através de média e erro padrdo. RESULTADOS: Observou-se que os grupos IAM+4F e IAM+C+4F
apresentaram uma melhor resposta a lesdo cardiaca e injuria renal em comparagdo com os grupos IAM e
IAM+C. Houve uma melhora da fungdo renal através do clearance de creatinina de 12h, aumento da expressao
de eNOS, aumento do VEGF, preservacao da morfologia mitocondrial, reduc¢ao da inflamagao com uma menor
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expressdo do CD68+(macrofagos), diminuig¢ao das células tinel positivas associado a um aumento da expressao
de apolipoproteina Al (Apo Al) no tecido renal. O mesmo aconteceu na fun¢do cardiaca com diminuigdo da
troponina plasmatica, aumento da expressdo de eNOS, VEGF, isolectina B4, redugdo da inflamagao
representado pela menor expressdo de TLR4, células tunel positivas, melhora do perfil de colesterol,
preservacao da morfologia mitocondrial e associada ao aumento da expressao de Apo Al no tecido cardiaco. A
hemodinamica foi preservada com melhora do débito cardiaco, fragdo de ejecdo, resposta barorreflexa, pressao
diastolica final do ventriculo esquerdo e associado a diminui¢do da area de infarto medida tanto pelo
ecocardiograma quanto pela imuno-histoquimica. Demonstramos que o tratamento com apolipoproteina Al
pode ser uma opc¢ao terap€utica na lesdo cardiaca e renal revertendo a resposta inflamatéria através do efluxo
de colesterol dependente da HDL.

Palavras-chave: Apolipoproteina, Hipercolesterolemia, Contraste, Infarto agudo do miocérdio/cirurgia, Lesao
renal aguda, Nefropatia de contraste.
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1 INTRODUCAO
1.1 MECANISMOS DA HIPERCOLESTEROLEMIA;

Os efeitos da hipercolesterolemia atuam na proliferagdo e diferenciagdo de células
estaminais/progenitoras hematopoiéticas (CEPH). Além disso, a dislipidemia também atua em células
vizinhas da CEPH e causam inflamacdo, arteriosclerose e doencas cardiovasculares. !> >3

Hipercolesterolemia esta associada as mudangas fenotipicas na fun¢io das células endoteliais
que levam a um estado pré-inflamatorio e pro-trombético em diferentes segmentos da microcirculagao.
“4.5)

A aterogénese acompanha trés fases sendo uma disfuncdo endotelial, formagao de placa de
gordura e desenvolvimento da capsula fibrosa. A hipdtese mais discutida para sua etiologia ¢ que a
lesdo inicial ocorre em resposta a uma alteracao do endotélio causada por disturbios no fluxo sanguineo

(shear stress), presenca de lipideos oxidados nas lipoproteinas ou presenga de algum agente infeccioso.
©

1.2 EFEITOS DA ATEROSCLEROSE EM MODELO ANIMAL;

A esclerose sistémica relacionada a alimentagdo rica em colesterol provoca uma doenga auto-
imune do tecido conjuntivo caracterizado pela funcdo vascular diminuida, aumentando o estresse
oxidativo, angiogénese prejudicada e a inflamagdo nos orgdos internos desenvolvendo o crosstalk
principalmente relacionado a fungio renal.’>®

Estudos utilizando um modelo de infarto em ratos hipercolesterolémicos demonstraram um
aumento do LDL em comparacgdo com o HDL, imitando a situacdo encontrada em humanos.® Animais
alimentados com uma dieta rica em colesterol apresentaram um agravamento do remodelamento
ventricular em comparag¢do com os animais que utilizaram uma dieta normal. Este estudo demonstra
que a dieta hipercolesterolemica pode prejudicar a fun¢ao cardiaca levando a uma diminuicao do debito
cardiaco efetivo e prejudicando outros orgdos. 19

O colesterol elevado em modelo de hirpercolesterolemia com ratos, demonstrou um aumento
da vulnerabilidade do miocardio com piora da area de infarto, alteracdo significativa de numero de

celulas apoptoticas e associada com a ativaco das vias de esstress do reticulo endoplasmatico.(!! 12

1.3 AS ALTERACOES DO INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO;

Na vigéncia de um infarto agudo do miocérdio ocorre um processo de isquemia do musculo do
miocérdio que pode levar a necrose de parte da musculatura por falta de aporte adequado de oxigénio
e nutrientes levando a apoptose das células cardiacas.!!¥)

O infarto do miocardio proporciona um dos principais agentes causadores da insuficiéncia

cardiaca apresentando um alto indice de morbimortalidade, levando a um tratamento de alto custo nos
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hospitais publicos e com o aumento da perspectiva de idade este custo tende a aumentar. Apesar dos
avancos terapéuticos de tratamento, o prognostico ainda ¢ ruim podendo levar a morte em um periodo
curto ou a doenca de insuficiéncia cardiaca. Estudos com novas intervengdes terapéuticas sdo
fundamentais para o avanco no tratamento da doenga!¥

A escolha de um modelo de infarto agudo do miocardio em animais que determine alteragoes
fisiologicas encontradas em casos clinicos com humanos ¢ de extrema importancia para compreensao
das doencas cardiovasculares. No mesmo modelo de IAM que utilizamos, foi confirmado
desensibilizagdo barorreflexa, reducao da modulacao parassimpatica cardiaca e aumento da modulagao
simpatica cardiovascular.!>

O exame de ecocardiograma ¢ um método confiavel e comumente usados para examinar
doengas cardiovasculares. Esta tecnologia moderna oferece uma nova oportunidade para estudar a
disfuncdo cardiaca apos o infarto agudo do miocardio (IAM) em ratos. Pardmetros da funcdo
cardiovascular pode fornecer um prognostico detalhado da fracdo de ejecdo, debito cardiaco e
principalmente 4rea de infarto em animais.1% 17

A troponina I (cTnl) tem um papel importante na avaliacdo de area isquémica e prognostico do
paciente. Em modelo animal foi demonstrado o pico de alteragdo da troponina I 24 horas apds a
indugdo do infarto e a correlagao da area de expansao do infarto com piora deste marcador em ratos.
Sendo identificado como um 6timo marcador de lesdo do miocardio em ratos associado com o
prognostico de tratamento.% 19

No infarto, a ativacao de leucocitos induz a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias que na fase
aguda provocam alterag¢@o do sistema imune e propagagao da resposta inflamatoria sistémica levando
a disfuncdo intravascular e hemodinamica.?

Em um modelo de IAM em ratos com a ligadura da artéria corondria descendente anterior do
ventriculo esquerdo, apos vinte quatro horas os animais apresentaram uma diminui¢do importante da
fracdo de ejecdo associado com o aumento da area de infarto e reproduzindo o que ocorre com o0s
humanos.®V

O infarto agudo do miocardio associado com a hipercolesterolemia em modelo animal,
apresentou uma piora significativa no grupo sem tratamento com um aumento do LDL, triglicerideos
e diminui¢do do HDL no plasma. Uma reducdo significativa da expressdo de e-NOS e VEGEF, e
aumento da 4rea de infarto com apoptose no tecido cardiaco de ratos. ??

Somente a isquemia do miocardio em modelo animal ja leva a alteracao significativa no tecido

cardiaco demonstrando um aumento do TLR4 (Toll-like receptor 4) que ¢ um importante indutor de

apoptose demonstrado através das vias de P 38 MAPK, Bax, Bcl-2, cleaved caspase-3 e c-Jun/AP-
1.23
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1.4 OS RISCOS DO USO DE CONTRASTE DE BAIXO PESO MOLECULAR

Apesar das medidas de protecdo da funcao renal no exame de cateterismos ou angioplastia, o
uso de contraste com baixo peso molecular no infarto agudo do miocardio (IAM), esta relacionado
com uma piora da fungdo renal em pacientes de alto risco que apresentam varias doengas de base
associado a dislipidemia e esté relacionada ao alto risco de mortalidade.>¥

A nefrotoxicidade induzida por contraste (NIC) tem sido discutida como uma das causas de
injuria renal aguda (IRA) no intra-hospitalar. Em pacientes com fatores de risco a incidéncia ¢ bem
maior, com aumento de 25% da creatinina basal em um periodo de 48 a 72 horas ap6s o uso do
contraste. A diminui¢ao do ritmo de filtracdo glomerular (RFG) pode levar ao uso de terapias de
hemodialise que sdo invasivas e contribuem com a piora do prognostico.?>

A insuficiéncia cardiaca com reducdo do volume arterial efetivo, podem levar a um maior risco
de IRA no uso do contraste de baixo peso molecular, principalmente no uso de drogas vaso ativas que
potencializa a acdo de nefrotoxicidade.?®

Em estudo experimental com ratos hipercolesterolémicos, os animais que receberam contraste
de baixo peso molecular, apresentaram um agravamento da fun¢do renal em comparado com animais
que nio receberam.?” Em modelo de nefrectomia do rim direito e isquemia com reperfusio renal em
ratos, os animais hipercolesterolémicos apresentaram uma diminui¢do do HDL associado a um
aumento do LDL, e quando submetidos a isquemia renal apresentavam uma piora da fun¢do renal
medida pelo clearance de inulina.®

