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RESUMO

Da Silva, Jaqueline Soares. Derivadibacilidrazonicosnelhoram a disfungéo cardiovascular

em ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao infarto do miocardio. Rio de Janeiro,
2013. Tese (Doutorado em Farmacologia e Quimica Medicinal) InstdatdCiéncias
Biomédicas Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

A incidéncia da insuficiéncia cardiaca (IC) diastolica tem aumentado ao longo dos
anos, cuja condicéo leva os pacientes a apresentarem fracdo de ejecdo normal ada reduzi
sendo comumente associada a intolerancia ao exercicio. E caracterizada pelo aumento da
pressdo de enchimento causado por deficiéncia de relaxamento e redugdo da complacéncia
ventricular. Os derivadoN-acilidrazéncios, LASSBi294, um agente inotrépigoositivo e
vasodilatador bem como LASSB&97, substancia com acao vasodilatadora foram testados
em modelo de IC diastélica induzida pelo infarto do miocardio (IM) em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR). LASSB#W e LASSBIie897 impediram o
desenvolunento da disfuncdo diastdlica, hipertrofia ventricular, disfuncdo vascular e
intolerancia ao exercicio apds quatro ou oito semanas de tratamento por via intraperitoneal ou
oral. Apés administracdo intraperitoneal de 2 md.kip LASSB0-294 (solubilizado
dimetil-sulféxido, DMSO) durante quatro semanas, foi observada reducdpredado
ventricular esquerda diastdlica find\(EDPF de 25,54 + 3,11 mmHg para 14,76 + 2,99
mmHg (P < 0,05). Mesmo quando formulado numa suspensao, LARSBiadministrado
por via oral reduziu tanto a PVEDF (de 25,54 + 3,11 mmHg para 14,62 * 2,76 iinfAHg
0,05) quanto gressao ventricular esquerda sistOliBA/ES (de 164,5 =+ 8,6 mmHg para
151,7 + 9,7 mmHg P < 0,05). Resultados semelhantes foram observados apos tratamento
com LASSBI0-897 por via intraperitoneal ou oralQuando o periodo de avaliagdo foi
aumentado para oito semanas, a administracdo oral de LAR9Bi(20 mg.kd) reduziu a
PVEDF de 30,05 + 2,82 mmHg para 10,7 £ 6,5 mmHg. A funcéo diastdlica avaliada através
da medida ecocardiografica da relacdo entre a velocidade de enchimento cardiaco rapido e
lento, permitiu demonstrar que LASSBEi94 impediu o desenvolvimento da disfungao
ventricular.Além disso, os derivadds-acilidrazénicogpromoveram melhora da intofarcia
ao exercicio aumentando a distancia percorrida em esteira ergométrica. A fibrose e a
hipertrofia cardiaca foram reduzidas pelo tratamento dos derivados assim como impediram a
disfuncéo endotelial permitindo adequada reatividade vascular em respastialina.A
infiltracdo celular aumentada decorrente da maior expressdo d&JTN#e 8, 81 N 0,
29,16 = 3,71 (P < 0,05) induzido pelo IM foi reduzida com tratamento de LASSRIio
solubilizado em DMSO ou em suspensdo. Assim, coselujue de acordo com a viea d
administracdo, dose, formulacdo das substancias e o periodo de tratamento, EZES8io
LASSBI0-897 demonstraram ser possiveis alternativas para o tratamento da IC diastélica em
pacientes hipertensos que sofreram IM.



ABSTRACT

Da Silva, Jaqueline SoaseDerivadodN-acilidrazonicosnelhoram a disfungéo cardiovascular

em ratos espontaneamente hipertensos submetidos ao infarto do miocardio. Rio de Janeiro,
2013. Tese (Doutorado em Farmacologia e Quimica Medicinal) Instituto de Ciéncias
Biomédicas Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeir@. 201

The incidence ofdiastolic heart failure (HF) has increased over the years, whose
condition leads patient® suffer normal or reducedejection fractionand it iscommonly
associatedto exercise imlerance. Itconsists inincreased filling pressure caused by
dysfunctionof relaxation and reduced Meicular complianceN-acylhydrazone derivatives
LASSBI0-294 a positive inotropic and vasodilaggentand LASSBIie897, withvasodilator
activity were tested in a model of diastolic HF induced by myocardial infarction (Ml) in
spontaneously hypertensive rats (SHRASSBiIo-294 and LASSBIie897 prevented the
development of diastolic dysfunction, ventricular hypertrophy, vascular dysfunction and
exercise inblerance after four or eight weeks itofaperitoneal or oratreatment. Afterfour
weeks ofintraperitoneahdministration of LASSBio 294 a dose o mg.kg' (solubilized in
dimethyl sulphoxide, DMSO)LVEDP wasreducedrom 25.54mmHg = 3.11 to 14.76 2.99
mmHg (P < 0.05). Even when formulated into a suspensioASSBio-294 administered
orally reduced botih.VEDP (25.54 mmHg + 3.11 to 14.62 + 2.76 mm HB <0.05) and the
LVES (164, 5 =+ 8.6 mmHg to 151.7 + 9.7 mmH®& <0.05). Similar results were obseed
after intraperitonealor oral treatment with LASSB#897. When the evaluation period was
increased to eight weeksral administration of LASSBi@94 (20 mg.kd) reduced.VEDP
from 30.05 + 2.82 mmHg to 10.7 + 6.5 mmHg. Diastolic function assessed by
echocardiographic measurement of the relation between the speed of fast and slow cardiac
filling allowed thedemonstraon that LASSBie294 prevented the development of ventricular
dysfunction.In addition, theN-acylhydrazone derivativgpromoted improvemd of exercise
intolerancebecause itncreagd thedistance on a treadmilCardiac hypertrophy and fibrosis
were reduced by the treatment of derivatives as well as prevented endothelial dysfunction
promotingadequate vascular reactivity in response tetydcholine. The increased cellular
infiltration due to increased expressionof TNF f r om 8. 81 N 0. 95t o 2
induced byMI was reduced with LASSBt@94 solubilized in DMSO or suspensionn
conclusion,according to the route of admitriation, dosage, and formulati@nd treatment
duration LASSBIio-294 and LASSBIieB97 could be amalternative totreat diastolicHF in
hypertens/e patients who have suffered MI.
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1.1. INFARTO DO MIOCARDIO

O infarto do miocardio (IM) causado por oclusdo de uma artéria coronaria epicardica
leva em poucas horas a morte de cardiomidcitos supridos pela coronaria obsamnillém
promove uma cascada de mudancas rbarmonais na tentativa de compensar a auséncia de
contratilidade funcional da regido afetada pelo IM, proporcionando a manutencdo do débito
cardiaco (DC) e da perfusdo de oOrgdos vitRrgretanto com o tempo, este magismo
compensatério tende a falhar e ha progressiva deterioracdo da funcdo cardiaca, ocasionando
como resultado final o mal funcionamento ventricular e ao desenvolvimento da insuficiéncia
cardiaca (IC) por processos multifatoriais e complexos conhexicdomo remodelamento
cardiacqSHIH et al.,2011).

As caracteristicas patolégicas importantes do remodelamentofads do ventriculo
esquerdo (VE) incluem expanséo da area infarthiggertrofia do miocardio, fibrose cardiaca
e dilatagdo ventricular ghal (YOUSEF et al., 2000. Entretanto,ao nivel celular, as
mudancas fisiopatologicas associadas ao remodelameatdo VE permanecem
incompletamente caracterizadas. Diversos processos moleculares e celulares parecem ter
importancias particulares, incluindocontinua apoptose od miocitos cardiacos,
particularmente da regido préxima ao IM, autofagia dos cardiomiécitosdecdo da
capacidade proliferativa de novos cardiomiéci®kli{H et al.,2011). Esta perda de células e
a incapacidade para substituir asutad perdidas podem contribuir para a deterioracdo da

funcaocardiaca (Figura 1).

Célula Orgdo Clinica
MC necrose
MC apoptose VE dilatacao
MC autofagia Hipertrofia
Insuficiéncia de # Expansao do
célula tronco infarto
Fibrose miocardica Fibrose

Figura 1. Remodelamento pégarto do miocardio, nivel cardiaco e celularCMcardiomidcito; VE,
ventriculo esgerdo.Modificado deShihet al.,2011.
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O IM também promove impacto na expressdo de diferentes tipos de receptores de
membrana e canais idnicos, tais como canai€alétipo L (LTCC), receptor de rianoa
RyR, e célcio ATPasdo reticulo endsarcoplasmatic6SERCA) SALLINEN et al.,2007).
O comprometimento da regulacdo de&'Gatracelular pelo reticulo sarcoplasmatico JRS
sugerido por Litwin e Morgan (1992) ao observaducdo da forca contratile musculos
papilares e retardo no aumento da concentragcéo teim®acelular [C4'];, indicando um
provavel disturbio na liberacdo deste ion pelos estoques intracelulares. Em estudo recente,
Gabrielet al., (2010) demonstrarameducéo da recaptacdo de’Cpelo RS quatro semanas
apos IM em ratasEstudosin vivo com modelo de ligadura da artéria coronéria descendente
demonstraram reducdo da expressao de proteina de receptor de diidropiridina (DHPR), RyR2
e SERCA2aZHANG et al.,1995 NETTICADAN et al.,2000. Contudo, Remt al.,(2004)
e Wanget al., (2004) ndo observaram alteracdo da expressdo de mRNA destas proteinas apos
IM, enquanto, que ZaraiHerberget al.,(1996) e Prunieet al.,(2005) observaram a reducao
na quantidade de mRNA para SERCASallinenet al.(2007) ao realizar estudo ao longo de
guatro semanas apo6s o IM verificanicialmente reducéo dos niveis de mRNA para DHPR,
RYR2 e SERCA2a, entretanta expressao de DHPR e SERCA?2a foi recuperada durante as

préximas semanas
1.2.EPIDEMIOLOGIA DOENCAS CARDIOVASCULARES

O Brasil construiwum plano deacdes stratégicagpara oenfrentamento dadoencas
cronicas ndo transmissiveiDENT) em 20112012 de acordo com o Plano de Agbes da
Organizacdo Mundial da Saude (OM$pm enfoque princgl em quatragyrupos dedoencgas
cardiovasculas neoplasicas doenca reiratories cronicas e diabetes(OMS 2008) As
DCNT representany3,9 do total de 6bitos (Figura 2), e as doencas cardiovasculares

apresentam os maiores indices de mortalidade des@NT (Figura 3).
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Obitos
Causas
N %
Doencas crénicas ndo transmissiveis 771.584 73,9
Doencas cardiovasculares 325.956 31,2
Neoplasias 175.599 16,7
Doencas respiratorias 62.839 6,0
Diabetesmellitus 54,855 5,3
Outras doencas cronicas 152.35 14,6

Figura2. Namero absoluto (N) e propor¢éo (%) de ébitos segundo as causas bésiifisado deOMS 2008.
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Figura 3. Taxa de mortalidade (por 100 mil habitantes)* pelas principais doencas cronicas néo transi
(DCNT) i Brasil, para todas as idades, de 1991 a 2010. OMS 2008

O risco do desenvolvimento de IC nos EUA é de aproximadamente 20% e as causas
mais comuns séo as doencas coronarieoa®o IM (Lloy-Joneset al.,2002)

O tratamento para as doencas crbnicas, como diabetes, céancer, doencas
cardiovasculares e doencas respiratorias crbénicas, € de curso prolongado, onerando
individuos, familias e sistemas de sau@Mg 2011). Do ponto de vistaadsociedade,
reduzem a poupanca e, por consequéncia, os investimentos para o futuro. Estudo recente
realizado para o World Economic Forum (BLOG#al., 2011) estimagqueas DCNT irao
gerar custos aproximados de US$ 47 trilhdes nas préximas duas décadagto @nual
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estimado para paises de renda média/alta como o Brasil seria de 4% do PIB, o que
corresponde a aproximadamente US$ 139 per capita ao ano (Bleballyr011a)

A IC é a via final comuna maioria das doencasrdiovascularessendo um dos mais
importantes desafios clinicos atuais na area da saude-sérdaum problema epidémico em
progressaoNo ano de 2007, as doengaardiovasculares representaram a terceira causa de
internagbes noSistema Unico de Saldecom 1.156.136 hospitalizacde®s gatos
decorrentes de hospitalizagdes por ICpaoiodo 20020042007 tve aumento de 11,3% e
de 64,7% nos gastositarios por internagdo (Figus.

2000
TOTAL DCV IC
N° Internacdes 11.937.323 1.134385 398.489
Custo Total (R$) 4.886.848.236,08 821.40.375,47 204.666.485,17
Custo Unitario (R$) 409,38 724,15 513,61
2004
N Internacdes 11.492.883 1.205.067 339.770
Custo Total (R$) 658.121.333,54 1.2247.888.762,41 226.842.857,98
Custo Unitario (R$) 572,63 1.035,53 667,64
2007
N Internacdes 11.309.25 1.156.136 293.473
Custo Total (R$) 7.607.591.178,43 1467.395.208,68  232.776.739,30
Custo Unitario (R$) 672,68 1.269,22 793,44

Figura 4. Custos totais das interna¢8es por todas as causas, por doengas cardiovasculares e por IC, comparagac
entre os ano2000, 2004 e 2007, SUSMS Brasil

No Brasil, a principal etiologia da IC é a cardiopatia isquémica cronica associada a
hipertensédo arterial. De forma semelhante, tem sido observado em paises como os EUA,
incidéncia de 5,7 milhdes de pessoas (ROGER., 2011) apresentando novos diagndsticos
anuais de 550.000 pacientes, com perspectiva de um crescimento para 10 milhdes em 2037.
Em 2008 o gasto com paciesteom IC foi estimado de aproximadamente 18,8 bilhdes de
dolares (WHELLANEet al.,2011).
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1.2. INSUFICI ENCIA CARDIACA (IC)

A IC é uma sindrome clinica complexa que pode resultar de desordem cardiaca
estrutural ou funcional, prejudicando a capacidade ventricular de promover o enchimento ou a
ejecao sanguine®RAUNWALD, 2005. Ela é o estagio final comurde diversas doencas
cardiovasculares, incluindo doenca da artéria cororfépartensaarterial doencavalvular e
miocardica primariaGlAMPI e VILLARI , 2007).As principais manifestacéasio dispneia e
fadiga que podem limitar a tolerancia ao exercieipromover retencédo de fluido, podendo
estar ligada a congestdo pulmonar e a edema perifé&mbas asmanifestacdes podem
prejudicar a capacidade funcional e afetar a qualidade de vida do individuo, entretanto nem
sempre elas ocorrem ao mesmo tempo. wdgoacientes apresentam intolerancia ao exercicio
com pouca evidéncia de retencdo de fluido, enquanto que oddsENvolvem como
complicacéo primaria o edema apresentando pountmsras de dispneia oudiga muscular
(REDFIELD, 2002;REMME et al.,2005.

A IC cronica tem sido classicamente categorizada com base na intensidade de
sintomas em quatro classes propostas ela York Heart AssociatiofNYHA) (Figura 5).

Estas classes estratificam o grau de limitagcdo imposto pela doenca para atividadesgotidian
do individuo, portanto, além de possuir carater funcional, € também uma maneira de avaliar a
gualidade de vida do paciente durante a evolugdo da doenca (ANDRAS&IE 2009). A

classe | é constituida por pacientes com condicfes, como hipertensa@mpioexque sao
associadas ao aumento do risco de desenvolver a IC. Individuos sintomaticos com estrutura e
funcdo ventricular normal constitueenclassell. Pacientes sintomaticos e terminais estdo
incluidos raclassdll e 1V, respectivamente (PAZQBOPEZet al.,2011).

De acordo com a NYHA o maior niumero de pacientes com IC ocorre nas classes | e Il

de acordo com Figura 6.
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CLASSIFICACAO NYHA

Auséncia de sintomaturante atividades cotidianas. A limitagéo p

Classe | o . o _

esforco fisico é semelhantegperada em individuos sadios.

Presenca de sintomas como fadiga, dispneia, palpitacdo e
Classe Il B o

durante atividades cotidianas.

Presenca de sintomas como fadiga, dispneia, palpitacdo e :
Classe Il B _ o

durante atividades menos intensas cotakamu pequenos esforgos.

Presenca de sintomas como fadiga, dispneia, palpitacdo e :
Classe IV

associadas aos minimos esfor¢os e até mesmo em repouso

Figura 5. Classificacafuncionalde insuficiéncia cardiacgroposta pel&dlew York Heart Associatio

Classe |

(5%)

Classe I

(35%)

Figura 6. Distribuigdo da IC de acordo camclasses segunddNaw York Heart Association

Crobnica ativacdo da via nednmrmonal ocorre & IC, representando uma resposta
compensatéria para superar a depressao cardiateetanto, a estimulacdo adrenérgica

continua que segue com elevados niveile catecolaminagirculante contribui parao
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remodelamentoda camara cardiaca, com progressiva deterioragcdo do funcionamento e
aparecimento darritmias. Esta hiperestimulacdo adrenérgica, dessensibilizacdo de receptores
b adrenérgicogb-AR) e reducdo da sintese globd¢ monofosfatociclico de adenosina
(cAMP) intracelular irdo levar ao desenvolvimento da IBR[STOW et al., 1986;
FELDMAN et al.,1987. Além disso, a estimulacdieb-AR e outras vias de sinaliza¢cG&#o
mantidas e continuam afetando o rentadentode células e proteasao longo do tempo

A estimulacédo dé&-AR acoplado a proteinas@nduz a ativacaalo cAMP o que leva
ao aumento deroteinacinaseA (PKA) (ISHIKAWA et al., 1997. A fosforilacdo mediada
pela PKA dediversasmoléculas envolvidas na manutengéo dé* @atracelularpromove o
aumento daatividade da parede ventricularYANO et al., 2005. Entretanto, a longa
estimulacéo destes receptores leva a deterioracdo da funcao cpradiac@Imente mediada
pelainducao da apoptose aptmntinuae s t i mu-AR(COMMUNAL et al.,1998.

HS§ tr°s s UAHR i pAERE -AlR2 &-ARD ue sdo expressos em

cardiomiécitogFigura 7).

Contratilidade{ ~ Z

Figura 7. O readpto®rAB) medeia (vibs de sinalizagdes para apopt@se.trés

subtipos,b AR, -AfMR2 e-ARDb &b expressos em caraidcitos. b -2R  e-ARbe3tédo
acopladosambéma pr ot e2 na @R, eert u aanct copAREEkELdD envalvid® aa

apoptose de cARedercoefEitosadipopt -b2cos atragyPBK da ativa
e AKT-AR apr8senta atividade aduladora negativa na contratilidade ventricular através

ativacdo desintase déxido nitrico endotelial (eNOSModificade de Fujita e Ishikawa2011.
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b 2AR eARbe8tdo acoplados a proteina inibitériae€Ga Gs e n q u-ARnestdé b 1
acoplado groteina estimulatori& s . -AR elsta envolvido na apoptose de cardiomidcitos
(ZAUGG etal.,2000) e n-dR axertecfeitohaBtipoptédticos através da ativacao
da s ubung fdstatiddinos@adl Fcinase(PI3K) e AKT (Zhu et al.,2 00 1 }AR, b 3
hiper regulado na ICMONIOTTE et al.,2001), apresenta atividade moduladora negativa na
contratilidade ventricular através da ativagiosintase déxido nitrico endotelial (eNOS)
(GAUTHIER et al.,1998).

APKAativada por -@R,tpiomove aamarutencibeda dxpaessie
repressor precoce de cCAMRCER), um grupo de proteinas que sdo produzidas a partir do
elemento modulador de resposta de cAMP, conhecida por induzir a apoptose. A PKA ativa a
proteina de ligac&o ao elemento repressor ao CAMP e promove sua estab{Ii&Get al.,

2005) que por sua vez promove a baixa atividadiosfediesterase 3 (PDE3) resultando na
elevacao dos niveis de cAMP. Consequentemente, a via ¢AWRPICER-PDE forma uma
alca de feedback positiva que mantem a apoptose através de baitegdeddcl2, uma
proteina antapopitotica (TOMITAet al.,2003).

Outrasbiomacranoléculas estdo envolvidas no desenvolvimento da IC. Tipicamente
os receptores de superficie celular sao ativados por ligantes que conduzem a ativacdo das
proteinasinase ce resposta ao estresse e fosfatasesin coma proteinacinaseC (PKC),

a proteinacinase D (PKD), ascinass ativadas por mitdgenos (MAPKs}inase C&*
calmodulinadependente (CaMKIl) e a calcinerina. A ativacdo cronica destas vias de estresse
e seusefetores celulares, incluindo fatores de transcricdo, que tém como alvo varios genes,
resultam em mudancgas estruturais, funcionais e regulatérias globais e no remodelamento
cardiaco. A necrose, outra forma de morte celular, contribui para IC, atravésake da
mitocondriais pelo aumento das concentragdeacelular de Cd [Ca?']i nos cardiomidcitos
(FUJITA e ISHIKAWA 2011)

Além de alteracdes no relaxamento do miocardio, 0s mecanismos subjacentes da IC
incluem dindmica anormal da matextracelular e adracdo do citoesqueleto dosaaitos, 0
gue poderia interferir com gsopriedadepassivas da parede ventriculdem sido estimado
gue aproximadamente metade de todos os pacientes com IC aprdsagdandesjecao FE)
preservadaZILE et al.,2010)
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1.2.1. ALTERACAO DA HOMEOSTASE DE {ONS CALCIO

O transporte de Ghatravésdo RS desempenha um papel central tanto na contragéo
guanto no relaxamentdo musculo cardiaco. O RS cardiaco € uma rede de membrana
intracelular que rodeia a maquinantratil, que sewe ndo apenas para armazenar e liberar o
Cd”*, mas também pacontrola ahomeostase di€a’’]; durante a contragao e o relaxamento
(FABIATO e FABIATO, 1979,BERS2002). A funcdo do RS é coordenada por um conjunto
de proteinas localizacha membrana dosibulos Tqueirdo atuar na liberacdo, @atacéo e
armazenamento de E{BERS2004).

O C&* é um regulador central dacoplamento excitac&mntracép que controla a
contracaomuscular durante cada batimento cardiac@acOplamento excitac&mntracaoé
iniciado com a geracado potencial de acaoabertura posterior deTCC isoformaCa,1.2.

O influxo de C&" desencadeia a liberacédo 6ef* do RS por meio dativacdo deRYR?2
(FABIATO e FABIATO, 1979,BERS 2002, BERS 2004). Este aumento da [&%; inicia a
contracdo muscular, ec@ncentracdde C&" livre co-determina o desenvolvimenta tbrca
de contracdo. Subsequente remocédo dd @msolicoatravés da SERCA2aelo trocador de
Na'/ C&* (NCX) e através da Cd-ATPase denembrana (PMCAJesulta na desivacéo do
aparato contratil, seguido de relaxamento muscularvefocidade de relaxamento é
influenciada ped taxa de remocédo de €z ou pela atividade da SERCAZBERS 2004).
(Figura §.

-y ———

Ca2+

Miofilamentos ADP ATP

SERCA2a 9
byR Ca
%v SR

TlbuloT

- LTCC

Figura 8. Transporte de Gaem cardiomiécitos. NCX, trocador de M&#*, ATP, ATPase, PLB
fosfolamban, RS, reticulo sarcoplasméti®todificado dePark e Oh2013.
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As alteracBes estruturais e bioquimicas miocitos sdo responsaveis por distlrbios
no processale relaxamento ventricular. No entanto, ainda ndo estdo totalmente claros quais
dessas modificacdes sao responsaveis pela disfuncdo diastélica e quais seriam fatores apena:
compensatoérios (PERIASAMY e JASEN 2008)0 prolonganentodo potencial de acéo
observado apds IM em ratos, promove aumento do influxo dé @mvés da atividade
reversa do NCX e aumento da atividade de LTCC com a reducao de relaxamento das células
cardacas (BLAUSTEIN e LEDERER 1999ontudo este aumento na atividade revesa d
NCX apenas foi observado trés meses apés o IM (MACKIEWHCAL.,2010). A PMCA de
miocitos de ratos infartados apresesignificativa reducdo da habilidade de transportdf,Ca
do meio intracelular para o ®acelular, observado inicialmente uma semana apés o IM com
progressiva reducdo ao longo de trés meses (MACKIEWACAL., 2010). O decréscimo do
estoque de C& poderia ocorre pela reducdo da ragtacdo destéon pelo RS e ou pelo
aumento do vazamento @ef* pelo RS durante a diastole (BERS, 2006).

A SERCA2a é a isoforma de maior expressdo nos atrios e ventriguéoslo
comparada &soforma SERCA2b (PERIASAMY e JANSSEN 2008)estéa localizadao RS
e representa a proteina de maior abundéancia, repmadenterca de 40% do total de proteina
do RS. A recaptacdo de €pelo RS além de determinar a remocéo dt’,Geomovendo o
relaxamentptambém ird determinar o contetido d&'Gm interior doRS para que possa ser
liberado em subsequente contracdo (MIBTYA et al., 1999). Ja foi demonstradiurante
injuria do miocéardip causada pela isquemia/reperfusdoe ocorre aumento do [€3; com
reducdo da expressame/atividade de SERCA2a (SAINI e DHALLA 2005, MOENSal.,
2005). A injuria do miocéardio tamb®aumena os niveis de espécies reativas de oxigénio
(ROS) levado a danos d SERCA2a, potencializando o aumento de’[GdKRAUSE e
HESS 1984)Mackiewiczet al., (2010) demonsaramque a taxa de transporte de’Cpela
SERCAZ2a foi reduzida a partir desemana apos IM se mantevpor cerca del a 3 meses
sem no entanfcaltera a expressao de SERCA2a. As alteragcbes na funcao e sinalizacéo de
SERCA2a sao caracteristicas patogénieabkipertrofia cardiaca e IC (HASENFUSS al.,
1994). Uma reducdo napressédo @u na funcdo de SERCA2em sido relatada por muitos
grupos AIT et al.,2009;DASH et al.,2001; HOUSERet al.,2000; DHALLA et al.,1999.
A reducdo da funcdo de SERCA2a pode contribuir para a diminuicdo tle n6a
carregamento do RS na IChéla et al., (1999) mostraram uma reducao no transporte da
C&* através da SERCA2a em ratos com IC.
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Em cardiomidcitosa atividade da SERC& € regulada por duas pequenas proteinas,
fosfolamban(PLB) e sarcolipinaA interacao fisiologica entre SERCA e PéBmediada por
residuos especificos na membrana. Acresbtgue estes residuos interajam diretamente com
SERCA2a eproduza efeito inibitério pela alteracao estrutuda SERCA2a resultando da
reducdo da sua afinida@e C&" (BERSet al., 2003;ZHENG et d., 2004) O PLB é uma
fosfoproteina de aminoacido e interage com a SERCA de forma dindmica, durante o ciclo de
corntracdo e relaxamento cardiaco senelsponsavel por medi@gisr e s p o-adteaéryicab
no coracdo. A fosforilagdo do PLB p - s e s t dadrendrgica, @corre fem $epelas
cinass PKA e Thr'” pela CAMKII, levando aoaument da atividade da SERCA
(PERIASAMY e JANSSEN2008 LOCATELLI et al.,2013. Quandoo PLB esta na forma
desfosforiladaage como inibidor da SERCARa consequentementedwindoo transiente de
Ca* (SUGIZAKI et al., 2011; MACLENNAN e KRANIAS 2003. Quandoa [C&a’]; esta
baixa, 0 PLB interage com a SERCA2a reduzindo sua afinidade pef, @iainuindo
portanto a recaptacdo de®Caelo RS. A expressdo de SERCA?2a reduzidaueo aumento
dos niveis de seus rdgdores tem sido atribuido a sua reducado da afinidade pElm&i€
(KOTLO etal., 2012; SUGIZAKIet al.,2011; PERIASAMYet al.,2008; MACLENNAN e
KRANIAS 2003; HOUSERet al.,2000; DHALLA et al.,1999; SCHWINGERet 4d., 1995;
HASENFUSSet al.,1994)

Outra causgpotencial para a redugdo do conteudo dé* @@ RS é um maior
vazamento diastolico via RyR estrutura ddRyR fa inicialmentecaracterizadao musculo
estriado, bem como a liberac&o de capmo este cataEm mamifero ha trés diferentes genes
gue codificam trés diferentes isoforsnde RyR No musculo cardiaca isoforma RyR2
apresenta maior expressadJNWELL et al., 1996 a deficiéncia nasuaregulacdaem sido
observada em pacientes com #sim a baixaegulacédo da isoforma RyR2 gera a disnfuncéo
contratil e a maior probabilidade de arritmias cardi@¢AMAGUCHI et al.,2003.

A fosforilagdo de RyR2 por PKA aumenta a liberaca€ee do RS WEHRENSet
al. 2005 MARX et al.,2000. Esta fosforilagdwesultadadissociacdo de FKBP12.proteina
reguladora da atividaddo RyR, tornando este cdnativo levando portanto a liberacdo de
Cd* do RS.No entanto, estdosforilagdonem sempre é observaddANG et al., 2002;
XIAO et al.,2005). Gucet al., (2006 sugerem que a fosforilacdo de RyR pode ocosiger
CAMKII e desta forma levando ao vazamento dé'@elevychet al.,(2007)investigandm
papelde RyR2no vazamentale C&" do RSnalC, demonstraranguea reducéo o acumulo
de C&* no SR pode ser quasque completamente restaurada quanagresenca de um

bloqueador de RyR2Isto é indicativo de que RyR2 é um fatorimportarie paraa
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anormalidade d€& intracelularque contribui decisivamés para a reducado contetdale
C&* no RS efalénciadoscardiomidcitos.
Portanto, diversoscomponentes essenciais para a liberag@o C&" tornamse

significativamente alteradosichnte o remodelamento cardiaco
1.2.2. REMODELAMENTO DO MIOCARDIO

O remodelamento do VE apés o IMign processiniciado com aexpansao dinfarto
seguido de hipertrofia da area nao infartada e progressiva dilatacdo do VE. A cicatrizacdo da
area infartada, assim como o tamanho do infarto e o estresse da parede ventricular sdo 0s
principais determinantes da expansao do infarto. Uma respéatadtoria bem orquestrada
apos o IM leva a um processo deace a formacao de uma cicatimzpedindo a expanséo do
mesmo ANZAI, 2013).

O termo remodelamento refese as alteracées da arquitetura ventricular, assasiad
ao aumento de volume da camarentvicular, modificac6esistoldégicas combinadas a
hipertrofia, apoptose de miocitoproliferacdo de miofibroblastos e fibrose intersticial
(ERLEBACHER et al., 1982, McKAY et al., 1986. Originalmente descrito apds o IM o
remodelamento ventriculaedes&volve em resposta a@nas formas de injuria do miocardio
e ao aumento do estresse da parede do ventrRAIBTEN e KONSTAM, 2000,0PIEet al.,

2006. A fase inicial do remodelamento pOs IM resulta da reparacédo fibrotica da area
isquémica com formacédo decicatriz alongamento e afinamento da zona infartada
(KONSTAM et al.,201) (Figura 9, ocasionando aumento da massa da parede ventricular,

e mudanca na configuracdo eliptica da camara cardiaca para uma mais eé4tévicat al.,
1986,MITCHELL et al.,1992,DOUGLAS et al.,1989,RUMBERGEREet al.,1993.

O remodelamento dVE esta intimamente ligada ativacdo de uma série de fatores
neuroendocrinos, paracrinos e autocrinosguais estadiiperreguladasapos o IMsendo
responsaveis pelaumento do gresse a parede do ventriculo @mnsequentenodificacdes
hemodindmicasFatores que poderiam interferir com o remodelamesgdan o sistema
renina angiotensina, o sistema nervoso adrenérgiapracitadp aumento do estresse
oxidativo, citocinas prénflamatorias e endoteliaiKQNSTAM etal., 2017).

O IM resulta da isquemia de uma area do tecido miocadbealo a obstrucdo da
artéria coronaria. A consequente lesdo e morte dos cardiomidcitos desencadeiam uma resposta
inflamatoria agda, em que se inigia reparacdo do miocéardio através de uma série de eventos

bem orquestrado (FigureDll A fase inflamatoria esta associada com o rapido aumento de
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citocinas préinflamatdrias e quimiocinas locais, tais comterlecinas (IL),IL-1, IL-6, IL-8,

e fator de mcrose tumoral alfa (TNB) bem cC omo infiltra-«
(FRANGOGIANNIS e ENTMAN, 2005). Evidécias recente tem demonstrado que o0s
fibroblastos contribuem para a fase inflamatoria inicial do remodelamento através da secrecao
de diferentescitocinase quimiocinas prénflamatorias TURNER et al., 2009, 2010, 201).

Os fibroblastos cardiacos s@m tipo de élulas do miocardio residente ragprevalente,
representando até dois terq@ies células cardiacaBBQRTERe TURNER, 2009). Trés dias
aproximadamete apos o IM, ocorre infiltracdo por macréfagos na éarea infartada e
modificagcdo fenotipicados fibroblastosa miofibroblastos, que iram promover a degradacéo

da matriz extracelular através do aumento da expressao de proteases de matriz da familia da
metal@roteinase (MMP) e moléculas patigiogénicas comafor de crescimento endotelial
(JOURDAN-LESAUKX et al.,2010;LINDSEY e ZAMILPA, 2012). Esta etapa chamada de
degranulacdo €é caracterizada pelminacdo de células mortas, alteracdo na matriz
extracellar e estimulacdo da angiaugse para revaslarizagcéo do tecido isquémico.

Zona nfartada Dilatag&o
ventricular esférica

Alongamento e
espessamento i

Infarto agudo

glnter
colageno

Fibrose Miécito hipertréfico
Figura 9 Ventricular remodelamento. Esquema representativo do remodelamento ventriculr [
A fase inical é caracterizada pelo afinamento e alongamento da area de cicatriz fibrotica n
infartada. Subsequente dilatacdo W& com modificagdo da configuracédo eliptica do ventricu
derivada de hiperdfia dos miocitos associado aoraento da apoptose e dolageno Modificado de

Konstamet al.. 2011.

A transicdo da fase inflamaté para a fase fibrética do remodelamento (maturacao)
ocorre tipicamente de trés a sete dias apdés o IM dependendo da eBDp&viIRLD et 4d.,
2004) Esta fasearece semediada pelo aumento da producéo de fatoresrdlamatorios e
profibroticos conof at or transf or madorb) d eeO,ctletivaslas idene nt
células imunes e células do miocardio. Em resposta a estes ,fatsr@sofibroblastos
aumentam a sinteses de proteinas estruturais da matriz extracelular, particularmente colageno

tipo | e lll, para facilitar a cicatrizacdo. Esta resposta essencial tende a prevenir a ruptura da
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parede do miocardio, o acumulo excessivo ouomigado desta resposta resulta em fibrose da
matriz extracelular(Figura D). Os miofibroblastos express niveis elevados de proteinas
contr 8teis, tais como U actina de muscul o
irdo favorecer a cicatrizacdo da area infartada (VAN DEN BOBNL,2010).
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Figura D. A funcéo central de fibroblastos cardiacos em réagmginflamatorios e prdibrética. O IM
cauda danos e morte dos miocitos com subsequente produc¢édo de danos associados a padrées r
(DAMPs) molécula que desencadeiam uma resposta inflamatéria aguda. Os fibroblastos atr
migracdo, prolifergdo e aumento da expressao de citocinasinfi@matorias, quimiocians e MMPs
Subsequentemente, na fase de granulagcdo, os estimuldsippor - t i cos via TG
di ferencia-«o0o dos fibroblastos a mi oumenbordefatdres
pro-fibréticos com CCN2/CTGF e secrecdo de colageiss.fase de maturagcdo, os miofibroblast
continuam a sintese de proteinas da matriz extracelular. As quantidades relativas de estimt
inflamatorias e prdibroticos flutuam em derentes fases do processo de remodelamentdvpdsan
NIEUWENHOVEN e TURNER 2013)
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Durante a fase aguda d®,| macrifagos residentes no tecido do miocardio sdo
ativadosseguido deinfiltracdo de neutrofile para aregido infartada. Os neutrofiloem
como sua degranulacdo, causam danos aos cardiomiocitos e aosadidesteatraves da
secrecdo deproteinas incluindo a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase,
colagenase e elastaseRANGOGIANNIS et al., 2002; KAMINSKI et al., 2002). Além
disso, os monacitos, induzidos pela expressdo de fajaresotaticos, incluindo proteina
guimioatrativa denonécitos (MCPL), diferenciarrse em macréfagaguefagocitamo tecido
necrético do miocéardio e secretam uma variedade de citocinas inflamai@dasa formacéao
de uma necrose central, de infiltracdo de células inflamatorias e de secrecdo de MMP, o
evolui em véarias semanas com aparecimento de estresse da parede ventricular até a formacao
de cicatriz(ANZAI, 2013).A evolug@o do IM é definida por trés fatores: tamanho do infarto,
0 estresse na parede do VE e a cicatriza@&EFFERe BRAUNWALD, 1990). Pode
ocorrg 0 aumento progressivo do volume de MEando ao desenvolvimento t2 cronica.
Além disso, o aumento do estresse da parede do ventriculo, a resposta inflamatdria excessiva
e 0 processo de cicatrizacdo pofarto podem levar ao desenvolvimentle diversas

complica¢des (Figurall.

Necrose Miocardica

Mediadores (HSP, HMGBI, etc) |
l ™
Células inflamatorias
=  Neutrofilos
=  Monbcitos, Macrofagos
= (Células Dendriticas
=  Linfocitos
Citocinas inflamatorias
= JL-6 — CRP
Metaloproteinases de Matriz

Ruptura cardiaca
subaguda

Aneurisma ventricular

Expansio do
Infarto

Inflamagio

Estresse
da parede

Fatores neurohumorais
Citocinas, Estresses
oxidativo

Nao-infarto
Hipertrofia e dilatacdo

Insuficiéncia
Cardiaca Cronica

10 de Cicatriz

Figurall Associacdo de inflamacao pitsarto com o remodelamento do ventriculo esquerdo. A expanséo c
pode levar a ruptura cardiaca subaguda, aneurisma ventreymogredir para IC crénica combinada cc
hipertrofia compensatoria e dilatacdo do ventriculo. Modificada de Anzai, 2013.
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A associacdo entre mondcitos pofarto e o prognéstico clinico a longo prazo sugere
gue o aumento dos mondcitos na circulacdo sanguinea pode estar diretamente envolvido na
lesdo miocéardica aposua infiltracdo na regido infartada. A inflamacdo excessiva via
mondcitos e macréfagos pode perturbar o processo de cicatrizacdo do miocéardio apés o IM
(MAEKAWA et al.,2004).

Os mondécitos e macrofagos podem dierdidos em variosubgrupogie acordo com
as suas funcdeMondcitos de ratos sédo divididos eth:inflamatorios(Ly6Chigh) com alta
expressdo de receptores de quimiocinas CC (CCR2) e baixa expressao de receptores de
fractalina (CXC3CR1), (Ly6t9"CCR2"". CX3CR1I®") e 2. antkinflamatérios (Ly&'™").
Apos o IM, a expressdo de MER ligado ao CCR2, na éarea infartgtamove migracao de
monacitos inflamatériosEWALD et al., 2005). Acreditese que estas células removem o
tecido necrético e expresa varias citocinas inflamatorias e MMP que desaleiamo
remodelamento teciduaMAEKAWA et al.,2004). Quando o sinal inflamatério € reprimido
considerase que 0s mondcitos aiflamatérios sdo recrul@s para promovex angiogenese

e deposito deolageng contribuindo para a cicatrizacdo do teciBigura 12).
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Figura 2. Inflamacéo e reparapds IM e mecanismo regulatério. As ¢atudentriticas desempenham um pa
protetor contra o remotienento de VEatravés da regulagdo da homeostisenondcitos e macréfagos durante
transicdo da inflamac&o para o reparo apds o IWyBC""mono, monécitos inflamatériod41Mj , macréfagos
classicamente tawado (inflamatério); Ly6¢“mono, mondécitos antnflamatérios; MMj, macréfagos
alternativamentetavados (antinflamatéria). Modificada de Anzai, 2013.
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ausentes h4d um aumento da inflamacdo e degradigdmatriz extracelular através da
ativacdo de mondcitos e macrofagos inflamatorios M1 e supressdo dos mondcitos anti
inflamatorios e macrofagos M2, levando assim prejuizos ao processo de cicatrizacdo pés
infarto.

Tal como os mondcitos, os macréfagos podser divididos em dois grupogl)
macifagos ativados classicamentgie tem capacidade microbiana potente e expressa
elevado niveis de citocinas inflamatérias(2) macréfagos ativados alternativamente que
expresamniveiselevados de citocinas atiflamatoérias, tais como, HLO e receptor de HL
(MOSSERe EDWARDS 2008.

1.2.3. CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

Apds uma injuaria inicial, como o IM, ocorre 0 aumento da produagicitocinas pro
inflamatérias, incluindo TN, -6) IL-1 e IL-8, que levam a propagacéo da resposta
inflamatoria e a efeitos diredsobre os ndcitos cardiacos, tais como, a hipertrofia cardiaca
disfuncéo contratil, a apoptose e o remodelamento dazneatracelular, contribuindo desta
forma para o desenvolvimento e a progressao d@ l&limento dos niveis destas citocinas foi
repetidamente descritem pacientes com IC, que mostra uma correlacdo positiva com a
gravidadeda doencaEL-MENYAR 2008,PETERSENe FELKER 2006,YNDESTAD et al.,

2006)

OTNFU ® produzida por uma grande varieda
resposta astimulos inflamatorios e inf®sos Células cardiacas estruturais sdo capazes de
produzir TNFU , g uand oe tensd meacanisap ibcluindo sobrecarga curva €
pressdevolume RONCONALBUQUERQUE et al.,2006; BAUMGARTEN et al., 2002 e
lesdo isquémica (MELDRUM et al., 1998. Niveis fisioldgicos de TNFU r engul a
mecanismos de defesa locais e promo@homeostase do tecido regignekercendo seu
efeitos proteores como um mediador autocrino e ou paracrino. Entretanto, em con@entrac
elevada TNFU ,exerce efeitos deletérios e atua priatinente de forma endocrina
(HEDAYAT et al.,, 2010. O TNFU exerce suas atividades b
receptores espéficos de membraneelular. 1. receptor de fator de necrose tumoral do tipo 1
(TNFR1) que é expresspredominantemente mediaa maioria dos efeitos citotdéxicos e
deletérios,2. Receptor de fator de necrose tumoral do Bp@’NFR2) (MONDENet al.,
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2007)que paece ser responsavetlpsefeitos citoprotetoresardiaco(HAMID et al.,2009;
HIGUCHI et al.,2004;MONDEN et al.,2007).

A expressdo elevada de TNF i ndu z a hipertrofia de
expressaale genes fetais. O TNF p o d e iar amdxpress@mde-l e IL-6 que por sua
vez estimulamo crescimento hipertréficol$ODA et al., 2001). A expressao cardiaca de
TNFFU aumenta a ativi dade (RAS) ds imiscérdiondemonstradon a
através daumentodos niveis e expredoda enzima conversora de angiotensina (E@A)
aumento do nivel de angiotensina RLESCH et al., 2003. O TNFRU, semel hant
angiotensina Il, induz a geracdo dsepéciesreativos de oxigéniosEROs) de maneira
concentragd-dependente, indicando queorre uma somacdo entre o TNF e o0 si st
renina angiotensina, emesposta ao crescimento hipertréfico em parte através da geracéo de
ERGs nos miocitos IEDAYAT et al.,2010).

OTNFFU desempenha um papel central rdioa dep
através de mecanismos dependentes do tempo (Fig8ya Qs efeitos iniciais
cardiodepressores, que se manifestam em poucos minutos, sdo consequéncias da sinalizacac

via oxido nitrice (NO) e esfingomielinasdependente.

Disfuncio contratil Disfungio contratil
transitéria sustentada
TNF-a
1L.-6
TNF-a 1L.-1
1L-6 IL-18
1 Ativagdo de NOS 1 Ativagao de NOS
dependente de CaZ* independente de Ca®"

. "

T Produgao de NOS

!

| Transiente de Ca*™
| Sistolico Ca*™
1T Diastolico Ca?*™

| Responsividade de
miolifarmentos ao Ca®"

Figura B. Citocinas medeiana disfuncéo contratil através de mecanismos tempo dependenteU €Nk IL-6 causa
depressa@ontratilimediata através da formacéo de NO induzida pefd. Gadas as quatro citocinas grflamatérias,
TNF-U, 1I-6, 1l-1 e IL-8, contribuem para a sustentacdo da redugdo contrétil cardiaca através da formacao
indepemlente de Cd. O aumento da producéo de NO altera a homeostasia dee3altando da disfuncéo diastélica
sistolica acentuadalNF-U, fator de necrose tumoral; IL, interleucind©S, 6xido nitrico sintase; No, 6xido nitrice
Modificada deHedayat et al, 2010
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O efeito depressor da funcé@ardiaca de forma basal estimuladaé desenvolvida
em \Arias horas ou diaapds o IM sendoresultado diretada producdo de NOga ativacdo de
6éxido nitrico sintase induzivel (iINOSpor via independente de €a Do ponto de vig
fisiologico, a baixaconcentracdo de NO controla o tdnus vascular coronar{&fdM e
SCHRADER 1990, regula a funcdo miocardica basal através de suas propriedade
cronotrdpica e inotropica positivas e impede a agregacao plagudtdremtantoa elevacao
patoldgica da corantrag@o de NO resulta em disfuncéo diastolica e sistoliEBAHI et al.,
2007. A disponibilidade ou sensibilidade reduzida de*’Caontribu para o déficitda
respostacontratilquandainduzida por catecolaminasKUMAR et al.,2007).
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Figura 14. Mecanismos celulares subjacentasdisfuncdo contratil NO-independente. A esfingosin
produzidaviaTNFU i ni be a f induzda pelo#ecanismo Sdilsera C&" via RyRs localizado
no RS, causando a disfungdo contratil ira&d A exposicao cronica ao aumento dos niveis dé diminui a
expressdo de SERCA e PLB, tampantoa transcricdo e niveis proteicos. A diminuicdo dos niveis
SERCA é responsavel por prejudicar a remogéo déoZasolico e como consequéncia reidu liberagéo
de C&*do RS. Alteraces na homeostase d6 @l como demonstrado pela reducéo na liberacdo 6o Ca
durante a sistole e sua remocéao durante a diastole, altera a did@snicacées sistolicas e diastolicas. FA
fator associado a esfingielinase neutra; NSMase, esfingomielinase neutra; RyR, receptor de rian
SERCA, ATPase do reticulo sarcoplasmatico; PLB, fosfolamban; ICa, corrente?timt@ama; TNFR1,
receptor de fator de necrose tumoral E1R1, receptor de interleucina tifoModificada deHedayatet al.,
2010

OTNFU induz a produ-«o de esfingosina,
a liberacdo de G4 pelo RS, causando a disfuncdo contratil (Figuf BAlém disso, o

aumento dos niveis de NO promove a dessensibilizacdo dos miofilamentos®ao Ca
susentando a disfuncéo contrétil (HEDAY A&t al.,2010).
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A nivel molecular ahiper expressdo sustentada de TNF | e v a aporaipopt o

intrinseca e extrinseca com perda progressiva de proggitiapoptoticas (Figura 35

VIA EXTRINSECA
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:cc:;L 1 0% — Caspased __, Caspase3
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Figura 5. A morte celular induzidapor TNE por vias apopt-ticas ext.|
TNFR1 induzida poffNF-U . A forma-«o do complexo TRADD/ F
TNFRL1 provoca a ativacdo de NdB e JNK, que apresentam efeitos opostos sobre o inibidor de c8sp
c-FLIP. O complexo TRADD/RIPEHADD citosolico interage com a caspgiee aumerd a sua atividade
enzimatica. Bid, um substrato direto da cas{gasmnectsse as vias de sinalizaces extrinsecas e intrinst
Bid clivado promove a liberacdo de citocromo ¢ da membrana da mitocéndria, com consequente ati
caspas® e caspas8 resultando na fragmentacdo de DNA e morte celular por apoptose. TNFR1, fa
necrose tumoral tipo de receptor 1; TRADD, TNF&&kociado ao dominio de morte; RIP, TN
interagindo serinatreonina quinase; TRAF2, fator 2 associado ao TNFR; FADD , dondeionorte
associado Fas; NKB , fator nuclear kappbght-chain potenciador de células B ativadas; JNK , quinase ¢
Jun Nterminal;, cFLIP , proteina inibidora de casp8seelular (FLICE)-ligada,; tBid , Bid truncado.
Modificade deHedayatet al.,201Q
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A ativacdo de TNFRL inicia a apoptose dos midcitos cardiacos (HIGUEHHI.,
2004), quandaesta ativacadmcorre pela via extrinseca é mediada através da formacdo dos
complexos | e Il. A porcéo intracitoplasmatica do TNERecruta vias de proteinas
citoplasméticas associadas dominio de morte (TRADD) e ao dominio TNFR integrada
serinatreoninacinasel (RIP1). O complexo | € composto de fator TNFR associado 2
(TRAF2) mais o composto TRADRIP1. O complexo Il é composte@ dlominio de morte
associado &ADD e a caspas® somado ao composto TRABRIP1 citosdlicogue ndo esta
associado ao dominio de morte TNFR1. A formagcédo do complexo | provoca a ativagdo NF
kB e JNK, gque apresentam efeitopostos.O NFKkB ativado tem a propriedade anti
apoptotica e inib a atividade enzimatica da casp@8ssdravés do inibidor cFLIP de caspdse
Por outro lado, a ativacdo de JNK, acelera a degradacédo de cFLIP e promove a morte celular
por apoptose. Resumindo, o equilibrio entegieacdo de N/kB e JNK determina se alo&a
morre ou sobrevive (HAUDEKet al.,2007).

Bid, um substrato direto da casp#@seconectese as vias de sinalizacao extrinseca e
intrinseca. O Bid clivado é translocado para a mitocondria, desencadeia a liberacédo de
mediadores prapoptoétice, sendo o maismportante deles o citocromo Sualiberacaoleva
a ativacao proteolitica das casplse caspas8 de forma sequenciakeguida dativacdo das
vias de sinalizagdo pr@poptoticas, que resultam na fragmentacdo do DNAivagem de
proteinas. Asinalizacdosustentadaia TNFU f or t a | eapeptotea, enguanto mue-
enfraguece os mecanismos de defesa celular pela deplecdo progressiva de proteinas
citoprotetoras (BeR, cFLIP, GIAP-1). O Bcl2 reside na membrana mitocondrial externa e a
suaperda progressiva leva a liberacdo de mediadoremflanatoérios. O €-LIP e o CIAP

séo inibidores da ativacao de caspdsecaspas8, respectivamente.

1.2.4. TRATAMENTO FARMACOLOGICO

O objetivo do tratamento da IC é a reducdo dos sintomas, a dimin@Ectxan de
hospitalizacdo e a prevencdo de morte prematura. A base do tratamento é a terapia
farmacoldgica, mas tambése tornanecessaria a modificacdo do estilo de vida do paciente.
Tratamentos mais invasivos comioucgia para introducao de dispositivasomo valvulasou
mesmoo transplante cardiaco pode ser necessario em alguns casos.

Durante os ultimos 25 anos, a maioria dos agentes terapéuticos tem sido direcionados

para o tratamento de pacientes com IC com reducao da fracdo de Begt@s pacieesé
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recomendado untratamento alongo prazo com combinacdo de inibidores da ECA,
antagonistas de receptor de angiotensina Il ),Tbloqueadores de receptores adrenérgicos
b -AR), antagonista de receptores de mineralocorticoides (Mfa&inelhoram osiatomas

e os parametros hemodinamgalos pacientes(TAMARGO e LOPEZSENDON 2011)
reduzndo portantaa morbidades mortalidade.Por outro ladonenhum avancgo foi detectado
no tratamento da IC com fracdo de ejecao preservAgdasar de muitas tentativam
introducdo denovos medicamentos promissorestesndo reduzim a mortalidade e ou a
morbidade dopacientes.

Algunsfarmacos para o ttramentoda IC tém sido associad@o aumento de risco de
mortalidade, taiscomo os observados paedguns agents inotropicos e vasodilatadores.
Assim como os efeitos neutro®u negativosencontrados noantagonista de endoteling
(ET-1), inibidores de citocinas, inibidaele vasopeptidas ou terapias antioxidantes.