Trabalho utilizando um modelo de nefropatia induzida por contraste em ratos, adiministraram
uma dose de 2,9 g/Kg de iopamidol e demonstraram uma piora da fun¢ao renal medida pelo aumento
de necrose tubular.?® Em um modelo de lesdo renal induzida pelo uso de contraste, os ratos
apresentaram uma piora da fun¢do renal medida pelo clearance de creatinina, que foi mantida mesmo
ap6s seis dias do uso e esta relacionada a apoptose das celulas tubulares no rim. %

Em outro estudo de nefropatia induzida por contraste com o uso de uma dose de 2,9 g/Kg de
iopamidol, os ratos apresentaram uma apoptose das celulas epiteliais nos tubulos renais pela ativagao
da via JnK (Jun N-terminal kinase) e P38 (mitogen-activated protein kinase), foi relacionado uso do

contraste com o processo inflamatério, apoptose e injuria renal. % 3D

1.5 CROSSTALK ENTRE CORACAO E RIM NO USO DE CONTRASTE

O crosstalk ¢ uma ativagdo cruzada entre uma lesdo primaria e disfuncdes aos outros 0rgaos.
Em pacientes que apresentam baixo debito cardiaco houve aumento significativo da creatinina
plasmatica no exame de angiografia com uso de contraste.®?
A diminuicao do fluxo efetivo de sangue da artéria renal e vasoconstricao sao considerados

principais mecanismos de lesdo renal aguda. O uso de contraste somado ao baixo debito cardiaco apos
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sofrer um infarto agudo do miocardio esta associado a uma piora da fungio renal. %33

Entretanto a hipercolesterolemia também est4 associada com a piora da fun¢do renal e estudos
mostram que um aumento da creatinina durante o infarto agudo do miocéardio aumenta o risco de
mortalidade em pacientes independente de outros fatores de risco convencionais. Sem considerar o uso
de contraste que pode agravar mais o quadro do paciente em um momento de instabilidade
hemodindmica.®¥

O aumento da creatina plasmatica estd associado com o aumento da drea de infarto em pacientes
que apresentaram infarto agudo do miocardio.®>

A infarto agudo do miocardio leva a uma doencga cronica do coragao causando a insuficiéncia
cardiaca, a lesdo renal aguda pode causar uma doenga renal cronica a longo prazo e considerando este
cenario a sindrome cardiorrenal e uma possibilidade de agravamento em pacientes com crosstalk.®
37)

Pacientes que possuem fatores de risco aumentados, durante o procedimento invasivo com uso
de contraste em exame diagnostico ou de interven¢do podem desenvolver lesdo renal aguda quando

ndo tratados adequadamente.®®

1.6 ESTUDO HEMODINAMICO DE FREQUENCIA CARDIACA (FC), PRESSAO ARTERIA (PA)
E BARORRECEPTORES NO INFARTO DO MIOCARDIO

O controle hemodinamico no infarto do miocardio ¢ importante para diminuir as complicagdes
isquémicas evitando a sobrecarga do miocardio. A pressdo arterial em niveis normais ¢ fundamental
para a manutengdo da perfusdo dos tecidos e 6rgaos. ")

A fungao barorreflexa prejudicada ¢ um fator responsavel pelo mau prognostico em pacientes
com infarto agudo do miocardio. Em um momento de estresse cardiaco, a manutengdo da homeostase
cardiovascular ¢ dependente da atuag@o dos pressorreceptores arteriais, receptores cardiopulmonares
que diminuem o sofrimento cardiovascular.“”

Tanto o sistema simpdatico que controla os vasos e coragdo através de fibras eferentes, ou
parassimpatico utilizando o nervo vago até o coracdo. Estes comandos controlados pelos
pressorreceptores adrticos e carotideos sdo responsaveis pela manutencao eficiente do debito cardiaco
e resisténcia periférica.!

Os pressorreceptores podem aumentar a atividade parassimpatica, atuando na regulacao da
frequéncia cardiaca e da pressdo arterial. A regulagdo do tonus vagal cardiaco ¢ modulada pelos
pressorreceptores, que € responsavel pelo tonus vagal de repouso no animal quando acordado e
utilizando a respiracdo voluntariamente e sempre lembrado que os quimiorreceptores e outros reflexos
associados a respira¢do do animal pode alterar a atividade do sistema parassimpatico.?

As doencas cardiovasculares em um contexto geral, apresentam alteracdes da atividade
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simpatica que sao mais conhecidas e estudadas. Mas existe um consenso sobre o sistema
parassimpatico, relacionando a funcdo vagal preservada com a manutencao adequada da variabilidade
da pressdo arterial e uma melhor prote¢do dos 6rgaos-alvo.“*

A variabilidade da frequéncia cardiaca pode determinar o prognostico de um paciente, quando

esta reduzida aumenta o risco de morte stibita durante o infarto agudo miocérdio.“¥

1.7 LIPOPROTEINA DE ALTA DENSIDADE (HDL);

O controle dos niveis de HDL tem sido 1til para avaliagao do risco cardiovascular e estudos
demonstraram a correlacao entre a inflamacao e a disfuncao do HDL. Medidas funcionais dos niveis
de HDL contribuem com informag¢des importantes sobre a atividade da molécula e estdo envolvidas
na aterogénese, inflamacao e infecgfo. 40

A acdo anti-aterosclerdtica esta associada a varios mecanismos de protecao da molécula de
HDL, conforme demonstrado em estudo na populagdo Europeia os niveis altos do HDL diminuem os
riscos de doengas cardiovasculares mesmos nos pacientes diabéticos tipo 2. 47

O efluxo de colesterol celular, possui o papel importante no transporte reverso de colesterol
(TRC), isto ocorre em mecanismos ativos ou de difusdo passiva. Entre os processos ativos estdo
aqueles que envolvem a interacdo do HDL onde sdo geradas moléculas maduras de HDL, e HDL3 a
partir dos lipidios livres de apo Al ou lipidios pobres em pré-beta HDL. Estes precursores sdo
produzidos como HDL nascente do figado, intestino ou sao liberados da molécula de VLDL lipolisado
e quilomicrons.“®

O colesterol ¢ ativamente bombeado para fora das células pelo transportador ATP-binding
cassette transporter A1 (ABCA1), mediada pelo efluxo de lipidio e a proteina de transferéncia de
fosfolipidios (PLTP) na apo Al pobre em lipidios. A lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT) que
esterifica o colesterol no HDL, desempenha um papel importante no TRC porque os ésteres de
colesteril sdo muito mais hidrofébicos do que o colesterol e ficam presos nos niicleos das moléculas
de

Uma parte do lipideo livre de apo A-I ¢ submetido a filtragdo glomerular nos rins. 4549

1.8 ACAO PROTETORA DAS LIPOPROTEINAS;

A lipoproteinas de alta densidade (HDL) esta envolvida no efluxo de colesterol. O mecanismo
de atuagao do HDL ainda ndo ¢ bem compreendido, devido a falta de informacao sobre a estrutura da
molécula. Em sua composi¢@o encontramos as apolipoproteinas que fazem parte da molécula de HDL
e suas fracdes, e estdo contidas nas particulas de lipoproteinas. Desempenham fung¢des importantes no
metabolismo lipoprotéico, como transporte dessas moléculas hidrofobicas no meio aquoso plasmatico,

ligacdo aos receptores especificos na superficie celular, e ativagdo ou inibigdo de enzimas envolvidas
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no metabolismo lipidico.®% >V

A apolipoproteina A-I (apo A-I) é o maior componente da particula de lipoproteina de alta
densidade (HDL), contém cerca de 190-243 aminoacidos em sua composi¢ao, atua como cofator para
a enzima lecitina colesterol acetiltransferase, e desempenha um papel fundamental na ligagcdo de
lipideos e formagao da molécula de HDL. Atua também como mediador na transferéncia do colesterol
das células para as particulas de HDL e sua concentracdo plasmatica de apo A-I é fortemente associada

com HDL.25%

1.9 0 USO DO PEPTIDEO MIMETICO 4F DA APOLIPOPROTEINA AI;

A busca de peptideos menores que a apo A-I, mas com as mesmas propriedades lipidicas de
ligacdo, levou a sintese de um peptideo com 18 aminoacidos. Sua sequéncia (D-W-L-K-A-F-Y-D-K-
V-A-E-K-L-K-E-A-F) ndo ¢ idéntica a estrutura original da apo A-I, no entanto apresentam uma
formacgdo de a-hélices anfipaticas semelhantes aos encontrados na apo A-I e imita muitos dos lipideos
de propriedade obrigatéria da apo A-1°9

O 4F ¢ o principal peptideo mimético da Apo A-1. Tem demonstrado uma importante
participaco nos estados inflamatorios.*®

O peptideo mimético da 4F (4F) apresenta 4 residuos de fenilalanina fortemente hidrofobica
que permitiu uma maior penetracdo de moléculas de agua para dentro do ambiente hidrofobico. A
penetracao do peptideo mimético da 4F ocorre através da fosfatidilcolina um fosfolipidio presente nas
membranas celulares e sendo demonstrado através de estudos in vitro que comprovaram a presenca da
4F dentro das células.>37

Concentragdes plasmaticas de HDL diminuem com a idade em estudos prospectivos.
Diminuig¢ao da concentracao de HDL e sua fungdo podem ocorrer secundarias a alteragcdes hormonatis,
processos inflamatdrios, e diabetes mellitus. Para além destes efeitos especificos o processo de
envelhecimento pode estar envolvido com a diminui¢do da concentragdo de HDL e suas fungdes. A
deficiéncia de HDL ¢ extremamente rara entre os centendrios. O HDL pode modular o processo de
envelhecimento, ndo s6 pela sua bem conhecida fungdo antiaterogénica, mas possivelmente também
por interferir diretamente com o envelhecimento pela sinaliza¢do de proteinas como klotho. A maioria
dos resultados atuais, no entanto, baseiam-se em cultura de células e em experiéncias com animais
transgénicos. Ndo ha estudos em modelos in vivo.C®

Os efeitos anti-inflamatodrios e anti-aterogénicos do 4F sdo devido a elevagao da formagdo do
HDL, ao aumento do efluxo de colesterol e a redug¢do da oxidagdo das lipoproteinas. Além disso,
melhora da vaso-reatividade arterial ¢ também uma importante fungdo do 4F.“9) Atualmente, os niveis
plasmaticos das apolipoproteinas A-I t€ém sido descritos como melhores preditores de doencas

ateroscleroticas. A administragao por via oral da apo A-I 4F inibe drasticamente a aterosclerose em
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Um recente estudo mostrou que administrando apo A-I (4F) em camundongos houve elevacao

camundongos independentes das alteragdes dos niveis de HDL e colesterol total no plasma©”

do HDL, reducao de perdxidos lipidicos das lipoproteinas, aumento do efluxo de colesterol, diminui¢ao
de células inflamatérias, reducdo de niveis plasmaticos de LDL e ativagdo da via de paraoxonase
favorecendo a conversdo de moléculas pro-HDL com agdo anti-inflamatoria.(¢?

Estudo com o uso de apo A-I D-4F melhorou a cicatrizagdo de lesdes endoteliais de artérias
carotideas em camundongos no modelo de hipercolesterolemia. Apresentou uma diminuigdo
significativa do estress oxidativo e melhora da oxidagdo lipidica. ©V

A Apo A-14F protegeu contra a aterosclerose em modelo com animais. Os mecanismos incluem
transporte reverso de colesterol, remocgao de baixos niveis de lipidios oxidados e impedindo a oxidagdo
do LDL. A administracdo intraperitoneal da apo A-I 4F refor¢ada a capacidade do HDL em proteger
contra a oxidagdo do LDL em modelo de aterosclerose induzida por dieta em camundongos.?

Nao houve diferenga na administragdo oral ou intraperitoneal, ambas apresentaram uma
melhora significativa de lesdo aterosclerdtica em modelo de camundongos apo E- nulo com enxerto
da veia cava inferior na carétida direita.

Em alguns estudos de revisdo com o uso da apo A-I 4F, foi confirmada a atuacdo positiva do
peptideo sintético na prevencao e reducao da aterosclerose em modelos animais. Seu efeito positivo
foi demonstrado em ratos, camundongos, macacos e coelho.(¢469

Mesmo em modelo de hipertrofia cardiaca em camundongos, com uso prolongado de dieta
hipercolesterolémica, a agdo protetora da apo A-I 4F foi confirmada através da melhora da fungao
cardiaca, aumento do HDL e diminuigdo do LDL.(?

Esta droga pode mostrar beneficios especialmente na sindrome coronariana aguda e exerce
fungio protetora na sindrome da resposta inflamatéria sistémica.®®

Os estudos experimentais tém demonstrado beneficios comprovados na fung¢ao cardiovascular,
com aumento de moléculas antioxidantes, anti-inflamatérias, e aumento da paraoxonase e do eNOS.(®-
71)

Recentemente demonstrei através de estudo realizado com ratos no modelo de sepse, a
administragdo intraperitoneal de apo A-I 4F promoveu a formacao de novas particulas de HDL. Este
estudo demonstrou melhora do desempenho cardiaco, fun¢do renal e aumento da sobrevida dos
ratos.(%% 72

Estudos de farmacocinética e farmacodinamica no uso oral da apo A-I 4F foi realizado, testando
a seguranca do peptideos em humanos. Os resultados foram satisfatorios com aumento do HDL e
melhora da sua atividade anti-inflamatoria. )

Algumas empresas farmacéuticas de grande importancia no mercado mundial j& estdo testando

o uso da apolipoproteina Al em humanos, ensaios clinicos de fase 1, 2 e 3 ja estdo em andamento,
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demonstram a importancia do uso deste peptideo em tratamentos futuros.™®

Atualmente, o estudo do peptideo 4F ja se encontra em fase pré clinica para tratamento de
doenca coronariana e aterosclerose.’”)

Os efeitos benéficos do HDL na aterosclerose t€ém sido atribuidos a apo A-I. Esta pode ser
utilizada como intervengao terapé€utica. Entretanto como ¢ uma proteina muito grande, ¢ muito dificil
ser produzida e ¢ também extremamente cara. Devido a este problema, atualmente, tem sido produzido
peptideos miméticos da Apo A-I que podem ser utilizados na terapéutica da aterosclerose com sucesso
terapéutico de redugiio na placa de ateroma e melhora da vasculariza¢do do miocardio.’* 7®

A apolipoproteina A-I foi investigada em estudo randomizado, duplo cego, multicéntrico, sendo
avaliado a seguranga farmacocinética e farmacodindmica na infusdo em pacientes com doenga
aterosclerotica estavel. Os resultados evidenciaram uma seguranga global favoravel, sem a presenga
de toxidade hepatica, renal e com aumento da concentra¢ao de apo A-I no plasma melhorando o efluxo
de colesterol.”’”

Em estudo recente foi demonstrado que o uso do inibidor da bromodomain and extraterminal
domain (BET), aumenta a producdo de transcricdo do gene da Apo A-I em humanos, apresentou uma
elevacao do numero de moléculas de HDL associado a apo A-I com agdo efetiva na melhora das vias

pro-inflamatorias, pro-aterosclerodticos e pro-tromboéticos que podem contribuir para o risco de Doenga

Cardiovascular.”®

1.10 HIPOTESE

A partir das evidéncias cientificas analisadas, trabalhamos com a hipotese que os ratos
hipercolesterolémicos, infartados e com uso de contraste pudessem apresentar manifestacdes cardiacas
e renais semelhantes as observadas nos pacientes internados. Vale destacar que o tratamento prévio das

lesdes cardiacas e renais sio fundamentais para o prognostico dos pacientes.”

2 OBJETIVO
O objetivo fundamental deste projeto foi analisar o efeito da Apo A-I (utilizando o peptideo
mimético 4F) sobre a lesdo cardiaca e renal induzida pelo infarto agudo do miocardio (IAM) com uso

de contraste em ratos hipercolesterolémicos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Interpretar parametros estruturais e funcionais cardiacos através de ecocardiografia
transtoracica em ratos wistar com 8 semanas de idade, animais hipercolesterolémicos
infartados, assim como os animais hipercolesterolémicos infartados utilizando contraste

com e sem tratamento de apo Al 4F e comparando-os aos controles.

\
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e Identificar alteragdes morfologicas das mitocondrias do coracao e rim em ratos wistar com
8 semanas de idade, animais hipercolesterolémicos infartados, assim como os animais
hipercolesterolémicos infartados com uso de contraste com e sem tratamento de apo Al 4F
e comparando-os aos controles.

e  Verificar se a expressao da apo Al 4F esta aumentada em coragdo e rim de ratos wistar com
8 semanas de idade, animais sham, hipercolesterolémicos infartados, assim como os
animais hipercolesterolémicos infartados com uso de contraste e comparando-os aos
animais tratados com apo Al 4F.

e Fornecer dados sobre o distirbio do metabolismo lipidico nos ratos wistar com 8 semanas
de idade, animais hipercolesterolémicos infartados, assim como o0s animais
hipercolesterolémicos infartados com uso de contraste com e sem tratamento de apo Al 4F
e comparando-os aos controles.

e Investigar a resposta inflamatdria e os mecanismos de angiogénese envolvidos no sistema
vascular do coracdo e rim de ratos wistar com 8 semanas de idade, animais
hipercolesterolémicos infartados, assim como os animais hipercolesterolémicos infartados
com uso de contraste com e sem tratamento de apo Al 4F e comparando-os aos controles.

e Realizar o controle da pressdo diastolica final de ventriculo esquerdo (PDFVE), resposta
vasomotora, barorreflexa em ratos wistar com 8 semanas de idade, animais
hipercolesterolémicos infartados, assim como os animais hipercolesterolémicos infartados

com uso de contraste com e sem tratamento de apo Al 4F e comparando-os aos controles.

3 MATERIAIS E METODO

Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos em concordancia com o guia
institucional de cuidados e uso de laboratério, com aprovagdo do Comissio de Etica no Uso de Animais
(FMUSP — CAPPESQ) Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Brasil/ Comissao de
Etica para Analise de Projetos de Pesquisa (#261/13).

O modelo animal utilizado em nosso projeto consiste em uma linhagem de Ratos Wistar machos
com pesos entre 200 — 250g e cerca de 8 semanas de vida foram obtidos do Biotério Central da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP). Os animais foram mantidos
separados, em ambiente com temperatura (22 — 24°C) e luz controladas (ciclo de 12 horas
claro/escuro). Tiveram livre acesso a dgua e a dieta hipercolesterolémica foi preparada de acordo com
a dieta padrao para roedores AIN-93G e modificada pela substituicdo de 3,5% do oleo de soja, por
gordura hidrogenada e adi¢do de 4% de colesterol e 0,4% de 4acido c6lico.®?