Diuréticos sao a base da terapia em pacient@scomgestao cardiaca e sobrecarga de
volume, mas a sua eficacia, seguranca, dose ideal e a duragéo do tratamento sdo baseados er
pequenos ensaios clinicBICKSTEIN et al.,2008;HUNT et al.,2009; TAMARGO et al.,

2010; IYENGAR e ABRAHAM, 2007) Altas dses apresentam efeitos adversos, tais como
hipotenséo, hipovolemia, disturbios eletroliticos, disfuncdo renal e ativacdemanooal, e
resultam em hospitalizacdes mais longas e maior taxa de mortalitdEBGAR e
ABRAHAM, 2007. Nao existediferenca naavaliacdo global de sintomas cardiacos ou da
funcdo renal quandgacientesutilizam furosemida, um diurético de al¢cpor infuséo
continuain bolusou emdoses baixa§FELKER et al.,2011). Quando administradem altas
dosespoderesulta em maior dvio da dispneia, diurese e perda de p@sasprovoca uma
transitériapiora na funcéo renal. Os mecanismos de acao dos farmacos que prdauzem

e natriures em pacientes com IC estdo demonstrados na Figura 1

Em pacientes com IC descompensada e distumeéal osantagonistas d&AT:R
melhoran a dispneia,aumenta a natriurese e previne o declinio da funcdo renal quando
associados a furosemida (SHAH e FRISHMAN, 200830 se deve ao fatda estimulacao
do AT;R produir vasoconstricao arteriolar aferentedur o fluxo sanguineo renal e a taxa
de filtragdo glomerular, bem como prompweaumento da reabsorcdo de Ngelo tibulo
proximal, oque levaria a disfungéo renal progressiva, acimulo de agua e retencédd de Na
(VALLON et al., 2008). No entanto estod de fase Ill com rolofilina e tonapofilina n&o
demonstram melhora da funcdo renal e apresentaram aumento de incidéncia de acidentes

vasculares cerebrais e convulsbes (MAS&IRI, 2010.
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Substancias vasoativas podem ser indicadas para pacientesesaniagbressao de
enchimento do VE (congestdo cardiopulmonar) e pressdo arterial normal ou alta
(GHEORGHIADE, 2009; METRAet al., 2009; FONAROWEet al., 2007). Como exemplo
incluem os nitratos (nitropussiato e nitroglicerina), nesiritide e algumas substancia
vasodilatadoras como dobutamina e inibidores de PDE3 como amyrinuitinona e
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Figure B. Locais de acdo de substancias que produzem diurese e natrdesosina produz vasoconstricé
aferente e aumento de reabsorgédo deridatbulo proximal. Aldosterona estimula canais de Na+ e k+ e ativil
de Nd/K*ATPase nos tlbulos coletss. Vasopressina estimula a ativagdo do trocadotKNElI (NKCC2) e
aquaporina 2 (AQP2). Passo 1 corresponde a vasodilatadores arteriolar aferente. Passo 2 co
vasodilatadores arteriolar eferente. Passo 3 corresponde aumento da taxa de {jlvagialar. Passo <
corresponde a inibicdo de reabsorcdo déndatibulo proximal. Passo 5 corresponde ao alca ascendente e
de Henle. Passo 6 corresponde ao tubulo distal. Passo 7 corresponde ao ducto dqRfgramtagonista de
receptor deangidensina tipo 1 ACEI, inibidor da enzima conversora de angiotensin@RE\ bloqueador de
receptor de angiotensina tipo Il; ATPase, bomba déKNATPase; BNP, peptideo natriurético cerebral; MR
antagonista de receptor de mineralocorticoide; NCCTramsportador de NECI; NHE, trocador de N&H" 3;
NO, oxido nitrico; RAAS, sistema renina angiotensina aldosterona; V1RA/V2RA, antagonista de rece
vasopressinaModificada deTamargo e LopeSedon 2011

A pressdo de enchimento elevada resulta na ativacdo-imeonaral, aumeit da
demanda de Opelo miocardio e diminuida perfusdo coronaria, @ue aumenta o risco de
isquemia em pacientes com doenca arterial coroma2KSTEIN et al.,2008;HUNT et al.,
2009; TAMARGO et al.,2010; GHEORGHIADE, 2009. Sob essas condi¢fes, as sulists
vasoativas podem melhorar temporariamente os sintomas engiof hemodinamac
entretanto,podan causar umdesequilibrioentre oferta e demanda de, Gaumentar a

contratilidade e oa frequéncia cardiacap mesmo tempo em qaéeminui a pressao arterial,
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levando a reducdo dtuxo sanguineo coronariano e renaligeis criticos e causar danos a
orgaos secundasqGHEORGHIADE, 2009;METRA et al.,2009. Portantgvasodilatadores

nao promovem a melhoria da mortalidade particularmente em pacientes com doenca arterial
coronaria. Algumas suldsicias vasoativas em desefvimento préclinicos e clinicos e seus
mecanismos sdo mostrados na Figuta 1

Trés peptideos natriuréticos foram identificados em humanos: peptideo natriurético
atrial (ANP, também conhecido ANF), peptideo natriurético cerebral (BNP, também
conhecido omo NPPB) e peptideo natriurético tipo C (CNP). O ANP e o BNP, que séo
liberados a partir do coracdo em resposta ao aumento de pressao e volumse lkigdois
receptores de membrana, receptor tipo A de ANP e receptor tipo B de ANP. Estes receptores
estdoassociados ao guaaib ciclase de membrana (pGC), que quando ativado ira aumentar
os niveis de cGMP (Figura ) 7resultando em vasodilatacdo venosa e arterial, natriurese,
inibicdo neurehumoral e efeitos antifibroético, artiipertrofico e lusitrépico (AMARGO et
al., 2010).

Em pacientes com IC diastélica aguda com dispneia em repouso, infusdo intravenosa
de nesiritide (BNP recombinante humano) melhora o estado clinico e hemodinamico
(GHEORGHIADE, 2009, TAMARGO et al.,2010,MITROVIC et al.,2009) Contudo existe
relato de que poderia promover disfuncdo renal e aumento da mortaliGAIEKNER-
BERNSTEIN et al.,, 2005). Em estudo clinico de fase lll em pacientes com IC
descompensadaesiritide apresentou melhora modesta e ndo sigtivécda dispneiasem
melhora @ funcdo renaé sem reduio do nimero de maée em trinta dias odo nimero de
hospitalizacdesHERNANDEZ et al., 2010). Estes resultados levantaénias preocupacdes
sobre o futuro do uso de peptideasriuréticos.

Inibidores de vasopeptidasesibem simultaneamente neprilisina ECA, o qual
potencializaas acdes dpeptideo natriurético de cinina e inibem o RAS. Estas substancias
reduzem a resisténcia vascular periférica e melhoram o fluxo local e o balango entre
sbédio/agua. O omapatrilatoi o primeiro inibidor de vasopeptidase que bloqueia
simultaneamente BCA e previne a degragao de peptideos natriuréticos. Esie alcancou
superioridade sobre o enalapril em pacientes com ACKER et al., 2002). Eainda
aumento o risco de angioedemarovavelmente por inibir trés metalopeptidase€A,
amiopeptidase R neprilisina), que participamandegradacdo de bradima. Contudo,os
bloqueador de receptor de angiotensina Il tifdARB) que n&oapresentam eftos sobre as
metalopeptidases receptores de neprisilinas podem apresentar os efeitos benéficos

cardioprotetores esperados sem, entretanto, causar angioedema. O LCZ696 que compreende
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subunidadeanoleculares do valsartanusado em pacientes com hipertensao, reduziu a
pressdo arterial e aividade plasmatica da renina spnomoverangioedemaRUILOPE et
al.,, 2010). Outros inibidores de vasopeptidases coviNP489 e daglutril estdo em

desenvolvimento.
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Figura 17. Esquema representativa de mecanismos g@® ae varios vasodilatadores. As act
intracelulaesdo cGMP sédo mediadas via proteimpiinases dependente de cGMP (PRKG) co
cGKs, fosfodiesterases (PDEgguladas por cGMP (PDE) e canais ibnicos nucleotideos depenc
ciclicos (CNGC). AC, adeniliticlase; ANP, pepitideo atriala natriurético também conhecido c
ANF; BNP, peptideo natirético cerebral também conhecido como NPPB; cAMP, AMP cicl
CNP, peptideo natriurético tipo C; CRHR2,receptore 2 liberador de corticotropina; CRLR, re
de calcitonina como atividade do receptor de proteina modificando; CTGF, fator de crescitiee
tecido conectivo; eNOS, Oxido nitrico sintase endoteliazgRET receptores de endotelina; Gt
guanilil ciclase; GPCR, receptor acoplado a proteina ; LTCC, canal 8etifa ; MMP2,

metaloproteinase de matriz tipo 2; NO, 6xido nitrico; NPRA, recefgqreptideo natriurético tipo A
Pl 3K, quinase 3 fofoinositideo; PKA, Pr
receptor modificador de atividade de protein; RXF&Eptor 1 de relaxina; sGC, GC soluwv
TGFb1l, fator de cde s dMbdiiadatddamargoae hapésSedom2dll
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As urocortinas (UCN) sabormbniosda familia de peptidedspotalamicos liberador
de corticotropina (CRH). UCN1, UCN2, e UCNS se ligam a receptores cardiamolados
proteina G (um receptor de CRHI 1ICRHR1 e 2i CRHR2). UCN2 e UCN3 ligamse ao
CRHR2 e ativam as viasad proteinascinase, tais comqg a via daPI3K-AKT, da
ERK1/ERK2 que pertence a familia das MAPKEstes hormonios podeproduzir efeitos
inotrépicos positivosatravés deestimulacdo de PKA €TCC, bem comoda ativacdo de
SERCA2promovendcaumentando eecaptacdo de Ca para o RS. UCN2 &JCN3 tanbém
promovem a inibigdo newfoumoral, vasodilatacao e diureS&ENKATASUBRAMANIAM
et al.,2010).A infuséo intravenosde UCN2pode aumentaa fragédo de ejecaeentricular, a
frequéncia cardiaca e redlua pressao arterial em pacientes conti@nica(DAVIS et al.,
2007). UCN1 nagromove qualquer alteracdo deteitos hemodinamicos e os efeitos de
UCN3 em pacientes com J@inda nasao conhecidos.

A via de cGMPsGGNO representa uma importante via de regulacdo do toénus e
proliferagdo do musculo lisoagcular TAMARGO et al., 2010 MITROVIC et al., 2009
TAMARGO et al.,, 201(). Esta via esta interrompida na IC devido a redudao
biodisponibilidade de NO e reducéo da sensibiliddalesGCao NO, resultando em recéo
da vasodilatacdo (Figura 17O cinaiguat ativa sG@o estado oxidado aumentando portanto
a vasodilatacao, principalmente na presenca de estresse oxid#MRAQVIC et al., 2009,
TAMARGO et al., 201039. Em pacientes com IC diastdlica agudacinaciguat melhorou
parametros hemodinamicos maeesenca ddaxa de filtracdo glomerular preservada sem
produzir tolerancia ou ativacdo nedromoral TAMARGO et al., 20103). Entretanto, por
produir hipotensdo em doses elevadas, trés ensaios clinicos de fase laedtdondoos
efeitos de baixas @des do cinaciguat no tratamento de IC.

A relaxina € um hormdnio peptidicelacionadaa insulina que modula as mudancas
hemodinamicas e renais durante a gravidé®MARGO et al., 2010 TEICHMAN et al.,
2010. Aumenta a vasodilatacdo por ativacdo de eNO&le aumento da atividade de
metaloproteinases tipo 2 e 9 (MMP2 e MMR®dduzindo vasodilatacédo via NO por ativar
receptores de endotelina tipoBrelaxina também aumenta a contratilidade cardiad@xo
renal e apresenta propriedadetifibrética, pa inibicdo da biossintese de colageno e
promover a degradacdo de colageApresenta também propriedade antiamatoria por
impediro aument de citocinas como TGBE e p r o p rapoptdtiead EICHMAN et
al., 2010. Em estudo com pacientes com IC aguda descompensada, infusdo intravenosa de

relaxina por 48 horas melhora a di§pne a congestdo. Também reduz o tempo de
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hospitalizacdo e incidénciade mortes pocomplicacbes cardiovasculares e @nero @
readmissdes hospitalares em sessdiatadevido a ICTEERLINK et al.,2009.

Os nibidores de ECAe antagonistasATR melhoram os sintomas e parametros
hemodinamicos na ICDICKSTEIN et al., 2008; HUNT et al., 2009. Estes efeitos sao
atribuidosainibicdo de efeitos deletérios da estimulacdo de;RTjue leva a vasoconstricao,
retencdo de soédio e agua, liberacdo de aldosterona e vasopressina, estimulagdo do tonus
simpatico, inflamacéo, fibrose e crescimentdulee. Foram observados efeitos clinicos
similares com o0 uso de espirolactona e eplerenona em pacientes com IC e com disfuncéo
sistélica ap6s IMDICKSTEIN et al.,2008;HUNT et al.,2009.

A reninaé limitante da velocidade do FSAA renina e a proeninase ligam a receptor
especifico (pro)renina, o que aumenta a sua atividadeticatalfiva p42/p44 MAPK e induz
a liberacdo de TGB , gue por sourabidor dezativaio de elasmiaogéo 1
independente da geracédo de angiotensindBNSENet al., 2008; FUNKE-KAISER et al.,

2009. Assim os inibidoresdiretcs, de renina promoveriam um efeito protetor adicional aos
inibidores do RAS(TAMARGO e LOPEZSEDON2011). O aliscireno é umotenteinibidor

de renina, eficaz por via oral, quando associado a mibic¢ s d e -blé@Adores. Nps
pacientes com ICC o alisciremeduz os niveis de NproBNP e reduz a concentracdo de
aldosterona urinéria. No entanto, ndo altera auna sistélico final do VE ou a fracdo de
ejecdoem pacientes que tiveram IMAMARGO LOPEZSEDON2011).

A IC aumenta a expressao de ;RTe a ativacdo desses receptores produz efeitos
opostos aos que sdo mediadria AT,R (UNGER e DAHLOF, 201Q. O compot 21 é o
primeiro ndo peptideativo por via oral e agonista seletivo para,RTque 1. melhora a
funcéo sistdlica e diastolic&, diminui a expresséo de citocinas fnflamatorias, tais como
IL-1 b IL-2, IL-6, 3. reduz os niveis de mieloperoxidase e expressdo de marcador pro
apoptético, como caspa8ee Fadigado, na zona peinfartada,4. reduz a area de fibrose
(UNGER e DAHLOF, 2010. O composto 21 estd em estudo-gigico. Os agonistas de
AT,R ndo peptideos representam uma nova classe de medicamentos com potencial para o
tratamento da ICTAMARGO e LOPEZSEDON2011).

Os antagonistas de receptores de mineralocorticoides (M&Rizema fibrose o
remodelamento de VE melhora a funcdo ventriculaendo eficazes empacientes com IC
cronica quando combinados com inibidores BEA, antagonistaATR e -bbbqueadores
(DICKSTEIN et al., 2008; HUNT et al., 2009; FUNDER, 2009. Entretantp os MRA
apresentam desvantagens, incluindo efeitos endoécrinos secundarios e wariacoe

interindividuais na respostaEm pacients com IC tratados com inibidores de AC,
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antagonista®ATR ou MRA, os receptores de mineralocorticoides sdo superexpressos e 0s
niveis aldosteronacirculante e tecidual estdo elevados, devido superexpressiao de
aldosterona sintasgCYP11B2). Este aumento nos niveis de aldosterona induz efeitos
mediados por receptores ndo mineralocdidies, podendo portanto limitar os efeitos
protetores doMRA (FUNDER, 2009.

Substacias inotropicas positivas ndo somentesdo indicadas para a melhora dos
sintomas e da funcdeardiacaem pacientes que apresentdmixo débito cardiago
hipoperfusdo ou congestdo periféricamo também para estabilizar o risco de colapso
hemodinamico progressivdd[CKSTEIN et al., 2008; HUNT et al., 2009. Preocupacdes
sobre a eficacia e segurangos medicamentos inotropicos posis (digoxina, dopamina,
dolutamina e inibidores de PDE3) tem estimulado o desenvolvimento de novos
medicamentos que ndo aumentafta’’];, a demanda de oxigéniondo induzen arritmias
(TAMARGO et al., 2009; TEERLINK et al., 2009; GOLDHABER e HAMILTON 2010
(Figura 18)

Os sensibilizadores de €anelhoram a contratilidade aumentando a ligagdo déaCa
troponina C ou através da estabilizacdo do complextt@monina C, aumentando assim, a
geracdo de forca a uma determinada’[C4TAMARGO et al., 2010; DE LUCA et al.,
2006).

O levosimendan é um sensibilizador de’Caue produz vasodilatacdo sistémica e
pulmonar, abrindo canais dé Hependente de ATP em vasos de resisténcia. Estudos clinicos
témsidorealizadogara avaliar a seguranca do uso el@sédicamento em pacientes IC aguda
descompensada, entretanto, os resultados demonstrados ainda ndo sao conclusivos
(TAMARGO e LOPEZSEDON, 2011).

Istaroximainibe a atividade da N&*ATPase de membrana, o que aumenta 4 JCa
durante a sistole e portanta contratilidade cardiaca além de estimulaatimidade da
SERCA2a o que leva a um rapido sequestro d& @asdlico para o RS durante a distole,
melhorando portanto o relaxamento miocardico (TAMAR&QI.,2009; TEERLINKet al.,
2009; GOLDHABER e HMILTON 2010). Em pacientes com IC descompensada aguda
istaroxima melhorou a contratilidade e hemodinamica neelhora a rigidez do musculo
cardiaco durante diastOlica sem causar alteracdo na demanda d@aCatividadeneure
hormonal e na funcdo ren&lo contrario dos inotropicos disponivessjstaroximaaumenta a
pressao sistolica e diminui a frequéncia cardiaca (GHEORGHI&DRIE, 2008; SHAHet al.,
2009). Em estudo a curto prazo, realizado em paciesdgs IC, ndo houve nenhuma
evidéncia de hipotesdo ou danos em orgdalvos (DICKSTEINet al., 2008; HUNT et al.,
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2009). Nestes pacientes, a reducao da presgalaicpulmonar foi moderada e o aumento do
débito cardiaco e a reducdlm volume diastolico final ocorreram apera® dose mais
elevadasemmelhora dguncéo rena(TAMARGO e LOPEZSEDON, 2011).

Digoxina, istaroxima
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Figura B. Locais de acéo de agentes inotropigositivos. Canal de Gatipo L (LTCCs) ativa a liberagéic
de C&" do reticulo sarcoplasmatico (RS) via receptor da rianodina (RyR2), resultando em admne
concentracdo de €aintracelular [Ca2+]e induz a contracdo cardiaca. A receptacdo dé f2ma o RS
ocorre via C&-ATPase (SERCA2) e a extrusdo ocorre via trocador 'IQ¢d (NCX1) e C4"-ATPase de
membr ana per mit i nAR reaptorbeadranérgico,e ANY16SERCAR, vetor viral ader
associado ao gene de SERCAZ2; AC, adenilato ciclase; PDE3, fosfodiesterase 3; PDE3I, inib
fosfodiesterase 3; PKA, proteina quinase A; PLB, fosfolamban; TNC, troponina C. Modificadandego e
LopezSedon 2011

Os ativadores de miosina cardiaca aumentam a atividade da miosina ATPase e acelera
a liberacao do fosfato do ciclo de ponte cruzada, o que aumenta a forca contratil e aefracao d
ejecdo sem alterar os niveis de cAMP, a’[l;@ o fluxo sanguineo coronariano ou a
demanda de D(TAMARGO et al., 2009; TEERLINK 2009; TAMARGOet al., 2009).
Assim, @ contrario dos inotropicos convencionais, 0 mercarbil aumenta o teanfrago de
ejecdo sem alterar a +dP/dt, demanda gle @ fluxo coronariano. Quatro ensaiosfdse |l
analisaram a farmacocinética, eficacia e seguranca do mercarbil administrado por via
intravenosa em pacientes com IC estavabm cardiomiopatia isquémica e angina
(TEERLINK 2009; TAMARGOet al.2009). Apesar daumento no tempo de ejecéo afetar o
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enchimento diastdlico, particularmente durante o exercicio, o mercabil ndo apresentou efeito
deletério sobre a tolerancia ao exercicio em pacientes com cardiomiopamicem altas

doses (TAMARGCet al.,2009. Um ensaio deafse llb esta sendo realizado para determinar a
seguranca e eficacia do mecari@linicalTrials.gov).

A apelina, ligante de receptor semelhaate AT:R (APJ), produz potente efeito
inotrépicopostivo, por ativagdo de PKC que promove sensibilizagdo dos miofilamentos para
o C&*, assim comano influxo de C&" por ativacdo de NCX em modo reverso. Também
promove efeito vasodilatador dependente do endptébdiante ativacdo de Akt promovendo
liberac® de NO, além de promover modulacdo dos efeitos nocivos da ativacaoRle A

Iwanagaet al., (2006) estudaram a eficacia do tratamento com telmisartan (um
antagonistas dAT;R) em ratos comatos com IQque gpresentavam uma expressao redazi
da apelinee do receptor ARE demonstraram que o tratameptomoveu normalizacédo dos
niveis de apelina/APJsugerindo que a eficacia da inibicdo dos receptores AT1 restéC
relacionado com osiveis normais de apelina, um potente agente inotrépico positivo
endégno. Assim, sugendo uma regulacdo diretaedpelina/APJ pr Angll/AT1. (JAPP et
al., 2008; JAPPet al.,2010). Um ensaio clinico esta sendo realizada para avaliar os efeitos
inotrépicosda apelina (ClinicalTrials.gQv

Até 0 momentoestesnotrépicos sitivosrecentesido demonstraram um beneficio a
longo prazo. Por isso, e por causa da novidade de seus mecanismos de acdo e auséncia d
estudos comparativos com inotropicos converaigmr potencial terapéutico da istaroxiena
do mecarbilaindanecessd de avaliagbesm estudoglinicos de fase Il com ampliacdo do
namero dos pacientes tratad@&MARGO e LOPEZSEDON, 2011)

1.2.5. RECEPTORES DE ADENOSINA

Adenosina € um nucleosideo de purina gerado através da defosforilacdo de 5
monofosfoato d adenosina (MP) e pela hidrthise de Sadenosilhomocsteine. A acao al
adenosina no corac@mediada por receptores acoplados a proteina;&Re As-AR que
ativam proteina Gie Aa-AR, e Ag-AR com a- «o vV i MUBAGWA tee 2 n a
FLAMENG 2001) Estasproteinas Gestio associadas classicamente caninibicdo ou
estimulgdo de AC importante para a manutencdo da homeostase te(Bgura19). A

ativacao de A-AR, e As-AR aumenta a contratilidade do miocargior via independente



51

do AMP (LIANG et al., 1996) e aumeat o fluxo cormariano via ativacdo e canal dé K
dependente de AT®DUNCKER et al.,1995).

Feldmanet al., (2011) sugeriram que a funcda @denosina em mediar eeitos de
isquemia e protecdo apdsperfusdo poderia s&ima via crucial no desenvolvim@nde
disfuncado de VE, hipertrofia e faléncia cardiadaativacdo dos subtipos de receptores de
adenosina gerando uma cascata de sinalizagdo molecular, incluindo Akt, PKC, proteina
nuclear regulatéria MEF2, CERB, HDAC eFos o canal de KATP-dependentee PKA
poderiamregula a funcdo das proteinas regulatérias d& €amoPLB e SERCA2a (Figura

19).
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Figural9. Sinalizacdo daia dos receptores de adenosina. ModificadBadémanet al.,2011)

A adenosina e seugceptores poderapresentafuncdes bem diferdes durante o
desenvolvimento a disfuncéo cardiacaResultados em modelde IC secundaria a sobre
expressdo deitocinaspré-inflamatoria, TNFU | em ¢ a mkEbhDMAM et als201(1)
demonstrarangue os niveis teciduais de adenosina foram aumentados significativamente na
isquemia,entretanto encontrse reduzido em 70% erooragbes com disfuncdo de VE em
modelo de supexpress@dode TNE. Al ®m di sso, em raARfommcom |
aumentado 4 vezes e foi observado redugao de 50% dos niveis-A& AFUNAKOSHI et
al., 2007).
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A anormalidade do funcionamento desteseptores pode ser responsavel pela
reducdo da contratilidade cardiaca e ou da perfusdo coronariana em pacientes com IC
(ASAKURA et al.,2007). Alémdisso, esse mal funcionamento dos receptores pode facilitar a
agregacao plaquetéaria e ativacdo de leucgcrasponsaveis podanosao miocardioe na
microcirculacdo KEDENT et al.,1997). Asakuraet al., (2007) observaram que ocorre am
baixa regulacdona expressade Aa-AR, Azs-AR e Ag-AR em pacientes com IC implicando
em baixa regulacdo de importantes dasdenosina.

Em modelo deardiomiopatiahd umasuperexpressédo deAR estandassociado a
hipertrofia ventricular, aumento do tamanho de midcitos, reducdo da frequéncia cardiaca,
fibroseventricular e redugéo da mmtacdo de Ca. Além dissotambémfoi observado neste
modelo 0 aumento da producdo de AXEJucdo da expressdo de SERCA e PNBIC a
atividade da Akt, umainasecardioptrotetora também foi reduzidBUNAKOSHI et al.,

2007). Enquanto quetaperexpressao de A-AR foi associada@aunento da contratilidade
cardiacaassim comao aumento da expressdo de SERCA2a eptacdo de Ca pelo RS
(CHAN et al.,2008). O papel da sinalizacdo mediada pgr-AR em modelo de isquemia e
reperfusdo em ratos sugere beneficios sobre a funcédo e hémam cardiaca.

O Aa-AR é expresso emarios tipos de células, incluindo neutrofilospmacitos,
macroéfagos, células,® sua ativacao pela adenosina ou analogos resulta em uma ampla gama
de resposta aninflamatéria e imunossupressorddASKO et al.,, 2008). Tem sido
demonstrado quativacdo de A-AR em macrofagos m suprimir resposta inflamatéria
pela regulacido da producéo de citocinasipii@matorias, inibiéo da liberacdo de TNB e
IL-12 (KRECKLER et al.,2006;HASKO et al.,2000). A reducéo diberacido de TNRJ f o i
associada com a reducédo da ativacdo da via de sinalizacadkBedém disso, a ativacao de
Aox-AR também promove a liberacao ciéocina antiinflamatoria IL-10. Agonistas de A-

AR tem sido associada supressdo de eventos infladd@os em modelo de isquemia e
reperfusdao em coelndNORTON et al., 1992, cdo GLOVER et al., 2005a) camundongo
(YANG et al., 2005) e porcol(ASLEY et al.,2001). Ativacéo seletiva de A-AR poderia
promover cardioprotecado via mecanismos-aritamatérics sem ativacao de outros subtipos

de receptores (Patet al.,2009).
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1.3. LASSBIi0-294

O Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas (LAS%&io)
estudando o planejamento, a sintese e as propriedades farmacoldgicas de novos Nerivados
adlidrazbnicos bioativos (BARREIROet al., 2002), tendo sido identificados inUmeros
compostos com propriedades anflamatodrias, antitromboéticas e anéficas (LIMAet al.,

2000). O emprego da estraiiegle simplificacdo molecular ifura ) sobre os dévados
diidro(2H)piridazinonicos, inibidores de PDE (1) permitiu identificar a fungéxilidrazona
mascarada em sistema heterociclico (2). A inclusdo do anbetzddioxolapresente no
safrol (3)ligado aogrupamento ad e substituidado anel feila ligado a imina pelo anel
bioisostérico Zienila resultando no planejamento da 3,4-metilenodioxibenzoil-
tienilidrazona, LASSBie?94.

Simplificacao O
P I}JH molecular b (N Jj\ NHINAH
N ) N
&
Ar (a) |
Ruptura de Ar
2H-piridazona 1 ligacao

N-acilidrazona 2

ﬁ ()
Inclusao do anel
0] S
\\,
SOR=Y; SN
0 <o H

Safrol 3 LASSBio0-294 4

Figura 20. Esquema representativo da estratégia de simplificacdo molecular utilizada para romperaa
dos derivados R-piridazinbnicos obteto-se como produto um derivado que apresentou a fuhtdo
acilidrazna antes mascaradgummerleet al, 2009

Nosso laboratério tem como linha de pesquisa o desenvolvimento de novas

substancias para melhorar a disfao ventricular e fadiga muscular decorrentes do IM bem
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como a utilizacdo de algumas substancias bioativas pertencentes a cldéseiidsazonas

e 0 LASSBIie294 foi inicialmente avaliado quanto a sua capacidade em reduzir a area de
fibrose e em revégr a depressao cardiaca decorrente do IM experimental em ratos. Quatro
semanas de tratamento com LASSB® proporcionou um aumento no acimulo d& @a

RS em fibras cardiacas provenientes de ratos compidd promover aumentda captacao

pelo RS.Sendgjustificada pelo aumento da expressao de SERCE&&s efeitos resultaram
namelhora da depressédo cardiaca consequente aGABRIEL, et al.,2010. Também foi

descrito que a substancia impediu o desenvolvimento da area de fibrose, demonstrando
reducdodo percentual de coldgeno nos ratos infartados tratados por via intraperitoneal, além
de reduzir a presenca de infiltrado celular. Apds quatro semanas de IM vesHicue este
composto impediu o desenvolvimento de intolerancia ao exercicio fisico estpefeito

poderia estar relacionado tanto com a melhora da fungcédo cardiaca quanto com relacdo aos
seus efeitos na musculatura esquelética, uma vez que foi demonstrado que as alteracédo
induzidas pelo infarto no ésculo esquelético de ratogio desenvolvam nos animais que

foram tratados com subséncia (DA SILVA, et al.,2013. Além de ter promovido aumento

de cGMP via NO (SILVA et al. 2002, levando avasodihtacdo em musculo liso vascular.

Além disso, foi demonstrado que LASSEI®4 se liga a\a-AR.

1.5. LASSBIie897

Novas substéncias foram planejadas e sintetizadas a partir de modificagbes na
estrutura do LASSBi294. Diferentes atividades biol6gicas foram observadas com a série
alquilados e n&alquilados apresentando um perfil farmacol6gico artemte para o anel
tienil, uma vez que foi observado auséncia de atividade, quando o anel foi substituido por
outros grupamentos (SILVAt al.,2005). Consideranda importancia farmacoforica dmel
tienila para o efeito farmacoldgicoeesta série, foi @édo construido um regioisbmero do
LASSBI0-294, através da substituicdo do aBeienil pelo anel3-tienil, a qual resultou em
génese do compostAASSBIio-897 (Figura 2). O LASSBIe897 se mostrou 200 vezes mais
potente do que o protétipo original LASSB284 na producédo de vasodilatacdo em anéis de

aorta de rato e uma reducdo significativa da pressao arterial em ratos espontaneamente
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hipertensos apdés administracdo aguda e tratamento a longo prazo (ZARMI®@ et al.,
2010).E de forma semelhante ao LASSEi84, também fodemonstrado sua ligacaoAaa-
AR.

0
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Figura 2. Estrutura quimica de LASSB#94 (1) e LASSBIia897(2).

0
|

O desenvolvimento da IC esta usualmente relacionado com a hipertensao arterial e ao
IM, fatores estes que levam a disfuncéo diastdlica, definida por ineficiéncia do relaxamento
de VE. Tendo m vista que o tratamento da disfuncdo diastolica ainda tem se mostrado um
desafio, os agonistas de AF\se mostram um alvo farmacolégico atraente para o tratamento
da IC, devido aos seus efeitos cardioprotetor relacionados ao remodelamento cardiaco, acao
vasodilatadora, e possivel regulacdo da homeostasia’dleN@ate contexto o LASSBip94
gue ja demonstrou interessantes resultados quando utilizados para o tratamento da disfuncdo
diastélica em animais normotenso submetidos ao IM, devido ao aumentoegéacéo de
ions calcio e melhora em aspecto do remodelamento cardiaco, betemamstrowque suas
acOes poderiam ser mediadas através gdeRA e seu derivado o LASSBRO7 apresenta um
potente efeito vasodilatador se torna atraente o estudo destasibsi@scias em modelo da
IC.
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1.5 OBJETIVO

1.5.1 OBJETIVO GERAL

Tendo em vista a importancia clinica do desenvolvimento de farmacos eficazes no
tratamento da IC decorrente do IM associada a hipertenséo arterial, o objetivratedhe
de tese de ddoradofoi avaliar os efeitos produzidos pela administracao, via intraperitoneal e
oral dos compostos, LASSBREP4, LASSBie897 em ratoespontaneamenteipertensos

(SHR) ap6s o IM durante 4 e 8 semanas . Pardasam avaliadas:

1.5.2 OBJETIVO ESPECIFICO

1 Tolerancia ao exercicio através do teste de esforco;
1 Ecocardiografia
1 Parametros hemodinamicos;

Presséo Arterial Sistélica (PAS)

Presséo Arterial Diastélica (PAD)
Pressédo Arterial Média (PAM)
Frequéncia Cardiaca (FC)

Presséo Ventricular Esquerda (P\4istolica e diastdlica
1 Hipertrofia cardiaca
1 Fibrose cardiaca

1 Expressao déNF-a



2.Materiais e Métodos
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Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal dal®itaneirdDFBCICB 049A). Os animais
foram criados no biotério do Programa de -Boaduacdo em Farmacologia e Quimica
Medicinal dolnstituto de Ciéncias Biomédicas da UFRJ.

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar Kyoto (WKY) e ratos
espontaneaente hipertensos (SHR) com-12 semanasOs animais foranmantidos em
gaiolas de polietilenaguatro animais por caixapb condicdes monitoradas de temperatura,
com livre aceso a racdo do tipo pellets agua,midos em ciclo claro/escuro de 12 horas,
sendo a fase clara detbas 1&h.

2.1. MEDIDA DA PRESSAO ARTERIAL NAO INVASIVA

Os animais foram mantidos em uma caixa de contepgéporcionando o isolamento
dasua caudgpara medida da presséao arterial através do ugptetiemografo de cauda (Mod.
LE 5001 Pressure Meteffrigura 2. Foram avaliadoses valores de pressao arterial sistolica
(PAS), presséo arterial diastdlica (PAD), pressao arterial média (PAM), bem como a

frequéncia cardiaca dos animais.

Figura 22. Esquema representativo dadida de pressdo, método ndo invasiail, cuff utilizando
pleitismografo de cauda.
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Os animais, mantidos sob umante de calor radiante, foram aclimatizados na caixa
de contencdo para em seguida, 0 manguito e o transdutor de pressdo serem posicionados né
porcdo proximal da cauda. Este procedimento foi realizado trés dias consecutivos por um
periodode 10 min. Um diaantes da cirurgia foi entdo realizada a medida da pressdo dos

animais para que se pudesse confirmar a hipertenséo arterial.

2.2. MODELO DE INFARTO DO MIOCARDIO EXPERIMENTAL

Os ratodoram submetidos a cirurgia experimental para inducédo do IM em cosdi¢de
assépticas e de forma indolor. Os animais foram anestesiados com isoflurano 3% e mantidos
sob anestesia com 1,5%, para que fossem colocados em decubito dorsal seguida de realizacac
de uma incisdo pat@xternalesquerda e dissec¢cado dos musculos graneeuepa peitoral. O
coracdo foi exteriorizado entre 0 4° e 5° espacos intercostais para oclusdo total da artéria
coronaria descendente anterior através da ligadura com fio de seda, 6.0 (Fgura 2
Imediatamente apés este procedimento, o coracao foi ragnd@mecolocado na cavidade
toracica e realizada a sutura externa com fio de seda 3.0, seguido de ventilacdo assistida. Os
ratos controles foram os faleperados (Sham), submetidos ao mesmo procedimento
cirdrgico sem, entretanto, sofrer a ligadura dariartésoronaria GABRIEL et al.,2010).

Ligadura da
artéria coronaria
descencente
anterior

Figura 23. Esquema da cirurgia experimenpara induzir o IM. No detalhe estiddicando a ligadura de¢
artéria coronaa descendente anteridodificado de Winsiow & Kibiuk, 2001
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2.3. REGISTRO DO ECG APOS INFARTO DO MIOCARDIO

O eletrocardiograma (ECG) foi realizado antes e 15 min ap0s a cirurgia experimental
de ligadura da artéria coronaria descendente anterior para confird@g¢io Os eletrodos
(MLA 1204 Needle Electrodeis 2 mm Pin- ADInstrments) acoplados ao amplificador e ao
digitalizador para aquisicdo do sinal (Powerlab, ADInstruments) foram fixados no térax do
animal para o registro do ECG na derivagédo D2. A andliselddos foi realizada utilizando
se o software LabChart (Versdo 7,0, ADInstruments). O IM foi determinado pela presenca da

elevacao do segmento ST, padrdo agudo de leséo, e/ou desenvolvimento de onda Q.

2.4. ECOCARDIOGRAFIA

A funcédo cardiaca foi avalila porum ecocardiégrafo equipado camansdutor 10
MHz (Esaote modelo, CarisPlus, Firenze, Italia), em dois momentos do estudo; 1. apds a
cirugia para a confirmacéo do IM, que foi avaliado atraves da imagem no eixo curto em
modoM na altura dos papilare®. ao final do periodo de tratamento, sendo captada as
imagens dos eixos curto e longo paraesternal. O eixo ctadtm@&nsional, pontos de vista de
ambos os ventriculos, a nivel dos muasculos papilares foram adquiridos para obter &reas
ventriculares esquéas. Débito cardiaco, volume sistdlico e fracdo de ejecdo foram obtidos a
partir do eixo modo Bongo de acordo com o método de Simpson. As seguintes variaveis
foram obtidas em mod® do VE espessura da parede anterior e posterior, bem como o
diametro inerno durante a sistéle e didstdioppler davalvula mitralfoi aplicado para obter
a velocidade integrante do fluxmitral rapido (E) e lento (A)Todas as medidas foram

obtidas segundo as Diretrizes da Sociedade Americana de Ecocardiografia.

2.5. TRATAMENTO COM DERIVADOS N-ACILIDRAZONICOS

Os derivadodN-acilidrazénicosutilizados neste trabalho foram sintetizados e cedidos
pelo Laboratoério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bio@diA@SBio) da Faculdade de
Farméacia da UFRJ.
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Para a administg@io as substancias foram solubilizadasdenetil sulféxido (DMSQ
ou em suspensdo formulada pelo Laboratério Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
LTDA, que por motivo de sigilo pantario néo foi possivel a dggdo da mesma.

Os grupcs de animais dometidosao infartoi IM ou naoi Sham, foransubdividids
de acordo com o tratamerda seguinte forma:

1. Veiculo, dimetilsulféxido (DMSO), utilizado como controle;

2. LASSBi0-294, 2 mg.kd, via intraperitoneal (i.p.) em DMSO;

3.LASSBI0-294, 10 mg.kg, via oral (v.0.) suspensao;

4.LASSBIi0-294, 20 mg.kg, v.0. em DMSO ou suspensao;

5. LASSBi0-897, 2 mg.kg, i.p. em DMSO;

6. LASSBi0897, 20 mg.kd, v.o suspenséo.

O tratamento foi realizado diariamente durante quatro ou oito semanas a partir do dia

da cirurgia. As substéancias foram diluidas em concentracdo de 25 mg/ml.

2.6. TESTE DE ESFORCO

Para a avaliagdo da intolerancia ao exercicio fisico, foi realizado o teste de esfor¢o nos
ratos dos diferentes grupos experimentais. Os animais foram iniotalraelimatizados na
esteira ergométrica (EP131, esteira motorizada para ratossighti SP-Brasil) na terceira
semana ap6s a cirurgia (Figurd)2No momento da aclimatizacdo, os animais foram
mantidos na esteira durante 10 min,velocidade da est& inicialmente parada foi
gradativamente aumentada até alcancam.Bin’. Os animais que ndo andaram durante
aclimatizacao foram excluidos do teste. Este procedimento foi repetido duas vezes durante a

semana.

=

«
of w
»

Figura24. Esteira ergométrica, onde foi realizado o teste de esforco.
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Na udltima semana de tratamento, grspos Sham e IM tratados ou ndo com o0s
derivados N-acilidrazonicos foram submetidos ao testde esforco. Os animais foram
colocadosna esteira ergométrica, para realizacdo do teste que consistiu de trés etapas com
aumento progressivo da velocidade da estdi. primeira etapé velocidade da esteira de 8
m.min’; 2. segunda etapavelocidade da esteira de 12 m.iiB. terceira etapa velocidade
da esteira de 18 m.minAs duas etapas iniciais tiveram duracdo de 3 min cada, enquanto que
a etapa final,os ratos permaneciam na esteira até indicarem fadiga, prostracdo postural,
momento no qual a corrida foi interrompida e entdo determinada a disiatatipercorrida
pelos animaigLui e cols. 2010).

2.7. HEMODINAMICA

Ao final do periodo de tratamentos animais foram preparados para a medida da
frequéncia cardiaca, pressao arterial e da presséo ventricular esquerda Hrigdseaimais
foram mantidos sob anestesia com pentobarbital sédico (50 Td.gy Em seguida, foi
realizada adisseccdo dartéria carétida direita e entdo inserido um cateter preenchido com
soro fisioldgico heparinizado, conectado ao transdutor de pressdo calibrado (MLT884,
ADInstruments) para registro da pressao arterial (PA). Apos a estabilizacdo da PA, o cateter
foi introduzido até alcancar o ventriculo esquerdo para obtencdo do registro da pressao
ventricular esquerda sistélicRES), pressao ventricular esquerda diastdlica final (PVEDF),
derivadas +dP/dt edP/dt. Este dados foram s#yvados e armazenados no computpdoa
posterior andliséPowerlab, ADInstrumentg)tilizando o programa Lab ChafT.0 Version,

ADInstruments).

£

Artéria carotida Eletrodos
PA ECG

Figura 25. Esquema representativo do procedimento utilizado para registro de pressdo arterial e intravel
frequéncia cardiaca e eletrocardiograma.
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2.8. ANALISE HISTOPATOLOGICA i PREPARO DE LAMINAS

Apds o estudo hemodindmicas animais foram entdo sacrificados e o musculo
cardiacoremovido e mantido em solucdo de paraformaldeido 10% em taiogfato, para
fixacdo. Posteriormente, os tecidos foram desidratados em 3 banhos de alcool etilico (70, 100
e 100 %) por 30 min cada para depois passar por 2 banhos de xilol por 30 miftra&aafi
foi realizada em 2 banhos de parafina a 60°C e o tecido em blocos de parafina foram entdo

seccionado em micrétomo (Lupgodelo MRP 03gm fracdes de Am.

2.8.1. Coloragéo de Hematoxilina e Eosina

As laminas foram mantidas em estufa a 60°C daré@tmin seguido de 3 banhos de
15 min em xilol para a retirada de parafina. A hidratacao foi realizada com 3 banhos de 5 min
em alcool etilico absoluto seguidos de 2 banhos de 5 mim em agua destilada. Entdo, as
laminas passaram por um banho na solu¢deedeatoxilina durante 5 mim e lavadas em agua
corrente por 5 min. Para a diferencia¢éo foi utilizado um banho de alcool acido durante 30 s e
um banho de 1 min em 4gua amoniacal. As laminas foram novamente lavadas em 2 banhos de
5 min em &gua destilada e pasam pela contreoloracdo em eosiA#oxina durante 2 min.
Apods serem clarificadas, as laminas foram observadas em microscépio éptico (Zeiss
AXIOSTAR-plus). A oloracao histolégica topografica permite a identificagcdo de estruturas
celulares pela capatade de reter corantes basiexcidos. Os nucleos (carater basofilo) séo
evidenciados pela hematoxilina em purpura, apés o tratamento com acido, enmecago
diversas estruturas do citoplasma e matriz extracelular sdo coradas pela eosina e floxina em

rosea.

2.8.1.2. Avaliacéo de infiltrado celular

Para a quantificacdo de infiltrado celular foram observados 6 campos de laminas
coradas com hematoxilina e eosina na objetwen aumentode 40 vezes. A densidade
nuclear foi calculada através da razddreero nimero de nucleos celulares e a area total

visualizada em microscopio optico (Kubotaal.,2000;Mondenet al.,2007).
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2.82. Coloracao de Picrusirius

As laminas foram coradas atraw#s um banho em solucéo de pisitius red 0,1%
durante 90 minFoi utilizado para diferenciacé solucdo de acido cloridrica 0,01 M,
durante 2 min. Posteriormen2ebanhos de 5 min em agua destilada para lavagem, 3 banhos
de 30 s em élcool etilico absoluto para desidratag@guidos de 3 banhos de 5 min delxilo
para clarificacdo. Esta coloracdo histologica permite a observacdo das fibras colagenas

coradas em vermell®o mculo cardiaco corado emmarelo.

2.8.2.1. Quantificacdo da area de fibrose

Com o objetivo de quantificar a presenca de colagirografias de 6 campos de
cada corte (aumento de 20 vezes) foram obtidas dded&moradas com picairius. As
condi¢cdes para a aquisicado das fotos no microscopio com o programa ImageProPlus 6.0 foram
padronizadas e ndo houve modificacdo das mesma apos souigéobté\s fotos foram entéo
analisadas para a quantificagdo da area marcada em vermelho e da area total, representade
pela area do tecido sem o intersticio. A presenca dedilioogentificada através dolcalo

da razao entre estas duas areas.

2.83. Imunohistoquimica

Foi realizada avaliagdo imunohistoquimica para as seguintes proteinas(IfFNFo).

As laminas foram mantidas em estufab@°C durante 60 mie posteriormente foi
realizado a seguinte sequencia:3lbanhos de 15 mimexilol para a dsparafinizacdo; 2)
realizado 3 banhos de 1,5, 2 e 1,5 min em &lcool etilico abgmwohidratacda) 2 banhos
de 2 mim em alcool etilica 95 %; 4)1 banho de 1 min em alcool etilico 75 %5glavagem
em agua para remover o excesso de alcool. Amksrforam entdo colocadas em banho de
peroxido de hidrogénio durant min em temperatura ambiente e finaimeéatadas em 3
banhos 1,5, 2 e 1,5 min de solugédo tampéo fosfato (RB®)aterial foientdo transferiol
para uma camara escura e 0s cortes fagpostos a soro de cabra 5% durante 30 min em
temperatura ambiente. Em seguida, as laminas foram novamente lavadas com PBS e entdo
incubadas com anticorpo primério diluido em BSA 1%, em cadmara escura durante a noite a
4°C. Apoés esta etapa, as laminas forlavadas com PBS, e incubadas com anticorpo
secundario (1:2) diluido em BSA 1% durante 3 h a 4°C. Este periodo foi seguido de lavagem

com PBS, banho de 2,5 min com Tris a 37°C e exposta a DAB durante 1Blasirentao
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foramlavadas com agua por 1 min eadas com hematoxilina por 5 min e lavadas em agua
corrente durante 5 min. Foi entdo realizada a desidratacdo e montagem comro entella

A quantificacao foi feita através de imagens de 6 campos de cada corte (aumento de 40
vezes) obtidas das laminas ertuds. As condi¢des para a aquisi¢cdo das fotos no microscopio
com o programa ImageProPlus 6.0 foram padronizadas e ndo houve modificagdo das mesma
apos sua obtencdo. As imagens foram entdo analisadas para a quantificacdo da &rea marcad:

pelo anticorpo em facdo a area total observada.

2.9. REGISTRO DE TENSAO ISOMETRICA EM ANEIS DE AORTA

Para avaliar a reatividade vascular, a porcdo toracica da artéria aorta foi retirada,
dissecada suspens&m hastessendo uma haste movel e a outra fixaolocada encuba
vertical preenchida com 20 ml de solug¢édo Tyrode modificada constituida de (em mM): NacCl,
123; KCI, 4,7, MgC}, 1,2; KHPQ, 1,2; dextrose, 11,5; NaHGO15,5; CaCj, 1,2,
continuamente oxigenada com mistura carbogénica (95%% CQ) a 37°CA hast movel
foi conectada a um transdutor de for¢ca (Grass FT 03) para o registro de tensdo isométrica
(Figura 28). Os sinais gerados foram digitalizados (Digidata 1322) e armazenados em

computador para analise através do programa Axoscope (Axon Instruments, In

Transdutor
de tensao
= s

Sinais

Cuba
experimental

Figura 26 Esquema representativo do procedimento utilizado para registemsio isométrica en
anéis de aorta
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ApGs o periodo destabilizacaala preparacdo (1 h e 30 mirgbsl g de tensadoi
avaliada a reatividade vascular, onde, o tecido foi exposto a concentracdes crescentes de
fenilefrina (1 nM7 10 puM) para avaliar aeatividadevasocongitora do tecido Apds ser
realizado a contracdo dos anéis de aorta como descrito anteriormente os mesmos foram
exposts a concentracdes crescentes de acetilcolina (1 aMuM) para avaliar eeatividade

vasodilatadora do tecido.

2.10. ANALISE ESTATIST ICA

Os dados foram expressos como média + EPM. O t€sieway) ANOVA foi
utilizado, para as comparacdes entre Sham e os demais grupos, considerando significancia
estatisticaP® < 0,05 Os gréficos foram construidos utilizars® o programa PRISMA 5.0
parm representar os dados obtidos.



3.Resultados
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3.1. MEDIDA DA PRESSAO ARTERIAL NAO INVASIVA

A medida da presséao arterial dos animais foi realizada no dia anterior a cirurgia de IM
para confirmacao da hipertenséo aadano grupo experimentaPAS, PAD e PAM dos WKY
foram iguais a 130,6 = 4,2 mmHg, 86,9 £ 4,0 mmHg e 100,7 + 7,5 mmHg, respectivamente,
enquanto os SHR apresentaram significativa hipertensdo com°1Z®2nmHg, 133,6 4,8
mmHg e 137,94 7,2 mmHg P < 0,05 (Figura 27).Confirmando, portanto, que os SHR
com idade que variava entreil2 semanaspresentavarhipertensao arterial. Em seguida,
os animais foram divididos aleatoriamente em grupos Sham e IM para serem submetidos ao

procedimento cirdrgicparainduzir olM.
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Figura 27. Medida da presséo arterial antes da cirurgia. Presséo arterial sistolica (PAS), diagtbijca,
média (PAM), de animais normotensos WKY e hipertensos SHR com idade ertfesgthanasP < 0,05

comparado ao WKY.

3.2. CONFIRMACAO DO INFARTO DO MIOCARDIO

ECG foi registrado antes e apo6s o IM para identificacdo de alteracbes observadas apoés
isquemia. Na Figura 28 podemos observar registros tipicos do ECG de tego(Rigura

28A) e apos o IM (Figura 28B). Note que apds a realizacdo da cirurgia que induziu o IM
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observouse elevagdo do segmento ST e desenvolvimento de onda Q (Figura 28B), sendo

estes eventos considerados como estagio de padrédo de lesdo agudadg@iréonge, 1998).

A
Antes IM
B
1mv‘ [N N N R N Y Y N N 275 /1
0,255

Figura 28. Registro de ECG. A, registro de ECG antes do IM; B, registro de ECG apéds o IM, com suiry
de onda @ elevacédo do segmento 83 derivagcao D1

Em seguida, foi realizada a confirmagcédo do IM através de imagem ecocardiogréafica
avaliando a motilidade da paredaterior do VE no eixo curto. 2/erificou-se que apos a
inducao do IM através da ligadura da artéria carnana parede anterior do VE @gsentotse

imével como indicado pela seta na Figura 29.

Antes IM Pés IM

Figura 29. EcocardiograniaModo-M Eixo curto 2 Painel da esquerda, imagem antes do IM; painel da dir
imagemapds o IM A seta indica a parede anterior do.VE
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3.3 AVALIACAO DOS EFEITOS FARMACOLOGICO DO
TRATAMENTO COM LASSBI0 -294 EM SHR INFARTADO

3.1. HEMODINAMICA

Quatro semanas ap0s a cirurgia, os anitnatados ou ndo com as sufinstiasforam
preparados para avaliacdo hemodinamica. A PAS dos grupos Stk eWKY -IM foi de
110,0 £ 8,9 mmHg e 116,8 + 4,8 mmHg, respectivamdateonstrando que o IM nao afetou
a PAS No entanto, bservouse aumento da PAS ngsupos SHRSham eSHR-IM de 172,7
+ 7,8 mmHg e 189,3 £ 8,3 mmHB k 0,05 respectivamente queconfirmou a hipertensao
arteral no grupo SHR conforme avaliacda PA nao invasiva. Além disso observamos que a
inducédo do IM em SHR nédo promoveu nenhuniaratdo na PASContudo, a PAS do grupo
SHR-IM-LASSBIi0o-294 foi reduzida para 143,1 £ 6,6 mmHg € 0,095, (Figura 30A)
indicando efeito anthipertensivo da substancia quando administrada na dose de 2'mg.kg

por via i.p.
@8 SHR-Sham + DMSO
Bl WKY-Sham + DMSO @8 SHR-IM+DMSO

@8 WKY-IM + DMSO B sHR-IM + LASSBi0-294 (2 mg.kg i.p.)
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Figura 30. Hemodinamica Pressao Arteriald, Pressdo Arterial Sistélica; B, Pressé@o Arterial Diastolica; C, Pre
Arterial Média; Medidas realizadas quatro semanas apds a cirurgia, em WKY, S¥am 8HR, Sham e IM tratado
ou ndo com LASSBIie294, i.p. 2 mg.kg. Dadosforam expressos em médiaEPM. %p < 0,05 comparado WKY
Sham; P < 0,05comparado ao SHBham:*P < 0,05comparado ao SHRV.. n=5.
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Em relacdo a avialcdo da PAD, também nédo foi obseraliferenca significativa
entre WKY-Sham e WKY¥IM com 71,7 + 6,7 mmHg e 88,1 + 5,9 mmHg, respectivamente.
No entantojobservamosumento da PAD no grupo SHeham e SHRM, de 127,6 £ 6,8
mmHg e 137,5 £ 5,1 mmHdP(< 0,06), respectivamente. Apos tratamento com LASSBIo
294 (2 mg.kd i.p.), houve recuperacdo parcial da PAD no SINRLASSBio-294, para
120,9 £ 15,8 mmHg, ndo sendo diferente significativamente quando comp@asgiupos
WKY -Sham e ao SHfSham (Figura 30B).

A PAM do WKY-Sham foi de 79,& 4,6 mmHg e do WKYIM foi de 101,2 £+ 6,3
mmHg, estando elevada nos grupos Stam e SHRM com 149,6 + 7,3 mmHg e 163,0 £
6,4 mmHg, respectivamentl < 0,05. O tratamento do grupo SHRI com LASSBIic294
(2 mg.kg" i.p.), promoveu reducdo significativa da PAM quando comparado ac St
para 121,7 + 6,7 mmHgP(< 0,05 (Figura 30C).

Também foi avaliado a FC dos animais, onde os grupos \8Kam e WKY¥IM
apresentaram 350,8 £ 19,4 bpm e 333,1 + 12,3 bpm, respectivameéiindo que o IM ndo
alterou a FC no animal normoten$tos grupos SHRSham e SHRM a FC aumentou para
406,5 + 11,5 bpm e 415,4 £ 9,6 bprR, € 0,05, respectivamenteApds tratamento com
LASSBI0-294 observamos que a FC reduziu significativamente 3&f4 + 37,7 bpmP <
0,095, quando comparado quando comparada aos gruposShER 406,5 + 11,5 bpne
SHR-IM (415,4 £ 9,6 bpm(Figura 31A),indicando recup@ag¢éo completa deste parametro.