Os animais foram randomicamente divididos em cinco grupos a seguir relacionados.
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Nos utilizamos o modelo de IAM (infarto agudo do miocardio) descrito por Pfeffer et al,

1979.6D

3.1 SEQUENCIA EXPERIMENTAL;
Em todos os animais receberam dieta de colesterol a 4% e foram separados em 5 grupos:
3.1.1). Sham (S);
3.1.2). Infartado (I);
3.1.3). Infartado com contraste (IC);
3.1.4). Infartado tratado com APO Al 4F (I+4F);
3.1.5). Infartado com contraste tratado com APO AI 4F (IC+4F).

Os grupos experimentais acima mencionados foram estudados ap6s cinco periodos distintos:
8° dia, Oh do 9° dia, 6h do 9° dia, 12h do 9° dia e 10° dia. E importante ressaltar que, os animais
infartados, foram incluidos no protocolo somente quando foi confirmada area de acinesia (por
ecocardiografia) e exame de troponina 24 horas ap6s o procedimento cirirgico para induzir o infarto.
Também cabe ressaltar que foram considerados para o estudo aqueles com o minimo de 15% de area
de acinesia nas 24 horas.

A seguir, serdo apresentados procedimentos comuns a todos os estudos feitos. Cabe ressaltar
que esta sequéncia metodologica apresentada serd mantida na apresentagdo dos resultados e na sua

discussdo.

3.1.1 Grupo Sham 8 dias de dieta colesterol 4% (SHAM);

Oh: Pesagem, canulacdo artéria e veia femural.

6h: O volume do veiculo com SF 0,9% foi administrado por via intravenosa (iv), utilizando
uma artéria femural, para cada animal e foram equivalentes ao volume de contraste e volume do veiculo
com SF 0,9% foi administrado por via intraperitoneal (ip), para cada animal e foram equivalentes ao
volume da Apo Al 4F.

12h: Inicio do controle de diurese por 12h em gaiola metabdlica.

24h: Registro de pressdo arterial, frequéncia cardiaca (30 min), avaliacdo da sensibilidade
barorreflexa, avaliagdo ecocardiografica e medida da pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo e

eutanasia para retirada do plasma para analise bioquimica e tecido para analise de biologia molecular.

3.1.2 Grupo 8 dias de dieta colesterol 4% Infartado (IAM);
Oh: Pesagem, canulagdo artéria e veia e [AM
6h: O volume do veiculo com SF 0,9% foi administrado por via intravenosa (iv), utilizando

uma artéria femural, para cada animal e foram equivalentes ao volume de contraste e volume do veiculo
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com SF 0,9% foi administrado por via intraperitoneal (ip), para cada animal e foram equivalentes ao
volume da Apo Al 4F.

12h: Inicio do controle de diurese por 12h em gaiola metabdlica.

24h: Registro de pressdo arterial, frequéncia cardiaca (30 min), avaliacao da sensibilidade
barorreflexa, avaliagdo ecocardiografica e medida da pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo e

eutandsia para retirada do plasma para analise bioquimica e tecido para analise de biologia molecular.

3.1.3 Grupo 8 dias de dieta colesterol 4% Infartado com Contraste (IAM+C);

Oh: Pesagem, canulacao artéria e veia e [AM

6h: Injecao de contraste iopamidol 2.9 g iodine/kg de peso corpdreo na artéria femoral e volume
do veiculo com SF 0,9% foi administrado por via ip, para cada animal, e foram equivalentes ao volume
da Apo Al 4F.

12h: Inicio do controle de diurese por 12h em gaiola metabdlica.

24h: Registro de pressdo arterial, frequéncia cardiaca (30 min), avaliacdo da sensibilidade
barorreflexa, avaliagdo ecocardiografica e medida da pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo e

eutandsia para retirada do plasma para andlise bioquimica e tecido para andlise de biologia molecular.

3.1.4 Grupo 8 dias de dieta colesterol 4% Infartado Tratado com APO Al 4F (IAM+4F);

Oh: Pesagem, canulacdo artéria e veia e [AM

6h: O volume do veiculo com SF 0,9% foi administrado por via iv, utilizando uma artéria
femural, para cada animal e foram equivalentes ao volume de contraste. Receberam o tratamento com
APO Al TP/10mg/kg.

12h: Inicio do controle de diurese por 12h em gaiola metabdlica.

24h: Registro de pressdo arterial, frequéncia cardiaca (30 min), avaliacdo da sensibilidade
barorreflexa, avaliacdo ecocardiografica e medida da pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo e

eutanasia para retirada do plasma para analise bioquimica e tecido para anélise de biologia molecular.

3.1.5 Grupo 8 dias de dieta colesterol 4% Infartado com Contraste Tratado com APO Al 4F
(IAM+C+4F);

Oh: Pesagem, canulacao artéria e veia e [AM

6h: Injecao de contraste iopamidol 2.9 g iodine/kg de peso corpéreo na artéria femoral e
tratamento com APO Al IP/10mg/kg.

12h: Inicio do controle de diurese por 12h em gaiola metabdlica.
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24h: Registro de pressdo arterial, frequéncia cardiaca (30 min), avaliacdo da sensibilidade
barorreflexa, avaliagdo ecocardiografica e medida da pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo e

eutandsia para retirada do plasma para analise bioquimica e tecido para analise de biologia molecular.

3.2 INDUCAO DO INFARTO

Os animais foram pesados e anestesiados com uma mistura de Ketamina (50 mg/ Kg) e Xilazina
(12 mg/Kg) por via intraperitoneal, colocados em decubito dorsal e entubados (gelco-14G). Um
pequeno corte foi realizado na pele, e os musculos peitorais afastados. O animal foi submetido a
respiracdo artificial (Intermed, Inter 3, Sao Paulo, SP) e foi realizada uma toracotomia esquerda no
quarto espaco intercostal, sendo colocado um afastador entre as costelas para a melhor visualizagdo.

O pericardio foi aberto e o atrio esquerdo afastado para visualizacdo da veia interventricular
anterior como referéncia a artéria. O procedimento para a ligadura da artéria interventricular anterior
consistiu na passagem de um fio sob a veia atingindo parte da musculatura, onde se encontra a artéria.
Esta foi ligada (fio mononylon 6,0) provocando a isquemia do tecido adjacente.

Ap6s a ligadura da corondria, a toracotomia foi fechada (fio mononylon 4,0) e o pneumotorax
retirado. Os musculos afastados foram reposicionados e a pele foi suturada (fio mononylon 4,0). Logo
apos a recuperagao do animal e o inicio de reflexos suprimidos pela agao dos anestésicos, o animal foi
retirado da ventilacdo artificial e estimulada a respiragdo, em ambiente aquecido, para recuperagao.

Foi administrado por via intramuscular de 30000 UI benzilpenicilina?4. (Figura 1).

3.3 MEDIDAS HEMODINAMICAS
3.3.1 Mensuracoes da pressao arterial e frequéncia cardiaca em ratos com 24 horas apés inducio
do procedimento ciridrgico (IAM);

A andlise dos sinais de pressao foi realizada utilizando-se um programa comercial associado ao
sistema de aquisi¢do. Este programa permitiu a detec¢do de maximos e minimos da curva de pressao
batimento a batimento, fornecendo os valores de pressao arterial sistolica (PAS) e diastolica (PAD)
pela integral da area sob a curva no tempo. A frequéncia cardiaca (FC) foi determinada a partir do
intervalo entre dois picos sistolicos. Os resultados foram apresentados em valores médios e desvios
padrdes dos periodos em que os dados foram analisados para PA e FC. As planilhas de dados obtidas
foram analisadas em programa comercial para analise (Excel 5.0), onde se calcularam a média e desvio
padrao da PAM, PAS, PAD e FC para cada animal. A variabilidade da PAM foi calculada, utilizando-
se a média dos desvios padroes de cada animal estudado. O coeficiente da variabilidade da pressao
arterial média foi conseguido por meio da razao da variabilidade da PAM pelo valor da pressdo arterial

média da cada animal em estudo.?
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3.4 AVALIACAO DO REFLEXO PRESSORRECEPTOR;

Apbs o registro de PAM e os animais terem permanecido em condi¢des de repouso por 15
minutos, a sensibilidade dos pressorreceptores foi testada através da infusdo de fenilefrina e logo apos,
nitroprussiato de sodio. A fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um potente
estimulador al, cuja agdo predominante se d4 nas arteriolas periféricas causando vasoconstri¢ao foi
injetada em doses crescentes na canula da veia femoral. Tal farmaco foi utilizado, portanto, para causar
aumento da pressdo arterial, efeito que provoca bradicardia reflexa subsequente, comandada pelos
pressorreceptores.

Efeito contrario, qual seja, reducdo da pressdo arterial com resposta taquicardia, também
comandada pelos pressorreceptores, foi provocado pela injecdo doses crescente de nitroprussiato de
sodio (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um potente vasodilatador tanto de arteriolas
como de veias, cuja a¢do se dd por meio da ativagdo da guanilato ciclase e aumento da sintese de 3°,
5’ (minutos)- guanosina monofosfato (GMP ciclico) na musculatura lisa dos vasos e outros tecidos.