@8 SHR-Sham + DMSO
@l WKY-Sham + DMSO B8 SHR-IM + DMSO

@8 WKY-IM + DMSO B sHR-IM + LASSBI0-294 (2 mg.kg™ i.p.)
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Figura 31. Hemodinamica Frequéncia Cardiac#, Frequéncia Cardiaca; B, DupRroduto. Medidas realizada
guatro semanas apos a cirurgia, em WKY, Sam e IM, e SHR, Sham e IM tratados ao ndo com 1288Sigio 2
mg.kg". Dadosforam expressos em médi&EPM. *P < 0,05comparado WKY Sham *P < 0,05comparado ao SHR
Sham P < 0,06 comparado ao SHRVI. n=5
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Adicionalmente, foi realizado o célculo do duplemguto (PASxFC) para avaliacdo
indireta do trabalho cardiaco. Ndo houve diferenca significativa entre 0s gruposSWAQY
(39364 + 5003 mmHg.bpm)e WKY-IM (39749 + 2272 mmHg.bpm) entretanto houve
aumento deste pardmetnosgrupos SHRSham e SHRM para71075+ 4380 mmHg.bpm
(P < 0,05 e 77198 + 4979 mmHg.bpm P < 0,09, respectivamenteindicando que a
hipertensdo pode interferir com a fungdo ventricu@bservouse também que o duplo
produto foi reduzidopara o SHRM-LASSBi0-294 (2 mg.kd i.p.) foi de 44925+ 4508
mmHg.bpm P < 0,05, quando comparado ao SFgham e SHRM, apresentando
recuperagédo complef&igura 31B).

Numa etapa seguintestudamos o efeito de LASSER94 na dose de 10 e 20 mgkg
administrado pela via oral. Neste protocolo avaba também a substancia em suspensao.

A PAS do grupo SHRM foi reduzidasignificativamentede 197,3 £ 7,2 mmHg para
131,4+ 13,9 P < 0,05 e114,2 + 8,8 mmHdP < 0,05, quando tratado com LASSBR94

diluido em DMSQnas doses de 10 e 20 mg-kpor via oral respectivamente (Figura 32A).

@ SHR-IM + DMSO
Bl WKY-Sham + DMSO

@ WKY-IM + DMSO
@8 SHR-Sham + DMSO

SHR-IM + LASSBi0-294 (10 mg.kg™! - DMSO)
SHR-IM + LASSBIi0-294 (10 mg.kg'l - Suspensao)
B SHR-IM + LASSBI0-294 (20 mg.kg™ - DMSO)
& SHR-Sham + LASSBi0-294 (20 mg.kg™ - DMSO) [l SHR-IM + LASSBi0-294 (20 mg.kg™ - Suspenssio)
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Figura 32.Hemodinamica Pressao ArterialA, Pressdo Arterial Sistélica; B, Pressdo Arterial Diastélica;r€sgao
Arterial Média. Medidas realizadas quatro semanas apdés a cirurgia, em WKYgS3khra SHR Sham e IM tratado
oundo com LASSBIie294, via oral,10 e20 mg.kg diluido em DMSO ou em suspens@imdosforam expressos en
média® EPM.®P < 0,05comparao ao WKY-Sham; P < 0,05comparado ao SH8ham;*P < 0,05comparado ao
SHRIM. n=6
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Entretanto, quando os grup8siR-IM foram tratados por via oral com a suspenséo de
LASSBIi0-294, 10 mg.kg e 20 mg.kg, houve apenas recuperacéo pard@lPAS 172,2 +
30,2 mmHg e 156,6 + 13,/mHg, respectivamenteAlém disso, quando foi realizado o
tratamento com LASSBi@94 (20 mg.kd) para o SHRSham a PAS reduziu pat&80,1+ 7,1
mmHg P < 0,05 demonstrando efeito arttipertensivaFigura 32A).

Assim como para a PASouve recuperacaoapcial ca PAD. No grupo SHRIM-
LASSBIio-294a PAD reduziude 142,2 £ 4,5 mmH(SHR-IM) paral02,5 £ 12,1 mmHgR <
0,05 e 83,1 + 5,8 mmHgP < 0,05 quando tratado com LASSBRES4 diluido em DMSO
nas doses de 10 e 20 mg'kgespectivamentéFigura 32B).Entretanto, para 0ogrupos
tratados com suspensao de LASSB® com ambas as dosdsstadamdo houve reducgao
significativa quando comparado os SHWR para aPAD foi de 125,4 + 25,1 mmHg e 127,4
+ 7,2 mmHg,para tratamento d&0 e 20 mg.kg, respectivanente, contudo, &ss valores
tambémnédo apresentaram diferenca significatigmndo comparados aos grupos WENam
(209,0 £ 24,1 mmHgSHR-Sham (14,9 + 13,7 mmHg(Figura 32B).

A PAM foi reduzidapelo LASSBIio-294 quandcadministrado por via oral soldiziado
em DMSQ Os grupos SHRM+LASSBI0-294 tiveram PAM dell7,6 + 12,8 mmHgR <
0,05 e 99,5 + 7,4 mmHgR < 0,05 apés tratamento cotD e 20 mg.kd, respectivamente
Estes valore$oram significativamentemenoresque o grupo SHRM (169,0+ 5,6 mmHg)
(Figura 32C).Entretanto o tratamento do SHIRM com a suspensao de LASSB?84 nas
doses de 10 e 20 mgkaao reduziu a PAM destes animasendo iguais a 136,7 + 27,5
mmHg e 135,4 £ 14,0 mmHg, se mostrando semelhante ao §HRdM (Figura 32C).

Quardo foi analisad a FC dos grupos tratados por via oral, verifiseureducao
parcialda FCpara os grupos SHRVM+LASSBi0-294 (10 mg.kd) quandoo LASSBio-294
foi administrado solubilizado em DMSO e formulado em suspenséo, sendo de: 3854
bpm e 374,6 £ 20,3 bpm, respectivamente. Entretanto, quando os grupos SHR
IM+LASSBi0-294 foram tratados com a dose 88 mg.kg" solubilizado em DMSO ou em
suspenséao obsenrsereducacsignificativada FC para os dois grupaendo de 415,4 £ 9,5
bpm para 361,4 88 bpm e 338, 19,5 bpm P < 0,05, respectivamente (Figura 33A).
Além disso, houve reducao parcial dameCSHRShamLASSBio-294 (DMSO) para 376,4 +
13,6 bpm, ndo sendignificativamentaliferente dos grupos WK-$hame SHR-Sham.

Ambos os tratamentos @bLASSBio-294 em DMSO nas doses de 1@@&mg.kg',
promoveram arecuperacdo completa do trabalho cardiaco, pois houve reducdo do duplo
produto (Figura 33B). Entretanto tratamento dos SHR com suspensao de LASSBR94

na dose de 10 mg.Rgndo reduziw trabalho cardiaco quando comparado aos-SHé#n e
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SHR-IM. Quando utilizamos a suspensam@malizacdo deste paramesd foi observado
quando o tratamento dos animais SHR infartados foi realizado cony2@* da suspensao

de LASSBIie294 (Figura 33B).

@8 SHR-IM + DMSO
SHR-IM + LASSBIi0-294 (10 mg.kg™ - DMSO)
@8 WKY-IM+ DMSO SHR-IM + LASSBIi0-294 (10 mg.kg'! - Suspens&o)
@8 SHR-Sham + DMSO B SHR-IM + LASSBi0-294 (20 mg.kg™* - DMSO)
& SHR-Sham + LASSBIi0-294 (20 mg.kg™ - DMSO) [l SHR-IM + LASSBio-294 (20 mg.kg™® - Suspensao)
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Figura 3. Hemodinamicd Frequéncia Cardiaca, Frequéncia Cardiaca; B, Duplo Produto. Medidas realiz:
guatro semanas apoés a cirurgia, em WKY, Sam e IM, e SHR, Shisinratados owndo com LASSBIie294, via oral,
10 e 20 mg.kq diluido em DMSO ou em suspens@mdosforam expressos em médicEPM. *P < 0,05comparado
ao WKY-Sham; P < 0,05comparado ao SH8ham:*P < 0,05comparado ao SHRV.. n=6

Apdbs o registro da pressao arterial, o cateter foi introduzido até o ventriculo esquerdo
para medida da pressao ventricular.pfessio ventricular esquerdaistélica (PVES dos
grupos WKY-Sham e WKY¥IM foi de 120,4 + 7,6 mmHg e 123,2 +,92 mmHg,
respectivamente, ndo havendo diferenca entre os mesmos. ConMeS#oi elevada para
0s grupos SHRSham e SHRM sendode 158,3 + 7,2 mmHg e 164,5 + 8,6 mmHg < 0,095
indicando maior trabalho cdeto e indiretamente um gasto maior de emefgira a
manutencao da funcéo sistolica dos animais hipertensos (Figura 34A).

Quando os animais SHRM foram tratados com LASSBi#94 na dose 2 mg.Kg.p.
houve recuperacao parcial #/ES para 134,2 + 10,1 mmKgnao apresenu diferenca

significativaentre os grupos WKXhame SHRSham(Figura 34A).
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@ SHR-Sham + DMSO

- WKY-Sham + DMSO B8 SHR-IM + DMSO
@8 WKY-IM+ DMSO B SHRIM + LASSBI0-294 (2 mg.kg i.p.)
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Figura34. Hemodinamica Pressdo IntraventriculaA, Presséo Ventricular Esquer8sstélica(PVES); B, Taxa de
desenvolvimento da pressao ventricular esquerda sis{élifdt); C, Pressdo Ventricular Esquerdaskifica Final
(PVEDF); D, Taxa de desenvolvimento da pressao ventricular esquerda diagifédt) Medidas realizadas quatr
semanas apoés a cirurgia, em WKY, SatMee SHR, Sham e IM tratados @do com LASSBie294, i.p. 2 mg.kd.
Dadosforam expresos em média EPM. *P < 0,05 comparadcao WKY - Sham *P < 0,05 comparado ao SHR
Sham P < 0,05comparado ao SHRV.. n=5

Para avaliar a taxa de desenvolvimento da pressao ventgsgaerda sistolicgue
indica de forma indireta a contratilidade cardiaca, deterrrsecu +dP/dt. O IM né&o alterou a
+dP/dt ndo havendo diferenga significativa entre os grupos \SkKa¥m e WKY¥IM, com
valores de 6325 + 567 mmHd.e 4533 + 602,0 mmHg-s respectivamente. Entretanto, os
grupos SHRSham e SHRM apresentaranaumento dardP/dt de 10019 + 757 mmHg.&
973 + 930 mmHg.$ (P < 0,09, respectivamente, indicando que a sistole cardiaca nestes
animais ocorre de forma mais rapida, associada a maior gasto de energia. Contudo, o
tratamento do grupo SHRM com LASSBIio294, 2 mg.kd i.p., promoveu reducéo da +dP/dt
para 7679 + 1847 mmHg.s ndo havendo diferenca significaticmando comparado ao
WKY -Sham eSHR-Sham (Figura 34B).
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A pressdo ventricular esquerda diastélica filRWEDF) nos grupos WK¥Sham e
SHR-Sham foi de 6,5% 0,68 mmHg e 8,98 + 1,IfhmHg, respedivamente. O IM induziu o
aumento da PVEDF nos grup@&y -IM e SHRIM paral8,81+ 1,68 mmHg P < 0,05 e
25,54 + 3,11 mmHgR < 0,09, respectivamente sugerindoprovaveldisfuncao diastolica
(Figura 34C) induzida pelo IM Estes resultados sugereque orelaxamento cardiaco dos
SHR submetidos ao IM é ainda mais prejudicado do que dos WKY. A administracdo
intraperitoneal de 2 mg.Kogde LASSBi6294 impediu o aumento da PBE sendo no grupo
SHR-IM-LASSBIi0o+294 de 14,76 £ 2,99 mmHd (< 0,05 semelhante ao WK-Sham e
SHR-Sham, sugerindo que este tratamento impediu o desenvolvimento da disfuncdo
diastélicano grupoSHR.

Na Figura 34D mostra taxa de desenvolvimento da pressédo ventricsguerda
diastdlica {dP/dt) indice ndireto do relaxamento cardiad®IM reduziua -dP/dtde-4542 +
442 mmHg.8 (WKY -Sham) para2978 + 149 mmHg:5(WKY -IM) (P < 0,05, indicando
gue a velocidade de relaxamento nestes animais também esta prejudicada apds quatro seman:
de IM. Para s gruposSHR-Sham e SHRM foi observadoaumento dadP/dt para7121 +
664,2 mmHg.2 e -6723 + 429 mmHg5(P < 0,09, respectivamentguando comparado ao
WKY -Sham possivelmente como resposta compensatéria da hipertensdo arterial nestes
animais (Figura 34D)Contudq ap6s tratamento com LA8B®-294 @ mg.kg" i.p.), o grupo
SHR-IM-LASSBi0+294, apresentou reduc&alP/dt de -4883 + 475 mmHg:§ ndo sendo
diferente dos grupod/KY -Sham ou SHRSham eéSHR-IM (Figura 34D).

Estes mesmos parametros foram avaliados para os animadMsHRtados om
LASSBIi0-294 nas doses dd0 e 20 mg.kg v.o., diluido em DMSO ou em suspenséo.
Verificou-se que aPVES do SHRIM-LASSBi0+294, 10 e 20 mg.kjem DMSOfoi de
134,0+ 14,4 mmHg e 133,2 £ 14,7 mmHgpm recuperacao parcial quando comparado com
0sgruposWKY -Sham(120,4+ 7,6 mmHg)e SHR Shan{158,3+ 7,2 mmHg) O tratamento
com a suspensdoe LASSBic294 (10 mg.kg'), manteve @?VESelevada enl69,8 + 12,8
mmHg no grupo SHRIM. Entretanto, o tratamento com a maior da2@ ifng.kg'") reduziu
parcialmente a VYEDF paral51,7 + 9,7 mmHg, (Figura53). a analise estatistica nao
evidenciou diferenca significativa com o grigwKY -Sham (129,2 + 14,7 mmHg) como o
grupoSHR-Sham (79,8 + 8,8 mmHy

Houverecuperacgao parciala +dP/dfpara os quatro grupos de SHR tratadoscom
LASSBIi0-294 Nos grupos onde LASSB94 foi diluido em DMSO os valores da +dP/dt
foram iguais 8046 + 1197 mmHge 8544 + 1026 mmHg’sde acordo com as doseskie

e 20 mg.kg, respectivamenteNo caso do tratamento caarsuspensdoovalores forante
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8881 + 773 mmHg5e 6994 + 933 mmHg:§ ndo apresentando diferenca significativa entre
os grupos WKY¥Shame $HR-Sham (Figura 35B).

@8 SHR-IM + DMSO
SHR-IM + LASSBi0-294 (10 mg.kg™! - DMSO)

@ WKY-IM+ DMSO SHR-IM + LASSBIi0-294 (10 mg.kg™ - Suspenso)

@8 SHR-Sham + DMSO B SHR-IM + LASSBIi0-294 (20 mg.kg™ - DMSO)

& SHR-Sham + LASSBIi0-294 (20 mg.kg™ - DMSO) [l SHR-IM + LASSBio-294 (20 mg.kg™ - Suspensao)
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Figura35. Hemodinamicd Presséao IntraventriculaA, Pressao VentriculeEsquerda SistélicaPVES); B,
Taxa de desenvolvimento da pressao ventricular esquerda siétdiv/dt); C, Presséo Ventricular Esquer
Diastélica Final (PVEDF); DTaxa de desenvolvimento da pressao ventricular esq(efalt) Medidas
realizadas gatro semanas apos a cirurgia, em WK¥ar8 e IM, e SHR, Sham e IMatados owndo com
LASSBIio-294, via oral, 10 e 20 mg.Rgdiluido em DMSO ou em suspensd@adosforam expressos en
média® EPM. ®P < 0,05 comparado ao WK¥Sham; P < 0,05 comparado ao SHBham;*P < 0,05
comparado ao SHRV. n=6
O tratamento dos grup@HR-IM+LASSBIi0-294, com 10 ou 20 mg.kg", em DMSO
impediu o dsenvolvimento da disfuncdo diastolicA PVEDF foi significativamente
reduzida par&,87+ 1,13 mmHg e 4,91 + 0,76 mmHg K 0,09, respectivamentequando
comparado ao SHiM (25,54 + 3,11 mmHg) Porém,o tratamentodos gruposSHR-IM -
LASSBIi0+294, com 10 ou 20 mg.kg', em sispensdopromoveuapenas reducdo parcial da
PVEDF para 5,08 + 3,68 mmHg e 14,62 + 2,76 mmHy <€ 0,095, respectivament@-igura

35C). estes valores foram significativamente menores quando comparados dM SHR
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(25,54+ 3,11 mmHg), enttanto foram maiores quando comparado ao \AHam (6,57 +
0,68).

Os resultados dalP/dt dos grupos SHRM tratados comLASSBIio-294 diluido em
DMSO (p.o.), foram de-7807+ 858 mmHg.8 e -7238 + 1187 mmHg'5 para as doses d®
mg.kg"' e 20 mg.kg', respectivamenteApenas o grupo SHRMV tratado com LASSBie294
em suspensépna dose de0 mg.kg" apresentoudP/dt de -5978 + 368 mmHg.8 (Figura
35D).

A analise hemodinamica também foi realizada em animais tratados com LASBBIio
(20 mg.kg") diluido emDMSO ou em suspenséo, durante oito semanas.

A PAS do grupdSHR-Sham e SHRM foi 187,2 + 10,4 mmHg e 204,9 + 7,6 mmHg
respectivamente (Figura 36AQuando os animais SHR foram tratados por via oral com
20 mg.kg' de LASSBIi0-294, diluido em DMSOe suspesdg a PASreduziu paral20,7 +
11,8 mmHg (P < 0,05) paa 158,8 + 13,3 mmHgH < 0,09, respectivamente

@8 SHR-Sham + DMSO E3 SHR-IM + LASSBi0-294 (20 mg.kg ™ - DMSO)
@8 SHR-IM+ DMSO B sHR-IM + LASSBI0-294 (20 mg.kg ™ - Suspens&o)
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Figura 36 Hemodinadmicd Pressao ArterialA, Pressdo Arterial Sistélica; B, Pressao Arterial Diastélica; C, Pre
Arterial Média. Medidas realizadagmsemanas apds cirurgia SHR Sham e IM tratado®o com LASSBIie294, via
oral, 20 mg.kg, diluido em DMSO ou suspensdadosforam expressos em médicEPM. *P < 0,05comparado ao
SHR-Sham#P < 0,05comparado ao SHRVI.n=5
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A PAD do grupo SHRM+LASSBI0-294 (diluido em DMSO) foi reduzida pard,8
+ 18,8 mmHg P < 0,05. Porém, o tratamento com a susgio nao foi eficaz em reduzir a
PAD (126,0 £ 10,5 mmHy(Figura 36B).

De forma semelhantg PAD, a PAM reduziupara99,3 + 14,3 mmHgR < 0,05 no
grupo SHR-IM+LASSBIi0-294 para a diluicioem DMSO (Figura 36C).Entretanto,ndo
ocorreureducdo deste parameno grupo SHRIM tratado com LASSBie294 em suspenséo
com PAM del43,3 £ 11,6 mmHg

A FC avaliada nos grupoSHR-Sham e SHRM foi de 442,8 + 18,0 bpm e 418,8 £
8,82 bpm, respectivamentepm reducéo pard62,9+ 28,0 bpm(P < 0,05 e 362,3 + 18,4
bpm @ < 0,05 quando tratados cofrASSBio-294 (20 mg.kg'") solubilizado em DMSO ou
em suspensaoepectivamentérigura 37A).

Da mesma forma que para os grupos de quatro semanas também foi avaliado o duplo
produto para os grupdsatados duranteitos semanaObservamos que os valores do duplo
produto as grupos SHRM+LASSBI0-294, diluido em DMSQOe emsuspensaceduziu para
44618+ 7427 mmHg.bpm 7605+ 5629 mmHg.bpm P < 0,09, respectivamenteuando
comparado ao SHR Sham e .IMstes resultados apontamrgaim menor consumo de

oxigénio pelo coragéo dmimais tratados (Figura 37B).

E] SHR-IM + LASSBI0-294 (20 mg.kg * - DMSO)

@8 SHR-Sham + DMSO ) 1
M SHR-IM + LASSBio-294 (20 mg.kg ~ - Suspensao)
Bl SHR-IM + DMSO
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Figura37. Hemodindmicd Frequéncia Cardiac#, Frequéncia Cardiaca; B Duplo Produto. Medidas realizadas
semanas apds a cirurgia em SHR ShaiVl tratados owndo com LASSBIie294, via oral, 20 mg.ky diluido em
DMSO ouem suspensdddadosforam expressos em médiaEPM. *P < 0,05comparado ao SH8ham:*P < 0,05
comparado ao SHRVI. n=5
Numa etapaegunte foramavaliadas aPVES PVEDF e derivadagositiva e negativa
nos grupos experimentaisatados duranteoito semangscom LASSBie294 diluido em

DMSO ouemsuspensao
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Conforme anteriormente mencionaddjipertensao arterial induz aumentoRMES
Assim,nos grupos SHESham e SHRM, aPVESfoi de179,8 £ 8,8 mmHg e 177,0 £ 11,20
mmHg, respectivament&stes resultados indicague mesmaom um @riodo maior de IM
(8 semangs a PVES nao foi modificada quando comparada ao dos animais SHR infartados
no periodo de quatro semanids. entanto, gando este parametro foi avaliatmgrupoSHR-

IM tratado oralmentecom LASSBie294 diluido em DMSO, 20 mgK, foi observadoa
reducdoda PVESpara 133,8t 19,2 mmHg P < 0,05. O mesmo nao fadbservadacom a
administrgdo da suspensédo de LASSB®4. Onde registramos uma PVES ainda déa
155,3+ 10,1 mmHg (Figura 38A).

Contudo quando foi avaliado o indide contratilidade através da +dP/dt, vediise
gue o tratamento do grupo SHR com LASSBio294 diluidoem DMSO (8956 + 2313
mmHg.sY), ndo pomoveu reducdo deste parametro. EntretantaneaisSHR-IM tratados
com a suspensdo de LASSEI®4 a +dP/dtfoi reduzida para4781+ 659 mmHg.g (P <
0,05) quando comparado aos grupos SktRm e SHRM (Figura 38B).
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A B
[3+]
=]
o
g 15000-
& — 2501
= o
~ E 2004 0
< (=)
S E 2 10000+
3 =
o3 =
€ 9 I
=) =
% B
Sh [a )
s P 3
@ +
[«5)
o
o
C

© D
On

=]
3 5 497 —
o L ¢ -2000-
n £ (%]
w £ 304 (=) *
8= L -4000-
> 8 IS
2T 204 £
=R = -6000-
L8 =

S 104 s . .
28 S -8000 <
7 e
) 0- -10000-
o

Figura38. Hemodindmicd Pressédo IntraventriculaA, Pressdo Ventricular Esquerda SistOlIB¥ES); B, Taxa de
desenvolvimeto da pressao ventricular esquerda sistdhaiP/dt); C, Pressédo Ventricular Esquerda Diastélica F
(PVEDF; D, Taxa de desenvolvimento da pressdo ventricular esquerda diagtdiedt)). Medidas realizadas oit
semanas apds a cirurgia em SHR Shaid ératadosou ndo com de LASSBi@94, via oral, 20 mg.ky diluido em
DMSO ou suspensadadosforam expressos em médi&PM. *P < 0,05 comparado ao SHBham;*P < 0,05
comparado ao SHRM. n=5
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A PVEDF nos animais do grupo SHR submetidos ao IM durante oito semanas
aumento par&0,05 + 2,82 mmHgR < 0,05 quandocomparado acsHR-Sham (11,01 + 1,62
mmHg) foram submetidos ao IMSHR-IM) indicando a disfuncéo diastOliegpds 8 semanas
de IM. O tratament@ral do grupoSHR-IM com LASSBi0-294 (20 mg.kg") solubilizado em
DMSO ou em suspensa@romoveu a reducéo da PVEREa 10,7 + 6,5 mmHg e 16,25 +
2,5 mmHg P < 0,05, respectivamentéste resultado mais uma viedica que o tratamento
com LASSBIie294 podeimpedr o desenvolvimento da disfuncao diastélica (Figura 38C).

A -dP/dt para @rupo SHR-Sham foi de-7688+ 450 mmHg.s", com reducdo deste
parametro paral282 + 1396 mmHg5(P < 0,05, quandoos animaisforam submetidos ao
IM (Figura 38D) Esta reducdoa velocidade de relaxamerftm evitada quando LASSBio
294 diluido em DMSO foi administrado por via oral duraesemanas. O grup®HR-IM -
LASSBIi0-294 (DMSO) apresentou derivada negativa-6850 + 1541 mmHg'5 semelhante
ao grupo SHRShamindicando uma velocidade de relaxamento mais rapida para os animais
infartados tratados. Ja para o grupratado comLASSBio-294 em suspensdo houve
recuperacao parcideste parametro, sended®/dt de-4435 + 379 mmHg5(Figura 38D).

3.3.2. ECOCARDIOGR AMA

3.3.2.1. Estrutura do Ventriculo Esquerdo

Na quarta semande tratamentops animaisdos diferentes grupos experimaist
foram submetidosiovamentea avaliacdo ecocardiografica. Inicialmente foram avaliados os
parametros estruturais do VE em diastole e em sistoletdPaoaforam captadas imagens do
eixo curto dois em modpl.

A espessura da parede antedorVE durane a diastoldoi alterada pelo IM. Qrupo
SHR-IM apresentouedw;do ch espessurguando comparada ao grupo SSRam de 1,46 +
0,09 mm para 0,39 = 0,09 mR & 0,05. Desta forma podse reafirmar a condi¢cdo de IM
Note naFgura 39A, que aspessura da pade anterior do VEhos grupos tratados com
LASSBIi0-294, 10 e 20 mg.KkYf foi semelhante ao grupo SHEham coml,98 + 0,30 mm e
2,42 £ 0,34 mm, respectivamenteapresentando evidencias de que o tratamento com

LASSBI0-294 impediria a modificacdo estrutud® VE (Figura 39A).0 diametro interno e a
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espessura da parede posterior do VE durante a diastole ndo foram modpeladd4 nem
pelo tratamento com LASSBi#94 (Figura 39B e C).