Para avaliagdo da sensibilidade dos pressorreceptores, o pico maximo ou minimo da PAM foi
reduzido dos valores de PAM do periodo controle. Da mesma forma, a variagdo maxima da frequéncia
cardiaca foi reduzida dos valores de frequéncia cardiaca do periodo controle, imediatamente antes da
infusdo das drogas, para posterior quantificacio das respostas. A sensibilidade barorreflexa foi avaliada

pelo indice calculado através divisdo da variagdo da FC pela variacio da PAM.?

4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo expressos em média + erro padrao ou média + desvio padrdo. Diferengas entre
as médias dos multiplos pardmetros foram analisadas pelo método One-Way ANOVA seguido pelo
teste de Newman-Keuls. O programa estatistico utilizado foi o GraphPrism 5.0. Valores de p < 0.05

foram considerados estatisticamente significantes.

5 RESULTADOS
5.1 DADOS BIOQUIMICOS
A tabela 1 abaixo apresenta os dados bioquimicos. Como podemos observar houve melhora
significativa da creatinina sérica nos animais IAM e IAM + C tratados com 4F em relag@o aos animais
com IAM e IAM+C nao tratados. O tratamento com 4F reverteu completamente esta alteragao.
Podemos observar também na tabela 1 elevacao dos niveis séricos de enzimas hepaticas nos
animais infartados com contraste, demonstrando haver disfunc¢ao hepatica, apresentando recuperacao
significativa da alteracdo com o tratamento do peptideo 4F. Da mesma forma, houve aumento
significativo do lactato sérico no grupo IAM + C. O tratamento com 4F normalizou os valores de

lactato. Importante observar os niveis de Triglicérides, Colesterol Total, VLDL, LDL e HDL nos
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animais com infartados. Ha significante elevacdo dos triglicérides, colesterol total, VLDL ¢ LDL, e
diminui¢do do HDL neste modelo de IAM com contraste. O tratamento com 4F reverteu

significantemente todas as alteragdes principalmente na diminui¢do do LDL e aumento do HDL.

Tabela 1. Dados bioquimicos em animais com 24 horas de IAM ou SHAM.
SHAM IAM IAM+C IAM+4F IAM+C+4F

Creatinina 0,27+0,02 0,5740,04 &b 0,6540,04 2b<c 0,38+0,02 © 0,39+0,02¢
(mg/dl)
Volume 0,02+0,002 0,006+0,001¢f 0,009+0,0027k 0,02+0,005 0,030,004
urinario
(ml/12h)

Fracdes de 0,127+0,09 0,196+0,09 0,299+0,07 0,176+0,08 0,245+0,07

excrecdo de

sodio (FENa
%)

Fracdo de 14,9+1,88 19,6+8,44 27,0+£7,96 22,2+8,07 22,8+8,35
excrecdo de
potéssio
(FEK%)

Osmolalidade 860,1+84,6 1019,0+220,8 674,9+178,1 806,8+314,2 836,0+341,8
urinaria
(mOsm/kg)

Lactato 1,54+0,12 2,420,11 #k! 2,66+0,2 &h! 1,74+0,2 1,87+0,2
(mmol/l)

Triglicerideos 39,848,5 114,1+14,6%f 120,0+13,6%¢! 43,9+11,6 62,58+13,6
(Mg/dl)

Colesterol 95,7+£7,5 145,0+10,55%! 154,849, 428h 93,8+11,4 100,9+14,0
total
(Mg/dl)

VLDL 7,140,8 23,7+0,95%b< 25,3+] 20be 8,62+2,1 11,142,8
(Mg/dl)

LDL 35,5442 118,5+4,82bc 120,945,420 42,7+7,3i 62,2452
(Mg/dl)

HDL 44,0443 57,5+10,7 42,349 0hi 77,8+3,9¢ 72,64, 1¢
(Mg/dl)

a b c d e
p < 0,0001 vs. Sham; p < 0,0001 vs. [JAM+4F; p < 0,0001 vs. IAM+C+4F; p < 0,001 vs. Sham; p < 0,001 vs.
f h i j
IAM+4F; p <0,001 vs. IAM+C+ 4F; * p <0,01 vs. Sham; p<0,01 vs. IAM+4F; p<0,01 vs. IAM—i-C-5-4F;J p <0,05 vs.
K 1
Sham; p <0,05 vs. [AM+4F; p <0,05 vs. IAM+C+ 4F. Dados expressos em média +EPM.

5.2 MEDIDAS DE FUNCAO RENAL ATRAVES DO CLEARANCE DE CREATININA DE 12H;
Como observado na figura 1 e tabela 2 demonstramos que apos 24 horas da indugao do infarto,
ha uma redugdo significativa do clearance de creatinina de 12h nos grupos tratados com 4F.

O tratamento com 4F restabeleceu a funcdo renal semelhante ao grupo Sham.
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Figura 1. Clearance de creatinina 12 horas apos a inducdo do IAM e IAM+C. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****%p<0,0001(n=8 animais por grupo).

1)

o
c 2
™o 1,5 q | * % " * |
; o | — 1 " 1
T 8 f it - |
S o P
£ a2 49
£3 | =T
T g
=
c o
38 05
C Q
& =
S E o
O 5 00 .

E SHAM 1AM  IAM+C |AM+4F [AM+C+4F

5.3 MEDIDAS DE FUNCAO CARDIACA E ATRAVES DO EXAME PLASMATICO DE
TROPONINA I;

Como podemos observar na figura 2A e tabela 3, h4 um aumento do marcador de area
isquémica no grupo IAM e IAM+C. Os grupos IAM+4F e IAM+C+4F apresentaram uma reducgao

significativa dos valores troponina I. A especificidade do exame de troponina I foi confirmada no grupo
SHAM.

Figura 2. Exame plasmatico de troponina I 24 horas apds a indugéo do IAM.
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5.4 ESTUDO DE WESTERN BLOTTING PARA ANALISE DA EXPRESSAO DE PROTEINAS NO
TECIDO RENAL
5.4.1 Estudo da expressao de eNOS;

Como podemos observar na (Fig. 3A e 3B) e tabela 4, ha diminuicao significante da expressao
da proteina eNOS. A expressdao desta proteina nos animais infartados (grupos IAM e IAM+C)
encontra-se significantemente menor. Assim como o grupo SHAM o tratamento com o peptideo

restaurou a expressdao da eNOS nos grupos IAM+4F e IAM+C+4F no tecido renal.
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Figura 3A e 3B. Expressdo da proteina eNOS em tecido renal. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001(n=8
animais por grupo).
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5.4.2 Estudo da expressio de VEGF;

Como podemos observar na (Fig. 4A e 4B) e tabela 5, hd diminuicdo significante da expressao
da proteina VEGF. A expressdo desta proteina nos animais infartados (grupos IAM e IAM+C)
encontra-se significantemente menor, assim como o grupo SHAM que ndo recebeu estimulo por
isquemia. O tratamento com o peptideo restaurou a expressdo do VEGF nos grupos IAM+4F e

IAM+C+4F no tecido renal.

Figura 4A e 4B. Expressdo da proteina VEGF em tecido renal. ¥*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001(n=8
animais por grupo).
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5.4.3 Estudo da expressao de APO Al;

Como podemos observar na (Fig. 5A e 5B) e tabela 6, ha diminuigdo significante da expressao
da proteina APO Al. A expressdo desta proteina nos animais infartados (grupos IAM e IAM+C)
encontra-se significantemente menor, assim como o grupo SHAM que nao recebeu tratamento. O
tratamento com o peptideo restaurou a expressdo da APO Al nos grupos IAM+4F e IAM~+C+4F no

tecido renal.
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Figura 5A e 5B. Expressao da proteina APO Al em tecido renal. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001(n=8
animais por grupo).
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5.5 ESTUDO DE WESTERN BLOTTING PARA ANALISE DA EXPRESSAO DE PROTEINAS NO
TECIDO CARDIACO;
5.5.1 Estudo da expressao de eNOS;

Como podemos observar na (Fig. 6A e 6B) e tabela 7, hd diminuicdo significante da expressao
da proteina eNOS. A expressdo desta proteina nos animais infartados (grupos IAM e [IAM+C)
encontra-se significantemente menor. Assim como o grupo SHAM o tratamento com o peptideo

restaurou a expressao da eNOS nos grupos IAM+4F e IAM+C+4F no tecido cardiaco.

Figura 6A e 6B. Expressdo da proteina eNOS em tecido cardiaco. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001(n=8
animais por grupo).
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5.5.2 Estudo da expressao de VEGF;

Como podemos observar na (Fig. 7A e 7B) e tabela 8, ha diminuic¢ao significante da expressao
da proteina VEGF. A expressdo desta proteina nos animais infartados (grupos IAM e [IAM+C)
encontra-se significantemente menor, assim como o grupo SHAM que ndo recebeu estimulo por
isquemia. O tratamento com o peptideo restaurou a expressao do VEGF nos grupos IAM+4F e

IAM+C+4F no tecido cardiaco.
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Figura 7A e 7B. Expressdo da proteina VEGF em tecido cardiaco. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001(n=8
animais por grupo).
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5.5.3 Estudo da expressao de APO Alj;

Como podemos observar na (Fig. 8A e 8B) e tabela 9, hd diminuicdo significante da expressao
da proteina APO Al A expressdo desta proteina nos animais infartados (grupos IAM e IAM+C)
encontra-se significantemente menor, assim como o grupo SHAM que ndo recebeu tratamento. O

tratamento com o peptideo restaurou a expressao da APO Al nos grupos IAM+4F e IAM+C+4F no

tecido cardiaco.