@8 SHR-IM + DMSO

@8 SHR-Sham + DMSO . 1
SHR-IM + LASSBIi0-294 (10 mg.kg™ - DMSO)

B SHR-Sham + LASSBIi0-294 (20 mg.kg™ - DMSO) B2 SHR-IM + LASSBi0-294 (20 mg.kg™! - DMSO)
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Figura39. Avaliacdo Estruturaém Diastoledo Ventriculo Esquerdd A, Espessura da parede anterior;
Diametro interno; C, Espessura da parede posterior. Medidas realizadas quatro semanas apos a cil
SHR Sham e IM tratadosu ndo com LASSBIe294, via oral, 10 e 20 mg.Rgdiluido em DMSO Dados
foram expressos em médiaEPM. *P < 0,05comparado ao SH8ham;*P < 0,05comparado ao SHRV.
n=6

Estas avaliacbes também foram realizadaarda a sistoleA Figura 40Amostra ge
houve reducao da espessura da parede amergmupo SHRIM quando comparado ao SHR
Sham de 2,46 £ 0,25 mm para 0,48 + 0,11 Am 0,05. A espessura da parede anterior do
VE dosgrupos SHRIM tratados com LASSEB+294, v.o., diluido em DMSO nas doses de 10
e 20 mg.kg anterior foi aumentda para2,73 + 0,29 mm e 2,96 + 0,20 mm € 0,05,
respectivamenté didmetro interno durante a sistole, diferente da diastole, foi aumewtado
SHR-IM quando comparado ao SHEham de 3,27 + 0,27 mm para 5,65 + 0,50 rRx(
0,05.
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@8 SHR-IM + DMSO
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Figura40. Avaliacdo Estrutural em Sistofl® Ventriculo Esquerdd A, Espessura da parede anterior;
Diametro interno; C, Espessura da parede posterior. Medidas realizadas quatro semanas apoés a Ci
SHR Sham e IM tratadasu ndo com LASSBIe294, via oral, 10 e 20 mg.Rgdiluido em DMSO Dados
foram expressos em médicEPM. *P < 0,05comparado @ SHRSham:*P < 0,05comparado ao SHRV.
n=6

O tratamento com doses d6 e 20 mg.kK§ de LASSBi6294 em DMSOreduziuo
didametrointerno para4,19 = 0,81 mm e 4,10 = 0,40 mmespectivamente, semelhante ao
SHR-Sham (3,27+ 0,27 mm) (Figura 40B). Por outro lado, &0 louve modificacéo
significativada espessura da parede posterior durante a sistole entre os grupos experimentais
(Figura 40C). Estes resultados demomatnauma reducdo da motilidade cardiacagnapo

SHR-IM, e que o tratamentoom LASSBie294impediuo desenvolvimento desta alteragao
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3.3.2.2 Avaliacédo daFuncéao Sistdlica

A funcgdo sistdlica foi avaliada através da fracdo de ejecfiacdo deencurtamento
(Figura 41A e B). AM provocoureducao do percerdlidestes dois parametresndo que
para & grupcss SHR-Sham eSHR-IM afracéo de ejecafwi de 78,33 = 4,58 % e 51,06 + 4,36
% (P < 0,095. Enquanto dracédo de encurtamenfoi reduzida de 43,44 + 2,95 % (SHR
Sham) para 26,65 + 3,96 % (SHIR). A fracdo deejecdo foi mantida semelhante ao SHR
Shampelo tratamento com LASSBi294 pois ogrupo SHRIM+LASSBIi0-294 apresentou
76,75 + 4,48 % €72,83 + 4,61 %ap6s tratamento comd0 mg.kg' e 20 mg.kd,
respectivamenteA reducdo ddracdo de encurtamenttéo foi observada apds tratamento
com LASSBIe294 demonstrando novamente a possiblidade destaasdbsimpedir a
evolucdo da disfuncéo ventriculaos animais infartad@Sigura 41B). Com a administracéo
oral de 20 mg.kg" de LASSBIi0294 a fracdo de encurtamenfoi de 42,29 + 4,40 %
semelhante ao gru@HR-Sham

@8 SHR-IM + DMSO

@l SHR-Sham + DMSO . 1
SHR-IM + LASSBIi0-294 (10 mg.kg™ - DMSO)

B2 SHR-Sham + LASSBi0-294 (20 mg.kg™ - DMSO) B2 SHR-IM + LASSBi0-294 (20 mg.kg™ - DMSO)
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Figura4l Funcao Sistélicd A, Fracdo de Ejecad, Fracdo de encurtamentbledidas realizadas quatr
semanas apds a cirurgia, em SHR Sham e IM tratagodo com LASSBie294, via oral, 10 e 20 mg.kh
diluido em DMSO Dadosforam expressos em médigEPM. *P < 0,05comparado ao SH8ham*P <
0,05comparado ao SHRV. n=6
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3.3.2.3 Funcéo Diastdlica

A funcéo diastélica foi avaliada utilizange a determinacdadluxo mitral através
da velocidade de enchimento rapido (E), velocidade do enchimeraqAgré da relacdo dos
dois parametros (E/A) demonstrado Figura 42. Nao foi observado alteragdes tantoEem
guanto para A nos grup&@&HR-Sham e SHRM tratados ou hdo com LASSBR94, durante
guatro semanas. Entretanto, a relagcdo E/A foi reduzida isegivbmente de 1,48 + 0,09
(SHR-Shan) para 1,04 + 0,06 A < 0,05 (SHR-IM) demonstrando quelos animais
submetidos atM, a contribuicdo da contracdo atrial para o enchimento ventricularoé duai
gue nos animais controles. Este resultados séo indisakevdisfuncéo ventricular diastélica
(Figura 42C).A relacaoE/A nao foi significativamente diferente entre grsipos SHRIM -
LASSBi0-294 nas doses de 10 e 20 mgkgendode 1,41 + 0,11 e 1,32 + 0,13,
respectivamente, valores estes semelhantes aeSBitR.

@8 SHR-IM + DMSO

@8 SHR-Sham + DMSO ) 1
SHR-IM + LASSBIi0-294 (10 mg.kg™ - DMSO)
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Figura42. Funcao Diastdlicd A, Velocidade de Enchimento Rapido, (B), Velocidade de Enchimentc
Lento, (A); C, Relacdo de E/MMedidas realizadas quatro semanas apds aiEriem SHR Sham e IV
tratados owndo com LASSBie?94, via oral, 10 e 20 mg.Kgdiluido em DMSO Dadosforam expressos
em médig EPM. *P < 0,05compaado ao SHRSham:*P < 0,05comparado ao SHRVI. n=6
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3.3.3 TESTE DE ESFORCO

O teste de esforco foi realizado na quarta semana apdsitMimente, 6i avaliada a
distancia percorridgue se mostrou idéntica nos grupMgky -Sham e SHRSham,com217,6
+ 14,7 m e 216,0 £ 48,10 m,spectivamenteindicando que a hipertenséo nesta faixa etaria
dos animais ndo interfere com a capacidade de esforco fisitretaatg o IM redwiu a
distancia percorridam animais WKY¥IM para 119,9 + 27,0 nP(< 0,05 comintensificagdo
desta alteragéoo SHR-IM apresentando uma distancia percorridapena$2,72 + 29,07 m
(P < 0,095 (Figura 43). Aintolerancia ao exercicio fisico foi evi@dom o tratamento de
LASSBI0-294 (quatro semanagm DMSO ou suspenséo. NgruposSHR-IM+LASSBIio-
294, 20 mg.kg em DMSOe suspensépa diséncia percorrida foi d652,0+ 115,0 me 292,5

+ 44,5m respectivament@-igura 43).

@ WKY-Sham + DMSO @8 SHR-IM + DMSO
@ WKY-IM + DMSO
B SHR-Sham + DMSO SHR-IM + LASSBi0-294 (10 mg.kd - Suspenséo)

B SHR-IM + LASSBi0-294 (20 mg.kg - DMSO)

EJ SHR-Sham + LASSBi0-294 (20 mg.kg - DMSO) .
. SHR-IM + LASSBi0-294 (20 mg.kg1 - Suspensao)
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Figura43. Teste de Esfor¢cddedidas realizadas quatro semanas ap0s a cirurgia, em WKY, ShMine SHR Sham e
IM tratados owndo com LASSBIie294, via oral,10 mg.kg" diluido em DMSO €0 mg.kg" diluido em DMSO ou em
suspensaddadosforam expressos em médicEPM. p< 0,05comparado ao WK¥Sham; P < 0,05comparado ao
SHR-Sham*P < 0,05comparado ao SHRV. n=6

Resultados semelhantes foram observados quando a administracdo de L2&EBio
foi realizada por 8 semanas.distanciapercorridado grupo SHR-Sham foi de 232,7 + 58,3

m eapos 8 semanas da cirurgia lti, foi ainda mais reduzida pag3,4 £ 2,3 m $HR-IM)



87

(Figura 44). Quando o mesmo teste foi realizado com o grupo-IBHEASSBio-294
(DMSO), tratamento con20 mg.kg", howe recuperacéala distancia percorrida por este
grupo quando comparado ao SH®, 607,2 £ 181,8 mR < 0,05. Assim, LASSBie294
impediu a intolerancia ao exerci@ainda, proporcionoum desempenho ainda melhor que o
do grupoSHR-Sham(Figura 44). O treamento com LASSBi294 em suspensdo também
levou aum aumentala diséncia percorrida, pois o gru@HR-IM+LASSBIi0-294 (20 mg.kg

1) percoreu307,1 + 131,3 nvalor esteseméhante ao SHRSham Os esultadospresentados
demonstram uma melhorar na intoles@ ao exercicio fisico para os animais IM tratados

com a substancia.

@8 SHR-Sham

@8 SHR-IM

B SHR-IM + LASSBio-294 (20 mg.kg™ - DMSO)
SHR-IM + LASSBI0-294 (20 mg.kg'1 - Suspensao)
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Figura 4. Teste de Esfor¢o. Medidas realizadas oito semanas apos a cirurgia er8iaiiRe IM tratadosou ndo
com de LASSBie294, via oral, 20ng.kg", diluido em DMSO ou suspensddadosforam expressos em métigPM.
*P<0,05comparado ao SHBham*P < 0,05comparado ao SH8ham.n=5

3.3.4 MORFOMETRIA

Apés o sacrificio dos animais foi determinado a presenca de hipertrofia cardiaca
através de avaliacéo indireta pela razdo entre o peso corac@ese do animal de acordo
com os resultados demonstrado na Tabela 1. Verificamos que ocorre aumento desta relacao

para os animais normotensos submetidos ao IM apés quatro semanas quando comparado ac
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WKY -Sham bem como pode ser observado que a hiperteas@ierin promove aumento
desta relacéo indicada pelo aumento em -SHBm, o IM nos animais hipertenso intensificou
este aumento da relacéo entre o coracao/peso do animal. O tratamento com 2SR
via i.p. ndo promoveu melhora da relagdo quando compaza@ SHRIM, entretanto o
tratamento com LASSBi#94 por via orh diluido em DMSQ nas duas doses avaliadas
evitou o aumento da desta relagcéo apresents@deduzido quando comparado ao SNRe
estando semelhante ao St3Ram, contudo quando o SHM foi tratado com suspensao de

LASSBIi0-294 esta reducao foi apenas observada para a maior dose avaliada.

Tabela 1Morfometria cardiaca e pulmonar

Morfometria

Coracao/massa corporal Pulmé&o/massa corporal

(ma/kg) (mg/kg)
WKY -Sham + DMSO 3,92+ 0,2 571+ 0,48
WKY -IM + DMSO 5,27+ 0,43 7,27+0,7F
SHR- Sham + DMSO 4,80+ 0,15 7,47+ 0,84
SHR-IM + DMSO 5,91+ 0,39 10,01+ 1,33
SHR-IM + LASSBIi0-294 5,54+ 0,65 8,25+ 0,51
(i.p 2 mg.kg")
SHR-IM + LASSBIi0-294 4,83+ 0,22 9,82 + 0,90
(v.0.10 mg.kg' DMSO)
SHR-IM + LASSBIi0-294 6,17+ 0,45 8,00 + 0,79
(v.0.10 mg.kg' Suspensao)
SHR-IM + LASSBIi0-294 4,87+0,27 8,78 + 0,77
(v.0.20 mg.kg' DMSO)
SHR-IM + LASSBi0-294 5,04+ 0,19° 7,97+0,32

(v.0.20 mg.kg* Suspensao)

Tabela 1 Avaliacdo MorfométricaRelacdo entre o peso do coracdo e peso do animal, e entre o p
pulméo e o peso do animaMedidas realizadas quatro semanas apos a cirurgia, em WKY, Shdmee
SHR Sham e IM tratis oundo com LASSBie294, i.p. 2 mg.kgl, via oral, 10 mg.kg" e 20 mg.kg" diluido

em DMSO ou em suspensddadosforam expressos em médiaEPM. *P < 0,05 comparado ao WKY
Sham; P < 0,05comparado ao SH8ham:*P < 0,05comparado ao SHRV.. n=6
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Também foiavaliado a relacdo entre o peso pulmédo e o peso do animal parametro
utilizado como base para identificacdo de edema pulmbieaificamos que este parametro
foi aumento para o WKXM quando comparado ao Wk8ham e também foi aumeio
devido a hipertensdoomo pode ser observado na Tabelastes resultadasdicam que os
animais hipertenspsSHR Sham, apresentam o desenvolvimento de edeassim como a
relacdo peso do pulméo/massa corporal foi intensificada para o $HR¢M. O tratamento
por via i.g com LASSBIie294 promoveu reducao parcial deste edeestando reduzido
guando comparado ao SHR, porém elevad quando comparado ao SkBRham. No
tratamento por via oral verificamos que a substancia impediu a intensificacdo do edema

pulmonar se mostrandeemelhante ao SHBham (Tabela 1).

3.3.5. FIBROSE CARDIACA

ApOs a avaliagdo de parametros hemodinamicos, os animais foram sacrificados e 0s
coracoes foram retirados e preparados para a quantificacdo de colageno através de técnica
histolégica com coloigio de picrtsirius como descrito no método.

Na Hgura 45 estdo representados fotomicrogsafie tecido caréaco corado com
picro-sirius, onde o tecido muscular foi corado em amarelo e o tecido fibroso, colageno,
corado em vermelho. Em uma analise quilita verificou-se que o grupoSHR-IM
apresentou um aumento de depositealdgeno quando comparadograpoSHR-Sham, ou
seja, apresentou fibrose cardiaCatratamento de SHRV com LASSBIio-294 (DMSO ou
suspensgo por po., durante quatro semanas na date 20 mg.kd impediu o
desenvolvimento de fibrose cardiaca pela reducéo da presenca de colageno.

Para confirmaestahipétese o colageno foi quantificado em relacédo a area tixal
tecido observada em cada fotomicrografia. Confirmando a analise qualitadrificouse
aumento do percentual de coldgeno para o -B#WRuando comparado ao SHsham de
14,50 + 3,58 % (SHFSham) para 59,81 + 5,49 % de colageRo<{ 0,05. Isto leva a
reafirma a presenca de fibrose cardica, induzida p®lo O tratamento do SRHM com
LASSBIi0-294, 20 mg.kg diluido em DMSO e emuspenséo promoveu reducéo completa ou
parcial do percentual de colageno para 12,40 + 3,14 % e 34,78 = 8,25 <10(05,

respectivamente (Figura 46).
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SHR-Sham + DMSO SHR-IM + DMSO

SHR-IM + LASSBio-294 SHR-IM + LASSBio-294
(20 mg/kg DMSO) (20 mg/kg Suspensao)

Figura 4. Fibrose Cardiacd&otomicrografiade ventriculo esquerdo realizadas quatro semanas aposgacieim SHR
Sham e IM tratados ongio com LASSBIie294, via oral, 10 e 20 mg.Rgdiluido em DMSO ou ersuspenséo Coloraca
Picrusirius, tecido musculaé corado em amarelo e tecido fibroso é corado em vermelho
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8 SHR-Sham + DMSO
8 SHR-IM + DMSO

B SHR-IM + LASSBi0-294 (20 mg.kg™ - DMSO)
. SHR-IM + LASSBI0-294 (20 mg.kg'1 - Suspenséo)
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Figura 46. Fibrose Cardiaca. Quantificacdo da fragdo de colageno em relagdo a é&rea total de w
esquerdoMedidas realizadas quatro semanas apés a cirurgia, em SHR Sham e IM tratadoscom
LASSBIi0-294, via oral, 10 e 20 mg.Rgdiluido em DMSO ou em suspensd@adosforam expressos en
média®° EPM.; *P < 0,05comparado ao SH8ham:*P < 0,05comparado ao SHRV. n=6

Quando a fibrose cardiaca foi quantificada nos grupmtados com LASSBi@94
duranteoito semanas (Figura 47 e 48) obserge que a intensificacdo do percentual de
coldgenado SHRIM quando comparado ao SHEhamfoi evitado cono tratamentoAssim,

o IM aumentou o colagerae 12,92 + 2,40 %SHR-Sham)para 66,85 + 4,63 %°(< 0,05 e
o tratamento com a suspensdo de LASSHi¢ durante oito semanemspediua deposicao de
colageno induzida peli tendo15,02 + 1,77 %de coladgensendo este val@emelhante ao
grupoSHR-Sham.
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SHR-Sham SHR-IM

SHR-IM + LASSBio-294
(20 mg/kg Suspens&o)

-~y

Figura47. Fibrose Cardiac&otomicrogafiade ventriculo esquerdo realizadai® semanas apos a cirurgia, e
SHR Sham e IM tratadooundo comsuspensdo deASSBio-294, via oral, 20 mg.kColoracéo Picrsirius
tecido muscular corado em amarelo e tecido fibroso corado em vermelho

@8 SHR-Sham
B8 SHR-IM
B sHR-IM + LASSBi0-294 (20 mg.kg'1 - Suspenséo)
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Figura 48. Fibrose Cardiaca. Quantificagdo da fragdo de colageno em relagdo a area total de w
esquerdo.Medidas realizadas oito semanas apés a cirurgia em SHR Sham e IM tratadés com

suspensdale LASSBi0294, via oral, 20 mg.k§j Dadosforam expessos em médiaEPM. *P < 0,05
comparado ao SH8ham*P < 0,05comparado ao SH8ham.n=5
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3.3.6. CITOCINA PRO -INFLAMATORIA - TNF-U

Através de imunohistoquimica foi avaliado a marcagdo de-UNFeetido cardiaco
como descrito no métodins grupos SHBSham, SHRM e SHRIM tratados durante quatro
semanas com LASSBi®94 solubilizado em DMSO ou em suspensé&o na dose de 20" mg.kg
v.0. Em fotomicrografias das laminas obsmmse uma maior intensidade de marcagédo na
tonalidade marrom escura do grupo SHR quando comparado ao SHbham o que
demonstramaior densidade desta citocina, TNF ( Fi gur a 49) . Entretar
deste componente @ginflamatrio foi menor nos tecidos provenientes de animais tratados
com LASSBIie294 (painéis inferiores Figura 49).

SHR-Sham + DMSO SHR-IM + DMSO
SHR-IM + LASSBio-294 SHR-IM + LASSBio-294
(20 mg/kg DMSO) (20 mg/kg Suspensao)
Figura 49 Imunohistoquimica TNfJ . F ot o mdewantoioglo esduerdo realizadas quatro semanas

a cirugia, em SHR Sham e IM tratados ndio com LASSBie294, via oral, 10 e 20 mg.Kgdiluido em
DMSO ou em suspensa
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Estes resultados foram confirdes em avaliagdoemiquantitatia de acordo com a
Figura 50.Note quehouve aumento da marcacdo no SINRquando comparado ao SHR
Sham de 8,81 + 0,88 para 29,16 + 3,1% (P < 0,05. O percentual da area marcafda
reduzida nos grupos SHIRI tratados durante quatro semanasom LASSBIiG294
solubilizado em DMSO ou em suspengi® dose de 20 mg.Rgpara 14,59 + 1,68 e 17,05
+ 2,148 (P < 0,05), respectivamentguando comparado ao grupos SHIR

@8 SHR-Sham + DMSO

@8 SHR-IM + DMSO

B SHR-IM + LASSBI0-294 (20 mg.kg! - DMSO)

. SHR-IM + LASSBIi0-294 (20 mg.kg'1 - Suspensao)
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Figura50. Citocina préinflamatoria- TNF-U. Avaliacdo sempuantitativada intensidade de tecido marcac
emyventriculo esquerddviedidas realizadas quatro semanas apds a cirurgia, em SHR Sham e IM tate
nao com LASSBIie294, via oral, 10 e 20 mg.Rgliluido em DMSO ou em suspens@adosforam expressos
em médig€ EPM.; *P < 0,05comparado ao SH8Bham:*P < 0,05comparado ao SHRV. n=4

3.3.7. REGISTRO DE TENSAO ISOMETRICA EM ANEIS DE AORTA

Para avaliar a reatividade vascular da artéria gortecica o tecido foi preparado
como descritonos métodos,pam registro de tensdo isométrica e faalizada curva
concentracaoesposta para fenilefrina e para acetilcalina

A Figura 51A mostra a sposta a concentracfes crescentes de fenileémaaortas

de ratos WK¥Sham, SHRSham e SHRM. Observouse queos anés de aorta toracica de
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animais SHRSham e SHRM nao apresentaram alteracdo na curegacentracaoesmpsta
contrdil da fenilefring, sendo semelhante oavaso provenientedo grupo WKY -Sham
Entretanto a curva do grupo SHRV+LASSBi0-294 (2 mg.kg' i.p.), foi deslocaa para a
esquerdaou seja,menores concentracdoes de fenilefrina produziram respostdtit de
maior intensidadesem inerferir no entanto com o efeitndximo (Tabela2).

A reatividade de vasos provenientes de animais do ¢Blfi®IM tratadospor via
oral com suspenséo de LASSR94em ambas as dos€kd mg.kg' ou 20 mg.kd) naofoi
alterada. Nadhouve deslocamento daurga concentracaoespostacontratil da fenilefrina
guando comparado agupo SHRSham(Figura 52A), bem como a Ggde fenilefrinando
foi alterada pelo LASSBi294 (Tabela2).

® WKY-Sham + DMSO
® SHR-Sham + DMSO
B SHR-IM+ DMSO
B SHR-IM + LASSBi0-294 (2 mg.kg ™ i.p.)
A B
1001
1004 o
Re! € 80
o 807 $x X o
@ S
= Q 604
c 604 3
8 Bk D40
o 404 x
< % 20
X 201 1
° =S
0+ 04
10 9 8 7 -6 5 -4 10 - -4
Fenilefrina (log M) Acetilcolina (log) M

Figura 51. Reatividade Vascular. AContracaoinduzida pela fenilefrina; B, Relaxamento induzido ps
acetilcolina. Medidas realizadas quatro semanas apés a cirurgia em aragstaeéoracica dos grupos WK®
Shame SHRSham e IM tratados ongio com LASSBIe294, i.p. 2 mg.kd. Dadosforam expressos em médi
° EPM. P < 0,05comparado ao WK¥Sham *P < 0,05comparado ao SH8ham P < 0,05comparado ao

SHRIM. n=6

A reatividadevasculara acetilcolina(ACh) foi intensamerdg modificada tanto pela
hipertensdo quanto pelo IM. Ocorrezaducdo da resposta de relaxamento maximo induzido
pela ACh quand@néis de aortdoram provenienteslo grupo SHRSham indicando que a
hipertensagode interferir com gelaxamento d musculo lisovascular Além disso,0 IM
intensificou esta reducao do relaxamento de aneis de aorta, uma vez que o deslocamento para
a direita da curva de relaxamento foi ainda mais acentuda para o grupdHigura 51B),

apresentando uma resposta reduzida a agletdc desde as concetracdes mais baixXas.
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reducdo a resposta a A@iduzida pela hipertensdo e IM nao foi totalmente evitada com
tratamento dos animais com LASSEI®4. CGcorreuapenas melhora parcial da resposta de
relaxamento induzido pela AChpds traamento con? mg.kg' i.p. De acordo com adbela

2, a concentracéo inibitoria média A&h ndo pode ser determinada para os grupos-BHR

e SHRIM-LASSBI0-294.

® WKT-Sham + DMSO
® SHR-Sham + DMSO
B SHR-IM + DMSO

SHR-IM + LASSBIi0-294 (10 mg.kg'1 Suspensao)
B SHR-IM + LASSBi0-294 (20 mg.kg™ Suspensao)
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Figura52. Reatividade Vascular. AContragdoinduzida pela fenilefrina; B, Relaxamento induzido p
acetilcolina. Medidas realizadas quatro semar@pos a cirurgia, em Wk®%ham, e BR Sham e IM
tratadosou ndo com LASSBIie294, via oral, 10 e 20 mg.Rgem suspensdddadosforam expressos en
média°® EPM. *P < 0,05 comparado ao WK®ham; *P< 0,05 comparado ao SH&am;%P < 0,05
comparado ao SHRV. n=6

Quandoa reatividade vascular a acetilcolina foi avaliada para os gr8pthsIM
tratadogpor via oralcom a suspenséo de LASSEI®4, nas doses tanto de 10 md kgarto
de 20 mg.kg" (Figura 52B) verificotse deslocamento das curvas para a esquerda quando
comparado ao SHRV, sendo semelhante ao WKSham. Resultados estewlicativos de
gue o tratamento por via oral da substadnoes doses utilizadasecupeou a resposta de
relaxamento ds anéis de aortaque estava reduzida no grupo SHR. Possivel melhora da
disfuncéo endotelidioi induzida por LASSBie294 @mm consequestrecuperacdo da £gle

do relaxamento maximo induzido pela acetilcolina (TaBgla
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Tabela2. Concentracédo eficalCEsg) e inibitoria médigClsg) e relaxamento maximgrmax)
a 10 uM de acetilcolina em anéis de aorta.

Reatividade Vascular- Aorta

CEso Fen M) Clso ACh (eM) Rmax ACh (%)

WKY -Sham + DMSO 0,12 + 0,03 0,61+ 0,4 82,9 + 6,6
SHR- Sham + DMSO 0,25+ 0,06 2,03+ 0,6° 56,2+ 4,5°
SHR-IM + DMSO 0,14+ 0,04 ND 46,0+ 5,8
SHR-IM + LASSBIi0-294 0,037+ 0,01 ND 30,7+ 7,8
i.p 2 mg.kg*
SHR-IM + LASSBio-294 0,08 + 0,01 0,23 + 0,08* 71,155+
v.0. 10 mg.kg"
SHR-IM + LASSBi0-294 0,07 + 0,01 0,13 + 0,06* 67,8 + 3,8+
v.0. 20 mg.kg"

Tabela 2 Reatividade VascularMedidas realizadas quatro semanas apés a cirurgia em anéis de aorta t
dos gruposNVKY Sham e IM, e SHR Sham e INDadosforam expressos em médiaEPM. %P < 0,05a0
comparado WKYSham:; *P< 0,05 comparado ao SH&ham* P < 0,05comparado ao SHRV.. n=6



98

34. AVALIACAO DOS EFEITOS FARMACOLOGICO DO
TRATAMENTO COM LASSBIi0-897EM SHR INFARTADO

Alguns dos experimentosealizadospara os grupos tratados com LASSRie4
também foranesecultados para os ratos tratados caterivado LASSBIie397.

O tratamentointraperitonealdo grupo SHRIM com LASSBio897 (2 mg.kg')
durante quatro semana&o promoveu reducédo da PAS, PAD e Pédmvalores de211,0+
22,7 mmHg, 135,3 + 16,7 mmHgl&81,3 + 17,7 mmHg, respectivamente (Figura 53).