Figura 8A e 8B. Expressdo da proteina APO Al em tecido cardiaco. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001(n=8
animais por grupo).
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5.6 ESTUDO DE IMUNOHISTOQUIMICA PARA A DETERMINACAO DA EXPRESSAO
PROTEICA DAS CELULAS E MORFOLOGIA MITOCONDRIAL NO INFARTO DO
MIOCARDIO NO TECIDO RENAL;

5.6.1 Estudo da expressao protéica das células positivas de CD 68 no tecido renal;

Podemos observar um aumento de macréfagos nos grupos IAM e IAM+C na (Fig. 9A, 9B e
tabela 10) apresentou um escore com coloragdo positiva mais expressivo € houve uma melhora
significativa nos grupos IAM+4F ¢ IAM+C+4F representado na (Fig. 9A, 9B ¢ tabela 10) em
comparagdo ao grupo SHAM.
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Figura 9A ¢ 9B. Imunohistoquimica da expressio do CD 68 no tecido renal. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
**%*%p<0,0001(n=6 animais por grupo).
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5.6.2 Estudo da expressao protéica das células Tunel positivas no tecido renal;

Podemos observar um aumento de célula apoptdticas nos grupos IAM e IAM+C na (Fig. 10A,
10B e tabela 11) apresentou um escore com coloragao positiva mais expressivo ¢ houve uma melhora
significativa nos grupos IAM+4F e IAM+C+ 4F representado na (Fig. 10A, 10B e tabela 11) em
comparagdo ao grupo SHAM.

Figura 10A e 10B. Imunohistoquimica da expressdo das células Tunel positivas no tecido renal. *P<0,05; **P<0,01;
***%Pp<(,001; ****P<0,0001(n=6 animais por grupo).
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5.6.3 Estudo da morfologia mitocondrial no infarto do miocardio no tecido renal;

Podemos observar alteracdes morfologicas nas cristas das mitocondrias com formacgdes de
baldes dentro da sua estrutura nos grupos IAM e IAM+C na (Fig. 11) apresentou uma alteragao visivel
na imagem. Podemos associar as mesmas alteragdes encontradas nas mitocondrias do coracdo e com
o tratamento houve uma melhora das alteracdes nos grupos IAM+4F e IAM+C+4F que ficaram com

aspectos morfologicos mais semelhante ao grupo SHAM representado na (Fig. 11).

Figura 11. Morfologia mitocondrial no infarto do miocardio no tecido renal.

5.7 ESTUDO DE IMUNOHISTOQUIMICA PARA A DETERMINACAO DA EXPRESSAO
PROTEICA DAS CELULAS E MORFOLOGIA MITOCONDRIAL NO INFARTO DO
MIOCARDIO NO TECIDO CARDIACO;

5.7.1 Estudo da expressao protéica das células TLLR4 positivas no tecido cardiaco;

Podemos observar um aumento de célula TLR4 positivas nos grupos IAM e IAM+C na (Fig.
12A, 12B e tabela 12) apresentou um escore com colora¢do positiva mais expressivo e houve uma
melhora significativa nos grupos IAM+4F e IAM+C+ 4F representado na (Fig. 12A, 12B e tabela 12)
em comparagdo ao grupo SHAM.
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Figura 12A e 12B. Imunohistoquimica da expressdo das células TLR4 positivas no tecido cardiaco. *P<0,05; **P<0,01;
*#*p<0,001; ****P<0,0001(n=6 animais por grupo).

12A

5.7.2 Estudo da expressio de area de infarto no tecido cardiaco;

Podemos notar na (Fig. 13A, 13B e tabela 13), imagens de cortes transversais dos coragdes dos
grupos estudados, na altura dos musculos papilares, avaliada pela razao entre o volume da 4drea marcada
com o corante de Masson e o volume total do corag@o. A porcentagem da area de infarto estd aumentada
nos grupos IAM e TAM+C, sendo que os animais tratados com a 4F (IAM+4F e IAM+C+4F),

apresentaram uma melhora significativa na area de infarto.

Figura 13A e 13B. Imunohistoquimica da expressdo da area de IAM no tecido cardiaco. ¥*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
**%*%p<(,0001(n=6 animais por grupo).

5.7.3 Estudo da morfologia e quantificacio mitocondrial no infarto do miocardio em regiao de
ventriculo esquerdo em coracdes de ratos;

Como podemos observar na (Fig. 14A, 14B e tabela 14) ocorreu um aumento no numero de
mitocondrias identificado pela técnica de microscopia eletronica, nos animais infartados dos grupos
IAM e IAM+C. Houve uma melhora significativa nos grupos IAM+4F ¢ IAM+C+ 4F representado na
(Fig. 14A, 14B e tabela 14) em comparacado ao grupo SHAM. O resultado encontrado no nosso modelo
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de disfuncdo cardiaca corrobora o quadro apresentado até agora e reforga a premissa de que
modificagdes na estrutura mitocondrial estdo associadas a um aumento de mitocOndrias na area

infartada e comprometendo o bom funcionamento da bomba cardiaca.

Figura 14A e 14B. Numero de mitocondrias (100 pm? é4rea mitocondrial). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
****%p<0,0001(n=6 animais por grupo).
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5.8 ESTUDO DE IMUNOFLUORESCENCIA PARA A DETERMINACAO DA EXPRESSAO
PROTEICA DAS CELULAS NO TECIDO CARDIACO
5.8.1 Estudo da expressiao protéica das células Tunel positivas no tecido cardiaco;

Podemos observar um aumento de célula apoptdticas nos grupos IAM e IAM+C na (Fig. 15A,
15B e tabela 15) apresentou um escore com coloracao positiva mais expressivo € houve uma melhora
significativa nos grupos IAM+4F e IAM+C+ 4F representado na (Fig. 15A, 15B e tabela 15) em
comparagdo ao grupo SHAM.
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Figura 15A e 15B. Imunohistoquimica da expressdo das células Tunel positivas no tecido cardiaco. *P<0,05; **P<0,01;
*¥**¥P<0,001; ****P<0,0001(n=8 animais por grupo).
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5.8.2 Estudo da expressiao protéica das células com isolectina B4 positivas no tecido cardiaco;

Podemos observar uma diminui¢do da angiogénese nos grupos IAM e IAM+C na (Fig. 16A,
16B, 16C e tabela 16) apresentou uma diminui¢do da expressdo da microvascularizagdo capilar,
representativa através do escore com coloragdo diminuida e houve uma melhora significativa nos
grupos IAM—+4F e IAM+C+ 4F representado na (Fig. 16A, 16B,16C e tabela 16) em comparagado ao
grupo SHAM.
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Figura 16A, 16B e 16C. Imunohistoquimica da expressao das células Isolectina B4 positivas no tecido cardiaco. Valores
representativos da figura 14B *P<0,05; **P<O ,01; ***P<0,001; ****P<0,0001(n=8 animais
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5.9.1 Medidas de func¢io cardiaca e através do ecocardiograma com 24 h apos a inducio do IAM;

5.9 MEDIDAS DE FUNCAO CARDIACA E HEMODINAMICA

Como podemos observar na figura 17A e 17B, tabela 17, hé redugao significativa da fracdo de
ejecdo e do débito cardiaco nos grupos IAM e IAM+C.

Como observado nos grupos IAM-+4F ¢ IAM+C+4F na figura 17A, 17B e tabela 17 o
tratamento melhorou significantemente a fun¢do ventricular. A area de infarto foi mensurada na regido
de apice e papilar do miocérdio através do exame de ecocardiograma na figura 17C, 17D e tabela 17

apresentando uma melhora da vascularizagdo da area isquémica nos grupos IAM-+4F ¢ IAM+C+4F.

Figura 17A, 17B, 17C e 17D. Ecocardiograma 24 horas apds a inducdo do IAM. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;
**%%¥P<0,0001(n=8 animais por grupo).
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p <0,0001 vs. Sham,; p < 0,0001 vs. IAM+4F; p <0,0001 vs. IAM+C+4F; p < 0,01 vs. Sham; p <0,01 vs. [AM-+4F;
p <0,01 vs. [AM+C+4F; p < 0,05 vs. [AM+4F; p <0,05 vs. IAM+C+ 4F. Dados expressos em média +EPM.

5.9.2 Medidas de funcio cardiaca através da medida direta PDFVE com 24 h apoés a inducio do
IAM;

A PDF de VE estava aumentada nos grupos IAM e IAM+C em relagao ao grupo Sham. Houve
normalizacdo desta pressdo com o tratamento nos grupos IAM+4F e IAM+C+4F, representados na

figura.18 e tabela 18.
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Figura 18. Medida de PDFVE 24 horas apds a indugdo do IAM. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001(n=8
animais por grupo).
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5.9.3 Medidas de PAM e FC com 24 h apés a inducio do IAM;

Quando comparamos a PAM 24 h apds a indu¢do do IAM na figura 19A e tabela 19,
observamos uma diferenga estatistica do grupo IAM+C, apresentando uma diminuigao significativa na
PAM que ja é esperada neste modelo de infarto, sendo que o grupo IAM nio apresentou diferenca.
Mas foi recuperada nos grupos IAM e IAM+C+4F juntamente com o grupo Sham. Entretanto, os
grupos IAM, TAM+C ndo apresentaram diferenga em comparagdo com os grupos IAM+4F e
IAM+C+4F, mas houve diferenca estatistica dos grupos sem e com tratamento em comparagao com o
grupo Sham apresentando um aumento na FC, ap6s a indugdo do IAM na figura 19B e tabela 19.
Portanto evidenciamos que o grupo IAM+C apresentou uma diminui¢do da PAM associado ao aumento

da FC.