@ SHR-Sham + DMSO
@ SHR-IM + DMSO

I SHR-IM + LASSBI0-897 (2 mg.kg ™ i.p.)
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N WKY-IM + DMSO
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Figura 53 Hemodinamicad Presséo ArterialA, Pressé@o Arterial Sistolica; B, Pressdo Arterial Diasto#od@; Pressac
Arterial Média. Medidas realizadas quatsemanas apds a cirurgia, em WKY, Shahv, e SHR Shan e IM tratados
oundo com LASSBIeB97, i.p. 2 mg.kd. Dadosforam expressos em médisEPM. P < 0,05comparadao WKY -
Sham *P < 0,05comparado ao SH8ham 4P < 0,05comparado ao SHRV. n=5
Como pode ser observado na Figura 54A houve reducgao parcialradfrGpoSHR-
IM tratado com LASSBIeB97 i.p. sendo igual 877,4+ 216 bpmguando comparado ao
SHR-IM (415,4+ 9,5 bpm) e se mostrando semelhante ao Watém 850,8+ 19,7 bpm)
(Figura 54A). Entretantoeste mesmo tratamento dos animais SMR 80736 + 11587
mmHg.bpm,ndo pomoveu reducdo do duplo produto quando comparad&HRSham

71075+ 4380mmHg.bpmse mantendo elevadsn (Figura 54B).
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@8 SHR-Sham + DMSO

@B WKY-Sham + DMSO @8 SHR-IM + DMSO
B8 WKY-IM + DMSO I SHR-IM + LASSBI0-897 (2 mg.kg™ i.p.)
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Figura 54. Hemodinamica Frequéncia Cardiaca. A, Frequéncia Cardiaca; B, Duplo Produto. Medidas reali
guatro semanas apos a cirurgia, em WKY, Sam e IM, e SHR, Sham e IM tratacfs com LASSBIie897, i.p. 2

mg.kg". Dadosforam expressos em médi€PM. *P < 0,05comparad@oWKY - Sham n=5

Entretanto, quando o tratamentogtapoSHR-IM foi realizadopor via oralcomdose
maior deLASSBi0-897, 20 mg.kd, diluido em DMSO observeseas seguintes alteracsie
1. reducéo da PAS de 172,7 + 7,8 mmHg para 121,4 + 10,5 mnPg, 0(05 (Figura
55A), 2. reducédo da PAD de 127,6 £ 6,8 mmHg para 95,7 = 10,8 miRHyQ,09 (Figura
55B), 3. reducdo da PAM de6B,0+ 5,63 mmHg para e 109,6 + 10,8 mmHB € 0,05.
Assim, 20 mg.kg" da substancia diluida em DMSO promoveu anmalizacédo da pressdo
arterial s SHR infartadospois o grupo SHRIM-LASSBI0-897 apresentoypressao arterial
semelhante aos animais normotenggmtudo esteparametrosido foram reduzidos paro
grupo SHR-IM tratados conmesma dose dsuspensao de LASSBRO7, apresentando PAS
de 178,4+ 17,5 mmHg, PAD de 132,4 £ 11,5mhig e PAM de 155,6 + 13,9 mmHgéao
sendo diferente dos grupos SHR Sham ou IM (Figura 55).

O tratamentooral com LASSBIie897 ®lubilizado em DMSO ou em suspensao,
promoveu apenas reducdo parcial da FC dos-BHRpresentando valores de 382,4 + 17,9
bpm e 391,0 £ 9,5 bpm, respectivamente, ndo sendo diferente significativamente dos grupos
WKY -Shame SHRSham(Figura 56A). O duplo mdutofoi apenas reduzido quando grupo
SHR-IM foi tratado por via oral cora0 mg.kg' de LASSBio-897 em DMSO indicando uma
provavelreducdo do consumo de oxigénio, sem entretanto, haver altepgédratamento
com LASSBIo897 em suspenséo (Figura 56B).
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@@ WKY-Sham + DMSO @8 SHR-IM+ DMSO
B8 WKY-IM + DMSO B SHR-IM + LASSBi0-897 (20 mg.kg™ - DMSO)
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Figura 55 Hemodinamica Pressao Arterial. A, Pressdo Arterial Sistélica; B, Pressdo Arterial Diastélica; C, Pi
Arterial Média. Medidas realizadas quatro semanas apés a cirurgia, em WKY, Sham e IM, é&HR IM tratadosu
ndo com LASSBIieB97, via oral, 20 mg.kg diluido em DMSO ou em suspens@mdosforam expressos em médi€EPM.
%P < 0,05comparado ao WK¥Sham; P < 0,05comparado ao SH8ham#P < 0,05comparado ao SHRV. n=5

Bl WKY-Sham + DMSO @8 SHR-IM + DMSO
@ WKY-IM + DMSO B SHR-IM + LASSBI0-897 (20 mg.kg! - DMSO)
@ SHR-Sham + DMSO - SHR-IM + LASSBi0-897 (20 mg.kg'l - Suspens&o)
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Figura 56. Hemodinamica Frequéncia Cardiaca. A, Frequéncia Cardiaca; B, Duplo Produto. Medidas real
quatro semanas apo6s a cirurgia, em WKY, Sam e IM, e SHR, Shantratddosou ndo com LASSBIieB97, via oral,
20 mg.kg' diluido em DMSOou em suspensa@®adosforam expressos em médiaEPM. ’p < 0,05 comparado ao
WKY -Sham; P < 0,05comparado ao SHBham:*P < 0,05comparado ao SHRV. n=5
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Numa etapasegunte foram avaliadas aPVES PVEDF, +dP/dt edP/dtnos grupos
experimentaisratados durante quatsemanasom LASSBie897 em DMSO ou suspenséao
LASSBIi0-897 @ mg.kg") quando administrado por viatiaperitoneal ndo alterou a
PVES(173,8 + 13,2 mmHgque se encontra elevada grupoSHR-IM (158,3+ 7,2 mmHQ)
e éigual a120,4+ 7,6 mmHg pra os grupos WK¥ham(Figura 57A).A +dP/dt do grupo
SHR-IM tratado com LASSBie397 foi recuperada parcial meng170 + 1231 mmHg3
quando compara ao SHRI (9758 + 930 mmHg.sY), entretanto, ndo apresentou diferenca

significativa em relacdo ao grupKY -Sham(6325 + 567,8 mmHg? (Figura 57B).

@ SHR-Sham + DMSO

@l \WKY-Sham + DMSO @8 SHR-IM + DMSO
B WKY-IM + DMSO I SHR-IM + LASSBI0-897 (2 mg.kg™ i.p.)
A B

1)

g 250- 15000+

= 1) —~

ST -

u £ o

© T

=) £

£ & £

TS 5

> 8 o

Qo S o

T 0 +

7T

g

o

C D
©
g = 407 O B — - p— - E— y
=T o
?E » -2000-
w g 304 o
Z = £ -4000- $
£ i 207 E
£ g = -6000-
28 S
S 10 o $
2% T -8000 s
s
o~ o ~10000-
o

Figura 57. HemodindmicaPressadntraventricular A, Pressdo Ventridar Esquerda SistolicdPVES); B, Taxa de
desenvolvimento da presséo ventricular esquerda sis{élifz/dt); C, Presséo Ventricular Esquerda Diastélica F
(PVEDF); D, Taxa de desenvolvimento da pressdo ventricular esquerda diaétfédt) Medidasrealizadas quatrc
semanas apds a cirurgia, em WKY, SatMee SHR, Sham e IM tratados @do com LASSBie897, i.p. 2 mg.kd-
Dadosforam expressos em médiaEPM. *P < 0,05 comparadoao WKY - Sham *P < 0,05 comparado ao SHR
Sham P < 0,05comparado aSHR-IM. n=5
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Em relacda PVEDF, LASSBIio-897 promovel reducéqgoarcial(18,40 + 3,89 mmHp
em relacdo ao grupo SHRI de 25,54+ 3,12 mmHg(Figura 57C). De forma semelhante
foram avaliadas a&dP/dte a -dP/dt Como pode ser observado Rgura 57D, ndo houve
normalizagdo completa destes parametros. Os gr&ptzIM e SHRIM-LASSBIio-897
apresentaramdP/dt 9758+ 930 mmHg.s' e 6170+ 1231 mmHg.§', respectivamentes -
dP/dtde-6310+ 466mmHg.s" e -5470 + 738 mmHg5(Figura 57D).

Toda a investigacdo realizada nos diferentes grupos experimentais faumg@eo
apos tratamento por via oral com LASSB®7 @0 mg.kg") solubilizado em DMSO ou
formulado em suspens@éigura 58) Verificou-se quea PVESfoi de112,0+ 9,7 mmHgapds
tratamento conbASSBI0-897 solubilizado em DMSQralor estesemelhante ao WKXham
(120,4 + 7,6 mmHg) Contudo, aPVES do grupo SHRM tratado com suspensao de
LASSBI0o-897, na mesma dose se manteve eleeadd57,6+ 6,5 mmHg (P < 0,05) (Figura
58A).

A disfunc¢édo diastdlica ndo foi desenvolvida no grupo SMRratado comLASSBio-
897 conforme mostradaaFigura 60C A PVEDFreduziude 25,54 = 3,11 mmHg (SHR/)
para 6,03 + 0,97 mmHd(< 0,05 apds tratamentdntretanto, o tratamentmm LASSBio-
897 em sispensa@romoveu apenasraducéo parcial da PVEDF para 18;44,38 mmHg
(Figura 58C).

Ambas as derivadasdP/dt e -dP/dt foram melhoradas mas n&o totalmente
normalizadas apos tratento com LASSBieB97 em DMSOOs grupos SHRM e SHRIM -
LASSBIi0-897 apresentaramdP/dt de 9758 + 930 mmHg.s' e 7471 + 1082 mmHg.$,
respectivamentéFigura BB) e -dP/dtde -6196+ 533mmHg.s' e de-5991+ 863 mmHg.§"
respectivament@-igura BD). Estes parametros também foram avaliados quando a substancia
foi administrada em forma de suspensdo+dP/dtdo grupo SHRM+ LASSBIio-897 @0
mg.kg?) foi totalmente reduzidab@89 + 546,3 mmHgY em relacdo ao SHRV (9758+
930 mmHg.s") (Figura 58B). A-dP/dt onde observamos apenas uma recuperacéo parcial (
4812+ 294mmHg.$") em relacdo ao SHRMV (-6196+ 533mmHg.s") (Figura BD).
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Figura58. Hemodinamica Pressadntraventricular. A, Pressao Ventricular Esquerda SistoREHS); B,
Taxa do desenvolvimento da pressao ventricular esquerda siétdlie@lt); C, Presséo Ventricular Esquer
Diastélica Final (PVEDF); DTaxa de desenvolvimento da presséo ventricular esquerda dia&tdiftédt)
Medidas realizadas quatro semanas apos a cirurgia, em WHayh 8 IM, e SHR, Sham e Ikatadosou
ndo com LASSBIieB97, via oral, 20 mg.kg diluido em DMSO ou em suspensadadosforam expressos en
média°® EPM. *P < 0,05 comparado ao WK¥Sham; P < 0,05 comparado ao SH8ham;%P < 0,05
comparado ao SHRV. n=5.

De forma semelhante a realizada para os SMRratados com LASSB«294, apds o
sacrificio foi avaliada a hipertrofia cardiaca através de avaliacdo indireta pela razédo entre o
peso coracdo e o peso do anintd acordo com os resultados demonstrado na T&bela
Verificamos que o tratamento com LASSHI®7 por via i.p. ndo promoveu melhora da
relacdo coracdo/massa corporal quando comparado aelNMHRuando a substancia foi

utilizada por via oral diluida em DMS®a dose de 20 mg.Kga relacdaeduzich quando
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comparadaao FR-IM e semelhanteao WKY-Sham e ao SHSham. ©ntudo quando o
SHR-IM foi tratado com suspensao de LASSHEBi®7, esta reducao foi apenas parcial por ndo

ser significativamente diferentes dos grupos em estudo.

Tabela 3Morfometria cardiaca pulmonar

Morfometria

Coracao/massa corporal Pulmé&o/massa corporal

(mg/kg) (mgrkg)

WKY -Sham + DMSO 3,92+ 0,02 5,71+ 0,48
WKY -IM + DMSO 5,27+ 0,43 7,27+0,78°
SHR- Sham + DMSO 4,80+ 0,15 7,47+ 0,84
SHR-IM + DMSO 5,91+ 0,39* 10,01+ 1,33
SHR-IM + LASSBio-897 5,51+ 0,2% 8,31+ 0,45

(i.p 2 mg.kgh)
SHR-IM + LASSBIi0-897 4,52+ 0,20° 6,62 + 0,41
(v.0.20 mg.kg' DMSO)

SHR-IM + LASSBIio-897 5,44+ 0,21 7,99+ 0,22

(v.0.20 mg.kg* Suspensao)

Tabela 3 Avaliacdo MorfométricaRelacdo entre o peso doracdo e peso do animal, e entre o peso
pulméo e o peso do animaMedidas realizadas quatro semanas apos a cirurgia, em WKY, Shdmee
SHR Sham e IM tratados adio com LASSBIieB97, i.p. 2 mg.kgl, via oral,20 mg.kg" diluido em DMSO
ou em suspe®.Dadosforam expressos em médi€EPM. *P < 0,05comparado ao WKYSham; P < 0,05

comparado ao SH8ham:*P < 0,05comparado ao SHRV. n=5

A avaliacdo do edema pulmonamntbémfoi realizadanos SHR submetidos ao IM
tratados com LASSBi897 (Tabela 3) A relacdo peso do pulméo/peso do anirfal
reduzidaapenas quando compasado SHRIM, mas ainda se mostrou elevada quando
comparado ao SHS8ham Contudq para o tratamento poriar oral DMSO e suspensao,
verificamos que a substancia impediu a intensificacdo do edema pulmonar se mostrando
semelhante ao SHBRham (Tabela 3).
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Na Figura 59%stéo representagldotomicrografia dos tecidos cardiacais grupos
SHR-Sham, SHRM e SHRIM+LASSBIi0-897 coradoscom Picru-sirius. Em uma analise
gualitativa verifiou-se que o tratamento com LASSB&97 promoveu a diminuicdo da

presenca de colageno.

SHR-Sham + DMSO SHR-IM + DMSO

5 ‘.

5

RE 2 R 3 “, \J j

SHR-IM + LASSBio-897
(2mg/kgi.p.)

N

Figura 59. Fibrose Cardiaca. Fotomicrografia de ventriculo esquerdo realizadas quatro semanas
cirurgia, em SHR Sham e IM tratadasi ndo com LASSBie892,i.p., 2 mg.kd. Coloracéo Picrsirius,
tecido muscular corado em amarelo e tecido fibroso corado em vermelho

Através da quantificacdo do percentual de area de colageno em relagio tatal
observada foi possivel confirmar reducdo do coldgeno no grupo SHIR+LASSBIio-897,
para 5,19 + 0,81 % de colager® € 0,05 comparado 9,81+ 5,49 %,presente no grupo
SHR-IM (Figura 60).
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Figura 60. Fibrose Cardiaca. Quantificacdo da fracdo de colageno em relacdo a area vetatridelo
esquerdoMedidasrealizadas quatregemanas apds a cirurgia, €8hR Shame IM tratadosou ndo com
LASSBIi0-897, i.p. 2 mg.kg. Dadosforam expressos em médi€PM. *P < 0,05comparado ao SHBham
4p < 0,05comparado ao SHRV. n=5

Esta analise também faalizada quandgrupo SHRIM foi tratadopor via oralcom
LASSBIi0-897 (20 mg.kg'"), em suspensddqFigura 6. Houve reducdo da deposicdo de
colageno nestes animais quando comparado ao grupelMHBomprovadacom a analise
guantitativa(Figura 63. O grupoSHR-IM-LASSBio+897 apresentou urporcential colageno
reduzicd de 59,81 + 5,49 % (SHRV) para 36,27 + 3,73 %< 0,05 e umarecuperacao
parcialquando comparado ao Sk&ham 3,71+ 4,0 %)
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Figura 6. Fibrose Cardiaca. Fotomicrografia de ventriculo esquerdo realizadas quatro semanas
cirurgia, em SHR Sham e IM tratadesi ndo com LASSBieB97, via oral, 20 mg.kj em suspenséo
Coloracéo Picrtsirius tecid musculacorado em amarelo e tecido fibroso corado em vermelho

8 SHR-Sham + DMSO
B8 SHR-IM + DMSO
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80-

*

o)
<

% de Colageno
N iy
2

0-

Figura 62. Fibrose Cardiaca. Quantificacao da fracdo de colageno em relagdo a area total de ventriculo
Medidas realizadas quatro semanas apds a cirurgia, em3tdiRh e IM tratadosu ndocom LASSBIie897, via
oral, 20 mg.kg em suspenséd@adosforam expressos em médicEPM. *P < 0,05comparado ao SH8ham;
&p < 0,05comparado ao SHRV. n=5
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A reatividade da ata torécica foi avaiada para os grupos SHRI tratados com
LASSBIio-897 (DMSO) administrado pela via i.p. (Figura 63A e B) e pela via oral utilizando
a suspensdo (Figura 64A e.Bpicalmente foi analizada eontratilidade em resposta a
concentragOes cremgtes defenilefrina Em todos os grupos experimentai§o houve
alteracéo significativa entre gsuposexperimentais na resposta contratil a fenilefrina. Estes
resultados sdo indicativos de que tanto a hipertensdo como o IM néo interferem com a

respostalo tecido vascular #nilefrina(Figura 63Ae 64A e Tabela}

® WKY-Sham + DMSO
SHR-Sham + DMSO
B SHR-IM + DMSO

SHR-IM + LASSBIi0-897 (2 mg.kg"1 i.p.)
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Figura 63. Reatividade Vascular. AContracéoinduzida pela fenileina; B, Relaxamento induzido pel
acetilcolina. Medidas realizadas quatro semargpos a cirurgia, em Wk¥%ham e SHR, Sham e IM
tratadosou ndo com LASSBie897, i.p. 2 mg.kd. Dadosforam expressos em médiaEPM. *P<0,05
comparado WKYSham *P < 0,05comparado ao SH8ham P < 0,05comparado ao SHRV. n=5

® WKY-Sham + DMSO
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Figura 64. Reatividade Vascular. AContracdoinduzida pela fenilefrina; B, Relaxamento induzido pi
acetilcolina. Média. Medidas realizadas quatro semanas aposigieir em WKY,Sham e SHR Sham €
IM tratadosou ndo com LASSBieB97, via oral, 20 mg.kjem suspensddadosforam expressos en
média® EPM. %P < 0,05 comparado ao WK¥Sham; P < 0,05 comparado ao SH8ham;*P < 0,05

comparado ao SHRVI. n=5
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Tabelad. Concentracéo eficalCEso) e inibitoria médigClsg) e relaxamento maxim@Rmax)
a 10 uM de acetilcolina em anéis de aorta.

Reatividade Vascular

Aorta
CEso Fen M) Clso ACh (eM) Rmax ACh (%)
WKY -Sham + DMSO 0,12 +0,03 0,61+ 0,4 82,9+6,6
SHR- Sham + DMSO 0,25+ 0,06 2,03+ 0,6° 56,2+ 4,5°
SHR-IM + DMSO 0,14+ 0,04 ND 46,0+ 5,8
SHR-IM + LASSBi0-897 0,12 + 0,02 0,007 + 0,003* 90,8 + 3,8*
i.p 2 mg.kg*
SHR-IM + LASSBIi0-897 0,05 + 0,01 0,05 +0,01* 74,8 £ 7,6*
v.0. 20 mg.kg"

Tabelad. Reatividade VascularMedidas realizadas quatro semanas ap0s a cirurgia em areistd toracica
dos grupos WKYSham e IM, e SHR Sham e INDadosforam expressos em médiaEPM. *P < 0,05
comparad@oWKY -Sham; P < 0,05comparado ao SHBham#P < 0,05comparado ao SHRV. n=6

Em seguida os ai® de aorta foram expostos a concegiies crescentes de
acetilcolina A curva concentracdo respostacetilcolinado grupo SHRIM tratado com
LASSBI0-897 (2 mg.kg', i.p.) foi deslocala para a esquergdaevido ao intenso relaxamento
do musculo liso da aorta exposto a baixas concentracdes da ACh (FiguraCoam)
consequecia observouse menorClsy € maior relaxamento maximeonforme mostrado na
Tabelad.

Verificamos que o tratamento por via oral com suspensdo de LASSBioa dose de
20 mg.kg' promoveu recuperacdo do relaxamento induzido pela acetilcolina em anéis de

aorta de SHRM quando comparado ao SHRI (Figura 64Be Tabelad).
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A Figura 65 most que o tratamento conuspenséo de LASSBi897 (20 mg.kg)
aumento a distancia percorridB8{3 + 523,8 mP < 0,05 em relacdo ao grupo SHBham
(216,0+ 48,10m) eaoSHR-IM (82,72+ 29,07m).

@ WKY-Sham + DMSO @8 SHR-IM + DMSO
@8 WKY-IM + DMSO

" -1 ~
88 SHR-Sham + DMSO . SHR-IM + LASSBIi0-897 (20 mg.kg™ - Suspenséao)

2000+ * &
1500+
1000+

500+

Distancia Percorrida (m)

0-

Figura65. Teste de Esfor¢o. A, Distancia Percorrida; B, Capacidade de Esfddedidas realizadas quatro semar
apds a cirurgia, em WKY, ShamIM, e SHR Sham e IM tratados oéio com LASSBIieB97, via oral,20 mg.kg"
diluido em suspensadadosforam expressos em médiaEPM. *P < 0,05 comparado ao WK¥Sham; P < 0,05
comparado ao SH8ham*P < 0,05comparado ao SHRV.. n=6
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A IC é uma sndromemultifatorial em que opacients podem apresentar de acordo
com o estagio de desenvolvimento da doenca 0s seguintes sinais e sintoméa: dlispnte
o esforgcoou em repouso, fadiga, retéi; de liquido, levando a congestdwimonar e ao
edema periférico. O surgimento destes sinais e sintomas estdo intimamente relacionados a
anormalidade estrutural e funcional do coracdo, geralmente, secundaria a alteracbes no
enchimento ventricular ndiastole e associado a alteragfno déito cardiaco e ejecdo
ventricular sistélica. A distincdo entre IC sistdlica e diastolica é apenas fisiopatologica, e a
maioria dos pacientes com IC apresenta tanto a disfuncdo sistélica quanto a diastélica
(DICKSTEIN et al., 2008. Entretanto, o nimero deacientes que apresentam IC diastélica
temaumentado ao longo dos anos porque se estima gd@%Qdle todos 0s pacientes com
sintomas de IC, apresentam fracdo de ejecdo normal ou ligeiramente reduzida. Nestes
pacientes, a disfuncdo diastdlica € apontadaocam importante contribuinte, se ndo a
principal causa da ICAZIZ et al.,2013. A disfuncéo diastolica é com@nteassociada a
intolerdncia ao exercicio, coprognosticoruim. As manifestacdes clinicas na IC sistélica
resultam do comprometimento da catitidade do VE juntamente com a fracdo de ejecao
reduzida. Ja na IC diastolica as manifestacdes da IC resultam do aumento da pressao de
enchimento causado por deficiéncia de relaxamento e reducédo da complacéncia do VE. Além
disso, a rigidez é observaddansomente no miocéardio, mas também nas artérias, o que se
traduz em maior resisténcia sistémikaAZIK, et al.,2010).

Durante os ultimos 25 anos, a maioria dos agentes terapéuticos tem sido direcionados
para o tratamento de pacientes com IC sistélipa ttatamento deve ser realizado por periodo
prolongado com combinac¢des de inibidor de enzima conversora de angiotensina, bloqueador
de receptor de angiotensina Il tipo 1, bloqueador de receptor de mineralocorticéide e beta
bloqueadores na tentativa deslhorar os sintomas e prognosti@CKSTEIN et al., 2008;

HUNT, et al., 2009). Por outro lado, o tratamento da IC diastélica ndo mudou
substancialmente ao longo do tempo, apesar da introdugcdo de novas alternativas promissoras.
A maioria dos tratamentos maconseguiu reduzir a morbidade e a mortalidade em
comparacdo com o placebDICKSTEIN et al., 2008; HUNT, et al.,2009; TAMARGO et

al., 2010).

Dentro deste contexto os agonistasAdg-AR tem se mostrado um alvo interessante
para o tratamento da I@. ativagdo daeceptore®\,, aumenta a contratilidad#o miocardio
tanto por via dependente de AMPc quanto independente das{elANG et al., 1996)
Promoveaumento da expressdo de SERCAZnador recaptacdo de Ca pelo RS(CHAN et

al., 2008, assim como niar fluxo coronariano via ativacéde canal de Kdependente de
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ATP (DUNCKER et al., 1995). Agonistas de A-AR tem sido associado a supressao de
eventos inflamatorios em modelo de isquemia e reperfusdo em coelho (NORT&IN

1992, cédo (GLOVEREet al.,2005) camundongo (YANGt al., 2005) e porco (LASLEYet

al., 2005). Recentemente, demonstsamuque LASSBIi€294 e LASSBIie897 poderiam ativar
receptores de adenosina pserem ligantes de receptorprincipalmente dosA;a-AR,
apresentando IC50 igual a 9,6%IM (LASSBIio-294) e 4,6.18 M (LASSBIi0-897). Devido

as acOes de agonistas de receptores da adenosina a proposta inicial deste trabalho foi
investigar os efeitos benéficos do tratamento de LAS@Bibe LASSBie897 em modelo

animal que associa hipertése isquemia.

4.1. LASSBio294

O desenvolvimento desse trabalambémfoi baseado em resultados anteriores que
demonstraram que LASSBRS4 impediu o desenvolvimento da disfungcédo diastélica em
ratos normotensos submetidos ao IM tratados por viaGABRIEL et al., 2010) Com o
mesmo modelo experimental Silvet al. (2013) observaram que o tratamento com o
LASSBIi0-294 reduziu a fadiga muscular desenvolvida apés o IM, aumentando assim a
tolerancia ao exercicio. A melhoda disfuncdo diastdlica estanialacionadaacs efeitcs
vasodilatador (SILVAet al, 2002), inotropico positivo (SUD@t al. 2001), redutor daeacao
inflamatoria (LIMA et al, 2000) possivelmente poativacao seletiva de A-AR (TANG,

2008) Assim, surgiwa hipétese de que o tratamentdnico com a substangederiaimpedir

o desenvolvimento dos distlrbios promovidos pelo IM associada a hipertenséa ahesaal

vez que, a hipertensdo arterial e a hipertrofia cardiaca associada ao IM decorrentes, pelo
menos em parte, da poarga eleada poderiam intensificar o comprometimento da area
infartada e o remodelamento do musculo cardiacoim@ostado (NORTONet al., 2008.
Adicionalmente, avalioige as vantagens do tratamento com LASS3i9, um vasodilatador
potente (ZAPATASUDO et al.,2010) que assim como LASSBi?94, reduziu as alteragdes

na musculatura esquelética de ratos normotensos submetidos ao IM, impediu o
desenvolvimento da intolerancia ao exercicio fisico (SILVA, Dissertacdo de Mestrado 2010).