Figura 19A ¢ 19B. Avaliagdo hemodindmica da PAM ¢ FC 24 horas ap6s a indugdo do IAM. *P<0,05; **P<0,01;
*¥**¥P<0,001; ****P<0,0001(n=8 animais por grupo).
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5.9.4 Medidas da resposta dos barorreceptores com 24 h apos a induciao do IAM;
No estudo da resposta dos barorreceptores obtivemos dados extremamente interessantes. A

taquicardia reflexa induzida pelo nitroprussiato tanto em baixa dose 0.5 pg/kg (fig.20A), quanto em
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alta dose 4.0 ng/kg (fig.20B) esta alterada nos grupos IAM e IAM+C. Isto quer dizer que o grupo IAM
+ C, frente a alteracdes da PAM (queda), ndo consegue uma resposta da FC adequada frente a este
estimulo taquicardizante. O tratamento com 4F restabeleceu esta resposta dos barorreceptores
(fig.20A, 20B e tabela 20).

O mesmo se explica para o estudo da resposta dos barorreceptores frente a um estimulo
bradicardizante. A bradicardia reflexa induzida pela fenilefrina tanto em baixa 0.25 pg/kg (fig 20A)
quanto em alta dose 2.0 pg/kg (fig.20B) esté alterada nos animais com IAM e IAM+C. Nos animais

tratados com 4F, esta resposta esta recuperada (Fig.20A, 20B e tabela 20).

Figuras 20A e 20B. Estudo da resposta dos barorreceptores 24 horas apds a inducdo do IAM. *P<0,05; **P<0,01;
*#**%Pp<(0,001; ****P<0,0001(n=8 animais por grupo).
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6 DISCUSSAO
Esse ¢ o primeiro estudo que caracteriza os efeitos da apolipoproteina Al na disfungdo renal e

cardiaca apos infarto do miocéardio em ratos hipercolesterolemicos que receberam contraste.

6.1 MODELO DE DISFUNCAO CARDIACA E RENAL ASSOCIADA AO INFARTO DO
MIOCARDIO

Sabendo que a cirurgia cardiaca para indu¢do do infarto do miocardio em animais ¢ utilizada
para mimetizar o quadro de disfun¢do ventricular, observado em humanos, e com o intuito de confirmar
a disfung¢ado cardiaca no modelo animal proposto, foi parte deste estudo uma caracterizagao inicial do
fendtipo dos animais 24 horas ap6s a cirurgia de ligadura da artéria corondria descendente anterior.

Para isso, avaliamos pardmetros morfofuncionais cardiacos e fisiologicos nos grupos estudados.(!”- 1%

81)

6.2 ALTERACOES MORFOFUNCIONAIS CARDIACAS E PARAMETROS FISIOLOGICOS EM
MODELO ANIMAL DE DISFUNCAO CARDIACA ASSOCIADA AO INFARTO DO MIOCARDIO

Inicialmente avaliamos a func¢do e estrutura cardiaca por meio do exame ecocardiografico 24
horas apds a indu¢do do infarto do miocérdio. Como observado nos resultados, 24h apo6s a cirurgia de
ligadura da artéria coronaria os grupos IAM e IAM+C apresentaram uma reducao da fragdo de ejegao,
do débito cardiaco e aumento da area de infarto contribuindo para a disfuncao ventricular. Entretanto
houve uma melhora significante nos animais tratados com a 4F, a utilizagdo do ecocardiograma na
avaliagdo morfofuncional cardiaca ¢ extremamente recomendada para fins de progndstico e como
indicadores de progressao da disfun¢do ventricular e suas variaveis sao utilizadas para a identificagao
da sindrome tanto em humanos, quanto em roedores. 783

Acreditamos que a disfuncdo ventricular esquerda observada nesses animais foi consequéncia
da perda exacerbada de tecido contratil cardiaco decorrente do processo isquémico, visto que apos a
cirurgia os animais apresentaram uma area infartada em torno de 40% da area cardiaca total. (1389

Além das alteragdes ecocardiograficas, os grupos IAM e IAM+C apresentaram aumento da
Pressdo diastolica final (PDF) do ventriculo esquerdo (VE) que tem uma importancia hemodindmica
significativa por ser aferida dentro da cavidade ventricular esquerda dos animais infartados e registra
as pressoes de enchimento do ventriculo que determina alteragdes hemodinamica e foi revertida com
o tratamento da 4F nos grupos IAM+4F e IAM+C+4F.®>

Também avaliamos a troponina I no plasma que ¢ um marcador padrao ouro da lesdo isquémica

do miocardio. Os resultados mostraram uma alteracdo significativa nos animais infartados sem

tratamento (IAM e IAM+C) em comparagdo com os grupos que receberam o tratamento (IAM+4F e

\
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IAM+C+4F). A eficacia do método foi confirmada quando comparada com o grupo sham que nao
apresentou alteragdes dos niveis plasmaticos.!”)

Os resultados sugerem que a diminui¢ao do débito cardiaco estd associada a redugdo do volume
arterial efetivo dos orgdos. Faléncia da performance cardiaca, como vemos nos animais com
insuficiéncia cardiaca, contribui para piora da sobrevida em pacientes infartados.! A apolipoproteina
Al restaurou a performance cardiaca (melhorando o débito cardiaco, a fracao de eje¢do, area de infarto,
a PDF de VE e troponina I).

E importante relatar que associado a essas alteragdes cardiacas encontramos aumento da
expressao de células positivas para TLR4 no coragdo visto por imuno-histoquimica e associado a
diminuicao da expressdo de proteinas de 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS) e aumento do lactato
nos animais dos grupos IAM e IAM+C sinalizando um aumento da inflamag¢ao no tecido cardiaco. O
mesmo ¢ observado em outros estudos com piora da fungdo cardiaca, mas os animais tratados [AM-+4F
e IAM+C+4F apresentaram uma melhora significativa deste marcador.(’> 86-89)

As alteracdes estudadas no coragdo constitui a base para o melhor entendimento dos efeitos
decorrentes do infarto do miocardio, visto que a mitocondria é peca fundamental na manutencao da
viabilidade e funcionalidade do cardiomiocito os animais dos grupos IAM e IAM+C apresentaram um
aumento significativo no numero de mitocondrias na area de infarto com alteragdo nas cristas
mitocondriais e formag¢ao de baldo em sua estrutura

Conforme descrito nos resultados, encontramos mudangas na morfologia da organela,
representado pelo maior nimero de mitocondrias com diminuic¢do das fibras musculares nos coragdes
dos animais IAM e IAM+C. Acreditamos que a sobreposi¢ao da fissdo mitocondrial em detrimento a
fusdo da organela pode estar associada a essa resposta. Existem trabalhos correlacionando uma reducao
na expressao da proteina Parkin com a autofagia mitocondrial (aumento na quantidade de mitocondrias
com érea reduzida) observada pela técnica de microscopia eletronica em animais infartados.®% 1)

Os resultados corroboram e indicam que prejuizos na fun¢do mitocondrial ndo podem ser
compensados pelo aumento no nimero de mitocondrias, € que um balango apropriado na estrutura da
organela se faz necessario para a manutencao da homeostase cardiaca nos ratos infartados.

A producdo energética no tecido cardico ndo esta relacionada somente a morfologia
mitocondrial, mas também esta envolvido na organizagdo estrutural das organelas, representada pela
densidade e sua localizagdo. Em funcdo da continua demanda de energia gerada por ATP, os
cardiomiocitos adultos apresentam mitocondrias extremamente densas quando comparados a outros
tecidos, uma vez que além de participar efetivamente da sintese de ATP via fosforilagdo oxidativa, a
organela também participa da sinalizagdo do Ca2+, proliferagdo celular e apoptose.®**¥
Quando investivamos a via de apoptose através da expressdo de tunel positivo por

imunofluorescéncia no tecido cardiaco observamos um aumento nos grupos IAM e IAM+C que esta
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associado ao aumento da proteina de VEGF por western blot ¢ diminuigdo da angiogénese
representado pela expressao de isolectina B4 em tecido cardiaco na imunofluorescéncia. Entretanto os
grupos que receberam o tratamento da 4F (IAM+4F e IAM+C+4F) apresentaram melhora significativa
de todos esses marcadores de apoptose no tecido cardiaco.®>%

Em conjunto, nossos dados demonstram uma contribui¢do importante da fungdo cardiaca
atribuido ao tratamento da 4F que foi confirmado pelo aumento significativo da expressao de
apolipoproteina Al no tecido cardiaco dos grupos IAM+4F e IAM~+C+4F por western blot. Nossos
dados do perfil lipidico relatam uma diferenga sigificante no aumento do HDL, diminui¢do da LDL,
diminui¢do do VLDL e triglicerideos plasmatico dos animais tratados quando comparado com os
grupos IAM, IAM+C. Em varios estudos encontramos estes resultados associados a melhora da doenca

cardica.(‘“” 66, 74, 99)

6.3 ALTERACOES RENAIS E PARAMETROS FISIOLOGICOS EM MODELO ANIMAL DE
DISFUNCAO CARDIACA ASSOCIADA AO INFARTO DO MIOCARDIO

Neste estudo observou-se uma redugdo importante da filtragdo glomerular medida pelo
clearance de creatinina associado a redu¢do do fluxo urinédrio nos grupos IAM e IAM+C que foi
completamente revertida nos grupos IAM-+4F e IAM+C+4F que receberam o tratamento. Entretanto
os grupos tratados mesmo com um aumento significativo do fluxo urinario nao apresentaram diferenca
significativa das fragcdes de excrecdo de sddio, fracdo de excrecao de potassio e osmolalidade urinaria
com 24h apés indugdo do infarto.®

Importante ressaltar que associado a queda da filtragdo glomerular, houve algumas alteragdes
estruturais renais, tais como: aumento das células CD 68 positivas por imuno-histoquimica associado
a diminui¢do da expressao de proteina eNOS por western blot e aumento do lactato plasmatico como
foi relatado nas altera¢des cardiacas. Podemos afirmar que houve um cross-tok entre o coracdo e
sistema renal através de uma interacdo inflamatoria que foi demonstrada por alteragdes significativas
dos grupos IAM e IAM+C quando comparada com os grupos SHAM, IAM+4F e IAM+C+4F.(72 100)

Além disso, existe também importante comprometimento de proteina relacionada com a
integridade vascular do endotélio, o que poderia justificar a disfungdo endotelial ocorra apos a
isquemia e venha sendo considerada como uma consequéncia do comprometimento da liberagdo de
NO, (o que ¢ também observado no paciente com infarto). A nossa hipotese se baseia em que, com a
alteracdo da proteina responsavel pela integridade endotelial (e-NOS). Todos estes eventos estariam
associados a diminui¢do da apo Al no tecido renal (1!

Acreditamos que os achados das alteragdes renais também estdo relacionados com a
inflamacao, estresse oxidativo, proliferacdo celular e apoptose semelhantes as alteragdes cardiacas.

Nossos resultados demonstram um aumento significativos da expressao de células tinel positivas por

Medicine: an exploration of the anatomy of the human body
Efeito protetor do peptideo mimético 4F da apolipoproteina Al na lesdo Renal, cardiaca e na disfun¢do endotelial induzida pelo
infarto agudo do miocdrdio em ratos hipercolesterolémicos que receberam contraste iodado



\

imuno-histoquimica, aumento da expressao de proteina VEGF por western blot e associado a
alteracdes morfoldgicas das mitocondrias que estdo relacionadas a morte celular por apoptose nos
grupos IAM e IAM+C. Entretanto o tratamento com a 4F também reverteu as alteragdes renais nos
grupos IAM+4F e IAM+C+4F quando comparamos todos os grupos com o SHAM. Estes resultados

podem contribuir com um melhor entendimento da lesdo renal aguda nos eventos cardiologicos.!%*-

106)

Os resultados do presente estudo mostram que o tratamento com a 4F foi positivo no tecido
renal apresentando um aumento significativo da expressao de apolipoproteina Al nos grupos IAM+4F
e IAM+C+4F em comparacao com os animais dos grupos SHAM, IAM e IAM+C. Reduzindo a area
de infarto, atenuando as alteracdes nos niveis de HDL, melhorando o desempenho cardiaco e a fungao

renal em ratos infartados com uso de contraste. ¢ 667499

6.4 ALTERACOES HEMODINAMICAS NO MODELO ANIMAL DE DISFUNCAO CARDIACA
ASSOCIADA AO INFARTO DO MIOCARDIO

A resposta dos barorreceptores também se encontra alterada. Houve alteragdo da PAM nos
animais com IAM+C associado a um aumento da FC em relagdo aos animais sham e tratados.
Entretanto, o grupo IAM ndo apresentou alteragdo significativa. Estudos demonstram que estas
alteragdes na resposta dos barorreceptores estdo associadas a um aumento da morbidade.!?”

Reducdo do HDL esta correlacionada com o comprometimento da fungdo cardiaca em
pacientes com sindrome da resposta inflamatoria sistémica.’* %), Em nosso estudo, os animais com
IAM e IAM+C, o LDL estava significativamente aumentado. A natureza pro-inflamatoria do LDL tem
sido atribuida a liberagdo de citotoxicos e peroxidagio lipidica.*® O LDL oxidado altera o endotélio e
leva a sua disfungdo. Recentemente, demonstraram que o peptideo 4F previne a peroxidagdo
lipidica.*® Dados sugerem que o 4F induz a formagdo de novas particulas de HDL que sdo
enriquecidos em paraoxonase, uma enzima que degrada perdxidos lipidicos.(©”

A administracdo do peptideo 4F aumenta a atividade da paraoxonase, diminui a sintese € a
liberagdo de citocinas, além de diminuir o stress oxidativo. % 109

Em um estudo recente, foi demonstrado que o HDL na faixa normal parece ser completamente
protetor contra a disfungdo da proteina klotho.!'” Com envelhecimento as concentragdes plasmaticas
de HDL vao diminuindo.""'” Diminuigdo da concentragio sérica de HDL e da sua fungdo pode ocorrer
secundaria a alteracdes hormonais, processos inflamatérios, e diabetes mellitus.(!!% ') A deficiéncia
de HDL ¢ extremamente rara entre os centendrios. O HDL pode modular o processo de
envelhecimento, ndo s6 pela sua bem conhecida atividade antiaterogé€nica, mas possivelmente também

por interferir diretamente com o envelhecimento pela sinalizacao da proteina klotho. A maioria dos

resultados atuais, no entanto, baseia-se em cultura de células. Nio existe ainda confirmacio in vivo.®®

Medicine: an exploration of the anatomy of the human body
Efeito protetor do peptideo mimético 4F da apolipoproteina Al na lesdo Renal, cardiaca e na disfun¢do endotelial induzida pelo
infarto agudo do miocdrdio em ratos hipercolesterolémicos que receberam contraste iodado



\

Em uma doenca extremamente agressiva como o infarto, o tratamento com o peptideo 4F pode
ser uma grande opgdo terapéutica.(’®

O sistema barorreflexo ¢ responsavel por manter a homeostase cardiovascular e preservar o
fluxo sanguineo para os orgdos vitais.!'?) Sabe-se que no infarto, existe uma relagdo direta entre
sensibilidade dos barorreceptores e sobrevida, que esta diminuida quando existe disfungao da resposta
barorreflexa.1%”. Tem sido descrito que a atividade da eNOS est4 diminuida nas células endoteliais
quando expostas a0 LDL.('®) Também ¢ descrito que o LDL oxidado pode alterar a expressio da
eNOS."¥ Alteragdo da variabilidade da FC e da PAM, determinada em parte por uma disfun¢io
endotelial dependente do 6xido nitrico, estdo relacionados a um progndstico adverso nas doengas
cardiovasculares. Pelet e colaboradores demonstraram que a Rosuvastatina diminue a expressao da
caveolina-1 (um inibidor de eNOS) e promove a melhora da fungdo da eNOS em camundongos
dislipidémicos knockouts para apo E, com melhora nestes animais da variabilidade da FC e da
PAM.("9 N6s demonstramos uma disfungio do sistema baroreceptor nos animais com IAM e IAM+C.
Maiores estudos terdo de ser feitos para identificar se a melhora da sensibilidade barorreflexa, em
animais tratados com a apolipoproteina Al, é devido a um aumento da expressdao da eNOS. Além disso,
esta melhora também pode ser devida ao aumento dos niveis séricos de HDL e diminui¢ao dos niveis
séricos de LDL.

A mortalidade de pacientes com doenca cardiovascular associado a injlria renal aguda atinge
grande parte da populacdo.®

No nosso estudo, houve normaliza¢do da fun¢do renal (medida pelo clearance de creatinina)
com o tratamento com a apolipoproteina Al.

Portanto, o tratamento com a Apo Al 4F, leva a efeitos anti-inflamatorios, melhora a fungao
cardiaca e renal. Demonstramos também que, neste modelo de infarto, ha uma disfun¢ao da resposta
barorreflexa. O tratamento, associado a um aumento dos niveis de HDL, provavelmente, levou a uma

protecao do endotélio. Esta protecdo endotelial pode ser interpretada pela melhor expressao de eNOS.

7 CONCLUSAO

Nossos resultados demonstram que o uso de contraste nos animais hipercolesterolémicos com
IAM, contribui sobremaneira para o agravamento da disfunc¢ao cardiaca e renal.

E com base nos resultados, podemos afirmar que a 4F, através de via dependente de HDL,
utilizada atualmente como estratégia terapéutica no tratamento das doencas cardiovasculares, ¢ capaz
de reverter as alteracdes na fungao cardiaca e renal dos animais infartados. Dessa forma, concluimos
que a 4F exerce importante papel na prote¢do com efeitos benéficos na manutencdo da integridade

endotelial, melhora da funcao contratil do miocardio e sistema renal. Sendo assim, encontrar a maneira
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mais efetiva de tratamento com a 4F nas doencas cardiovasculares e renais representam um importante

passo para o futuro das pesquisas no tratamento da sindrome cardiorrenal.
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