Durante a andlise da pressdo aafellbs grupos experimentais em estudo obseseou
gue o IM nao promoveu alteracao da presséo arterial nos grupos normotensos ou hipertensos,

como ja havia sido demonstrado por Gabeihkl., (2010). Durante as quatro semanas de
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tratamento por via i.p. opor v.0. com LASSBIie294, solubilizado em DMSO ou em
formulacdo de suspenséo, induziu o efeito-aipertensivo, com reducdo da pressao arterial
sistélica, diastolica e média. Maior periodo de tratamento, ou seja, por oito semanas também
proporcionou acaantkhipertensiva que poderia ser justificada pelo acao direta do LASSBIo
294 na musculatura lisa vascular. Ambas as condi¢cdes de hipertenséo arterial como o IM
apresentam disfuncdo vascular que foi confirmado em nosso trabalho pelo reduzido
relaxamento ds anéis de aorta em resposta a ACh. A intensificagdo da menor resposta a
agentes vasodilatadores dependentes de endotélio quando associado a hipertensdo arterial ¢
isquemia ja havia sido descrito também WHEMER et al. (2001), o que estaria relacionada
a reducdo acentuada da producédo de @Qratamento oral com o LASSBRP4 durante
guatro ou oito semanas impediu o desenvolvimento da disfuncdo endotelial ja que ndo houve
alteracdo do relaxamento de anéis de aorta. Um provavel mecanismo pelo qual a
vasodlatacdo poderia levar ao efeito ahipertensivo de LASSBi294 poderia ser atribuido
a acao agonista emyAAR. A estimulacéo deste receptor ativa o sistema de adenilato ciclase,
resultando em aumento da producédo de cAMP, a proteina quinase e amdéaaxticanais
de K dependentes de ATP levando a hiperpolarizacido das células do nissculscular
(GEMIGNANI e ABBOTT 2010)

O IM nao alterou a PVES bem como a taxa de contracdo cardiaca no grupo
normotenso o que ja foi também descrito anteriormpeale nosso grupo (GABRIEEt al.,
2010), entretanto observ@e que a associacdo da hipertensdo com IM aumentou tanto a
PVES quanto da +dP/dt. Possivelmente, a hipertensdo promoveu a elevacaecai@aos
assim sendo necessaria uma maior forca de céotgra manutencdo da fracao de ejecéo
dentro de parametros de normalidade. O tratamento intraperitoneal ou oral de LRS&Bio
durante quatro ou oito semanas impediu o intenso aumento da PVES.

A reducdo da funcdo sistolica induzida pela hipertensdo iadso@o IM foi
confirmada apés periodo de 4 semanas através do ecocardio@amnalores observados
para a FE apds quatro semanas de IM foi em torno der@d@aracterizadoa IC sistdlica
no entantano periodaapds quatreemanasa FE e a fracdo dencurtamento cardiaco foram
reduzidas. Oratamento com LASSBi@94, por via ora] promoveu normalizacdo tanto da
fracdo de ejecdo quanto de encurtameeisultados estes justificados polaacao inotropica
positiva (SUDCet al.2001; GABRIELet al.,2010).

A andlise da funcéo diastdlica foi realizada inicialmente através da medida da PVEDF
e da taxa de relaxamento cardiaco, uma vez que a funcdo diastélica € determinada

principalmente pelo relaxamento ativo e pela complacéncia passiva da parede dal@entric
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(SAKATA, et al.,2013). Foi importante também, através do ecocardiograma, a determinagéo
do enchimento de VE rapido e lento através do fluxo mitral. O IM ou a hipertenséo
isoladamente pode aumentar a PVEDF. A maior gravidade da alteracéo deste pgdaimietr
previamente demonstrado quando estas duas condi¢cdes apresemrtssociadaXIA et al.,
2006). LASSBI0-294 n&o promoveu recuperagdo completa da PV&i¥ndo o tratamento
foi realizado por via i.p. observando apenas uma reducdo parcial. Coquaojo o
tratamento foi realizado por via oral durante quatro semanas com LA298idiluido em
DMSO foi observado uma PVEDF semelhante ao controle Sham, porém para o substancia na
forma de suspensdo mostrou apenas recuperacdo parcial deste parametrdordesa
capacidade de LASSBi®94 prevenir o aumento d®VEDF poderia estar relacionadovia
de administracdo, dose e formulacédo da substéAssim, numa proxima etapeealizamoo
tratamento por periodo de oito semanas com LAS3B diluido em DMBO ou em
suspenséao, observ@e recuperacdo completa da PVEDF.

A funcéo diastdlica também foi avaliada através da determinac&nadamento
diastdlicoatravés da medida gico de velocidade da onda dnchimento rapido precoce (E)
do pico de velocidadela onda de enchimento tardcausado pela contracdo atrial (Apa
relacdoentreE/A. Quando a pressaw VE cai abaixo da presséo do atrio esquerdo, a valvula
mitral se abre ecorre oenchimento diastélwrapido. Aproximadamente 80% do enchimento
do VE normalmente ocorre durante esta fase. Como resultado do enchimento rapido, a
pressdale VEaumenta elwgera a pressao atrial esquerda o que gargradiente de pressao
transmitral positivo @ fluxo adicional ocorre devido eontracéo atriaho final dastole As
velocidades do fluxamitral nas duas etapdsram obtidas por dopplerNa associacdo da
hipertensao e IM espese que ocorraumento da pressao atrial, aumentando assim a presséo
de conducéo através da valvula mitam aunento gradual na vetidade de EMuitas das
vezes, a complacéncia do \diminui e encurta o tempo de desaceleragémgsionandam
padrdo pseudonormaks ondas E e A, ocasionando uma reducdo apenas da razao entre as
ondas. As ondas E e A ndo estdo alteradas em nosso maodell de associacdo de
hipertensédo e IM, no entanto, a rela¢éé ja se encontra reduzida apos 4 semanas de IM,
evidenciando a disfuncédo diastélica. O tratamento com LAS3®lomanteve esta relacao
dentro do padrédo da normalidade, indicando que a suistampediu 0 desenvolvimento da
IC em SHRIM. Gabriel et al., (2010) demonstraram que os efeitos benéficos de LASSBIo
294 para a disfungéo no relaxamento cardiaco foram relacionados ao aumento da recaptagéo
de Cd? pelo RS e, que este aumento estariacieteado a normalizacéo da expresséo de

SERCAZ2a. A recaptacdo de Ga pelo RS além de determinar a remocdo dd*Ca
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promovendo o relaxament@rdiacotambém ira determinar o conteido dé'Gm RS para
gue possa ser liberado em subsequente contracdo (NTS@Let al., 1999). Uma reducéo
na expessao e/ou na funcdo de SERCA@a sido relatada patiferentes grupofAIT et al.,
2009; DASHet al.,2001; HOUSERet al., 2000; DHALLA et al., 1999) como indutores a
disfuncéo ventricular’A menor afinidadpelo C&* e reduzidaexpressdo de SERCApadem
contribuir para disfuncéo ventricular descnii@ insuficiéncia do miocéardio (KOTL®@t al.,
2012; SUGIZAKI et al., 2011; PERIASAMY et al., 2008; MACLENNAN e KRANIAS
2003; HOUSERet al., 2000; DHALLA et al., 1999; SGHWINGER et al., 1995;
HASENFUSS et al., 1994). Ja foi demonstradaue aposinjuria do miocardip ocorre
aumento do [CE]; devido areducdo da express@dou atividade de SERCA2a (SAINI e
DHALLA 2005, MOENSet al.,2005) O aumento dos niveis de espécieativas de oxigénio
(ROS) poderia ser os responsaveis pdimoda SERCAZ2a, potencializando o aumento de
[Ca®"]; (KRAUSE e HESS 1984 A geracdale ROS poderia ser induzida p@NF-U gue se
apresenta em niveis elevadp$EDAYAT et al., 2010), e quadesempenha unmportante
papel na depressao da contratilidade do mioca@koefeitos iniciais cardiodepressores, que
se manifestam em poucos minutos, sdo consequéncias da simahmNOS. A elevacao
patolégica da concentracdo de NO resulta em disfuncéo diastélica e sistOlica (&LAlH I
2007). A disponibilidade ou sensibilidade reduzida d& Eantribui para o déficit da resposta
contratil quando induzida por catecolamifdl®)MAR et al., 2007).A estimulacaode Ap+

AR foi associada a aumento da contratilidade cardiaca, ao aumento da expressdo de
SERCA?2a e recaptacdo de’Cpelo RS (CHANet al.,2008).

O papel da sinalizacdo mediada pofaAR sugere beneficios sobre a fénce
hemodinadmica cardiacA.estimulacéo de A-AR apos o IM suprime a ativacao inflamatéria
e preserva a funcado cardiaca através da reducdo de mRNA para iNOS e reducéo da ativacao
de NFK-B (TOUFEKTSIAN et al., 200§. Duas a cinco horas de infusdo de AI46e
(Figura 66) um agonista de A-AR com ac¢éo aninflamatériae ndo vasodilataday reduziu
a area de infarto (GLOVER al.,2006). Esta reducédo foi associada a substamiminuicdo
da inflamacéo e infiltracdo de neutréSIGPATEL et al., 2009). AMP579 (Figura 66) um
agonista de receptorede adenosinaA1/A2 proporcionouefeito cardigrotetore que foi
inibido por antagonistaeletivo de Ax-AR (SMITS et al., 1998). Além disso, Kist al.,
(2003) demonsaramque o efeito antinfarto de AMP579 fobloqueado pelo ZM241385, um
antagonista moderadamente seletivo paraAR (222 vezes mais potente pargaAAR do

gue para Ag-AR).
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Também foram avaliados neste trabalho, a espessura da parede do VE e diametro da
cavidade ventricular durante a sistolaliéstole. Ocorreu reducdo da espessura da parede
anterior durante a sistole e diastole do VE no grupo-BH®em como aumento do diametro
da cavidade durante a sistole. LASSB®! quando administrado por via oral impediu a
reducdo da motilidade do VE beztomo as alteragOes da espessura da parede anterior do VE,
sugerindo que o tratamento poderia evitar o desenvolvimento da IC induzida pelo IM
associado a hipertensédo. Além disso, ao avadiale forma indireta a hipertrofia cardiaca
através da relacdo meslo coracédo/peso do animal verifiesel que o IM promove aumento
desta relacdo intensificada pela presenca de hipertensdo. Como agonistag-AflR A
poderiam preservar a espessura da parede ventricular em regides afastadas da area de IM
(TOUFEKTSIAN et al. 2006) existe a hipétese de que LASSBI®4 estaria impedindo o
surgimento da hipertrofia ventricular por ativar estes receptbstas alteracdes na parede
ventriculartambémforam descritas por diversos grupos em diferentes modelos de IC (WEISS
et al.,2003; EPSTEINet al.,2002; ROS&t al.,2002; KRAMEREet al.,1993) e em pacientes
apos IM(BOGAERT et al.,2000; KRAMERet al.,1997)

N | ATL-146e (1) AMP579 (2)

Figura 66 Estrutura quimica d&TL-146e (1)e AMP579 (2).

Uma vez que o tratamento com LASSER®4 impediu o desenvolvimento da IC nos
SHR-IM, avaliamos sua capalade de reduzir a intolerdncia ao exercicio fisico. A
intolerancia ao exercicio foi confirmada no modelo de hipertensdo associado ao IM pela
intensa reducédo da distancia percorrida no téstetolerancia ao exercicio fisico ja esta bem
caracterizada erdiferentes modelos animais de IC (MUS@Hal., 1986; MUSCHet al.,
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1990; MUSCHet al.,1993; PFEIFERet al.,2001) e bem com em humanos (SULLIVAN

al., 1989; SULLIVAN et al.,1991; WILSONet al.,1993PLAZAK, 2001; ABUDIAB et al.,

2013, OKITA, 2013. A intolerancia ao exercicio € um dos principais sintonzadisfuncao
diastdlica crénica € um dos fatores determinantes da qualidade de vida relacionada a saude
dos pacientes com IC (KITZMAN e GROBAN 200& disfungcéao vascular da musculatura
esqueléticanduzida pela IC tem sido associada a intolerancia ao exercicio, em parte, por
combinacdo do aumento dos niveis de ROS e reducéo da formacéo de NO levando ao estresse
oxidativo. A maior formacdo de ROS esta relacionada a reducao déitkebbiopterina

(cofator essencial para a NOS), de superéxido desmutase, de catalase, bem como aumento da
expressdo de NADPHxidase. O aumento dos niveis de mediadores inflamatérios como
TNF-a e IL-1 observado na IC tem sido fortemente implicado no processo do estresse
oxidativo, reduzindo a eNOS e consequentemente reducdo de NO, além de promover o
aumento da INOSPOOLE et al., 2019. Fatores estes que também estdo implicados no
desenvolvimento da intolerancia ao exercicio. O tratamento com LASSBi@reveniu a

reducdo dacapacidade de esforco em animais SNR Esta acdo pode estar relacionada a
melhora da funcéo cardiaca acima descrita. No entanto, os efeitos cardiacos podem nao ser 0s
unicos a contribuir para a melhora da capacidade destes animais, uma vez que est®comp
pode atuar melhorando os fatores que interferem na atividade da musculatura esquelética
como demonstrazpor GonzaleZerratoet al.,(2001) A fadiga musculamduzida pelo IM

foi relacionada com a reducéo da recaptacdo dép@to RS(FITTS, 2011 DA SILVA et

al., 2013), bem como pela reducéo da expressdo de SERCA2a no musculo esquelético. Estes
foram evitados com o tratamento de LASSB&# (DA SILVAet al.,2013).

Fatores adicionais que justifiguem o ndo surgimento de intolerdncia ao exercicio
induzido pelo LASSBIi€294 foram avaliados através da observacéo da fibrose por deposicao
de colageno. O aumento do depdsito de colageno presente na condicdo de hipertensdo
associada ao IM foi evitado de forma dose e tempo dependente com o tratamento com
LASSBI0o-294. A reducdo de coldgeno e consequentemente de fibrose pode estar relacionada
a possivel acdo do LASSBRP4 ativando An-AR (GERAETS e KIENZLE 1992;
NEUBAUER 2007;PEART eHEADRICK 2007; SMITSet al., 1998) Trabalhos recentes
sugerem que a sinalicao dependente de cCAMP por ativacao geAR poderia promover a
inibicdo dasintese de colageno induzida por fibroblastos limitamdanodelamentoardiaco
e progressdo da IC PERSONet al., 2009, VILLARREAL et al., 2009) Esta reducéo
também estarieelacionada a capacidade de limitar a expressaiNéeUe IL6 (FENGet al.,

2010, KUBOTA, et al., 1997) Assim, o principal mecanismo para o efeito cardioprotetor e
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redutor da lesdo apdsfarto induzido pelo LASSBi®94 poderia ser mibicdo das respostas
pré-inflamatoériaspor estimulacdo de A-AR durantea isquemigFigura 66).Assim, avaliod

se entdo a presenca de FAllRo musculo cardiaco através da técnica de imunohistoquimica.
Houve aumento da expressdo de Ta&NBpos o IM o que foi evitado pela administracao de
LASSBIio-294 em DMSO ou em suspensédo. Reaslos semelhantes foram descritos em
modelo de isquemia e reperfusdo onde o usand@gonista A-AR como o ATL, reduziu o
MRNA para TNFa em regides isquémicaSQUFEKTSIAN et al.,2006 portanto aativacao

de Aa-AR poderia inibir a secrecdo de citog#n ativada por macréfagos e prevenir o
acumulo de TNFa (OHTA et al.,2003).
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Figura &. Ativacao do receptor de,Aprotege os 6rgaos da isquemigerfusdo por ampla inativacé
da resposta inflamatéria induzida pela isquemia. A ativacdo do receptos,deddiz a adesdo
transmigracéo de varias célslinflamatoérias, incluindo células T (NKY), linfécito e neutrdfilos.
Estimulacdo deste receptores também limita a producdo de citocinas inflamatérias e quimio
liberagdo de superdxido e a secrecao de intergiddF-g) por células imunes ativaslaNO, oxido
nitrico; TNFa, fator de necrose tumoral (Haskéet al.,2008).
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4.2 LASSBIio-897

Uma rova substanci#i planejada e sintetizada a partir de modificacdo na estrutura
do LASSBIe294, sirgindo o LASSBIie897.Um regioisbmero do LASSBi@94, através da
substituicdo doanel tienil. Caracterizado como um vasodilatador mais potente que o
prot6tipo, com mecanismo de acdo vasodilatadora por ativagcdo de receptor muscarinico
subtipo My Este dewado promovewasodilatacdo em anéis de aorta de rato e reducdo
significativa da presséo arterial em ratos espontaneamente hipertensos ap6s administracao
aguda e tratamento a longo pratdAPATA-SUDO et al.,, 2010) Além disso, foi
demonstrando que LASSBRBO7 apresenta atividade seletiva pagg-AR.

Este trabalho também teve o intuito de avaliar os efeitos assim descritos para o
LASSBIio-897, em promover acdo benéfica no tratamento da IC diastdlica induzida pela
associacao da hipertensao arterial e IM.

Na avaliacdo da pressao arterial dos grupos $¥iRratados com LASSBk897
observouse que a substancia quando administiaela via intraperitoneal durante quatro
semanas ndo promoveu reducdo da pressdo sistélica, diastolica e média. A disfuncéo
endotelial que estaria ocasionando a hipertensdo nos animais foi confirmada através do
relaxamento induzido por acetilcolina em anéis de aorta, onde observamos um relaxamento
reduzido para os SHBham quando comparado ao WKY e intensificado nos-BHREsta
respostaa acetilcolina foi intensificado quando os animais SMRforam tratados com a
substancia por via intraperitoneal, resultados que demonstram sua capacidade de impedir o
desenvolvimento da disfuncdo endotelial. Contudo este efeito ndo refletiu na reducédo da
presséo arterial. Estes resultados poderiam, portanto estar relacionado a dose utilizada, uma
vez que o foi demonstrado que tratamento por esta mesma via, na dose de*ldovgrhig
14 dias em SHR, promoveu reducdo significativa da pressédo sistotiastélica, sem
entretanto alcancar os valores encontrados em animais normotenso (ZARAI®, et al.,

2010). Em seguida foram realizados os mesmos experimentos, contudo neste momento foi
modificada a via de administracéo, para oral e utilizado uma dog® deg.kg', para o
tratamento dos SHRVI. LASSBIi0-897 apresentou efeitos ahipertensivos apenas quando
administrado por via oral e diluido em DMSO, promovendo reducdo da pressao sistdlica,
diastdlica e média de SHR quando comparados ao SHR néo tag Entretanto, estes
parametros ndo foram alterados quando a substancia foi administrada na forma de suspenséo,

independente da melhora da disfungdo endotelial destes animais.
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A funcao sistélica destes animais foi avaliada através da PVES e +dP/dhoe co
acima descrito houve aumento destes parametros para 0os animais hipertensos, relacionado ac
aumento da pésarga. O tratamento com LASSB887 recuperou estes parametros quando
administrado realizado por via oral, efeito possivelmente relacionado & et
hipertensivo citado a cima.

O tratamento intraperitoneal com LASSHI®7 impediu de forma parcial o aumento
da PVEDF e as alteracdes na taxa de relaxamento cardiaca induzida pelo IM em SHR. Este
mesmos resultados foram observados quando o tra@nf@ntealizado por via oral e a
substancia foi administrada em suspenséo. Entretanto quando LASEBfoi diluido em
DMSO verificamos que preveniu as modificagdes induzidas pelo infarto em animais SHR,
evitando portanto o desenvolvimento de disfungastdlica destes animais.

Interessantemente tem sido demonstrado qaeeélcolinaé capaz denduzir pré
condcionamento do coracdo do cao (YAO e Gross, 1993#)ostamente por estimulacao
dos receptores muscarinicos sicoplalos a proteinas (GYAO e GROSS, 1993b1994).
Contudo, outros estudos concluiram que 0s receptores muscariniat@ Memum papel
neste modeloLAWSON et al, 1993; LIU e DOWNEY, 1993). Outros tipos de receptores
muscarinicos podem ser envolvidos no -po&dicionamento como foi evidenciadopor
estimulacdo dos recepes muscarinicos cardiacos.Mstes receptores Moram capazes de
proteger o musculo cardiaco da isquenmeluindoa diminui¢cdo da incidéncia e da gravidade
das arritmias induzidas posquemia limitando a area @l infarto e reduzindo os niveis de
mediadores apoptéticos bem como atenuando a sobrecargé’ dett@eelular (YANGet al.,

2005). RecentementeZhao et al., (2010) sugeriram que estimulacdode receptores
muscarinicoM3 antes da inducdo da isquemia/mépsao seria cardioprotetora através da alta
regulacdo da ciclooxigena&ee inibicdo da fosforilacdo de conexiha

Foi demonstrado pelo nosso laboratério que ratos normotensos submetidos ao IM e
tratados com LASSBi897 melhorarama capacidade de ex&m durane teste de esforco
(Da SILVA, Dissertacdo de Mestrado, 2010). Assim somando este efeito a melhora da
disfuncédo diastdlica no SHRI tratados com esta , a proxima etapa foi avaliar se o
LAASBI0-897 também promoveria uma reducao na intolerancixarcicio nestes animais.

De acordo com o resultado demonstrado verificamos que o derivado aumentou a distancia
percorrida de SHRM apresentando um perfil melhor que dos animais normotensos.

Devido a possivel acao cardioprotetora acima descrita pagoostas de receptores
M3, investigamos a fibrose cardiaca dos SNRiratado LASSBIie897. Observarmos que

ndo houve depodsito de colagenos no coracdo delBHiRatado, por via intraperitoneal, e
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gue quando os animais foram tratados pela via oral o depdsicolageno foi reduzido.

Entretanto estes resultados ndo foram associados a reducao da hipertrofia cardiaca uma vez

gue ndo houve reducdo da mesma, nestes grupos experimentais. Quando avaliamos a

hipertrofia cardiaca nos SHIRI tratados com LASSBi897 observamos que o tratamento

preveniu o desenvolvimento da hipertrofia. O quatro de hipertrofia associado as alteragbes

hemodindmicas demonstram que o desenvolvimento da IC esta associado a um somatorio de

fatores e, que para uma substancia impedir o gdesémento da IC é necesséario que ative

diversos alvos. Além disso, verificamos que de acordo com a formulacdo do LASSBIo

impediu parcialmente desenvolvimeto da IC diastélica, entretantopwotétipo, LASSBIe

294, parece demonstrar resultados medispresultados estes que poderiam estar relacionado a

farmacocinética das substancias em questao.
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Figura 8. Esquema representativo flancao cadiaca dereceptorde acetilcaha muscamico subtipo3 (Ms-
MAChR) identificados até a data, com base nos dados disponiveis na literatati@acdo deMs;-mAChR
provoca muitas atividades celulares em cardiomiécitos, levando a citoprote¢do e melhora da funcao carn

por sua venelhoralesdes isquémicas do miocardidodificada deWanget al. 2007.



5.Conclusao
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Esta tese de doutorado avaliou os efeitos de substancias pertencentes &-classe
acilhidrazonicas, LASSBi&®94 e LASSBie897, como propriedades vasodilatadoras, em
modelo de IC diastdlica induzida pelo infarto do miocardio em SHR. As substancias foram
administrada por via intraperitoneal ou oral, em diferentes doses. A partir dos resultados
obtidos podemos concluir que de acordo com a via de administracao a dose a formulacéo das
substancias e o periodo de estudo os derivados promoveram;

Reducéo da presséo arterial;

Normalizacdo das func¢des sistdlica e diastolica;
Recuperacéao da capacidadeexercicio fisico;
Reducdo da hipertrofia cardiaca;

Recuperacgédo da fibrose cardiaca;

Reducéo da presenca de TNE

K <K K K K K <

Melhora da disfuncdo endotelial em anéis de aorta

Demonstrado assim que tanto LASSRB®4 quanto LASSBiB97 podem ser alternativas

para otratamento da IC diastélica em pacientes hipertenso.



6. ReferénciaBibliograficas




127

ABUDIAB, M.M. et al. Cardiac output response to exercise in relation to metabolic
demand in heart failure with preservedctien fraction.Eur J Heart Fail .
2013;DOI: 10.1093/eurjhf/hft026

AIT, M.Y. et al. Late exercise training improves raniformity of transmural myocardial
function in rats with ischaemic heart failuf@ardiovasc. Resy. 81(3), p. 55564, 2009.

ANDRADE, J. P.et al.lll Diretriz Brasileira de Insuficiéncia Cardiaca Cronica9ds, p.
1-71, 2009.

ANZAI, T. PostInfarction Inflamnation and Left Ventricular RemodelingA Double
Edged SwordCirc. J. v. 77, p. 588687, 2013.

ASAKURA, M. et al.Impact of Adenosine Receptor Signaling and Metabolism on
Pathophysiology in Patients with Chronic Heart Failttgpertens. Res v. 30, p.781-
787, 2007.

Aziz, F.et al.Diastolic Heart Failure: A Concise Review Clin. Med. Res.v. 5(5) p.
327-334, 2013.

BARREIRO, E. J. Estratégia de simplificacdo molecular no planejamento racional de
farmacos: a descoberta de novo agente cardio&uimnica Nova v. 25, p. 1172180,
2002.

BARREIRO, E.J.; FRAGA, C.A. M. A utilizag&o do safrol, principal componente

guimico do 6leo de sassafras, na sintese de susbstancias bioativas na cascata do acido
aracdonico: Antinflamatorios, analgésicos e-tmtinbotcos. Quim. Nova.v. 22, p. 744,

1999.

BAUMGARTEN, G. et al Load-dependent andndependent regulation of
proinflammatory cytokine and cytokine receptor gene expression in the adult mammalian
heart.Circulation. v. 105, p. 21922197, 2002.

BELEVYCH, A. et al.Enhanced Ryanodine Recepidediated Calcium Leak Determines
Reduced Sarcoplasmic Reticulum Calcium Content in Chronic Canine Heart Failure.
Biophysical Journal. v. 93(11), p. 4083092, 2007.

BERS, D.M. Altered cardiac myocyte €aegulation in hearfailure. Physiology
(Bethesdg. v. 21, p. 38887, 2006.

BERS, D.M. Cardiac excitatieoontraction couplingNature v. 415(6868), p. 19205,
2002.

BERS, D.M. Macromolecular complexes regulating cardiac ryanodine receptor function.
J. Mol. Cell. Cardiol. v. 37(2), p. 417429, 2004.



128

BERS, D.M.; EISNER, D.A.; VALDIVIA, H.H. Sarcoplasmic reticulum Tand heart
failure: roles of diastolic leak and €dransportCirc. Res.v. 93(6), p. 487490, 2003.

BLAUSTEIN, M.P.; LEDERER, W.J. Sodium/calcium exchanigephysiological
implications.Physiol. Rev.v. 79, p. 763354, 1999.

BLOOM, D.E.et al From burden to fiBest Buyso- Red
communicable disease in leand middleincome countries. . Geneva: World Economic
Forum; 2011a; Dispuvel em:http://ideas.repeorg/p/gdm/wpaper/7511.html

BLOOM, D.E.et al The global economic burden of roammunicable diseases.
Geneva: World Economic Forum; 2011.

BOGAERT, Jet al. Remotemyocardial dysfunction after acute anterior myechal
infarction: impact of left ventricular shape on regional functibrAm. Coll. Cardiol. v.
35, p. 15251534, 2000.

BRAUNWALD, E. Heart disease. A textbook of cardiovascular medicine. 7th edition.
Sanduers; 2005.

BRISTOW, M.R.et al.Betal and beta -&drenergiereceptor subpopulations in

nonfailing and failing human ventricular myocardium: coupling of both receptor subtypes
to muscle contraction and selective bet@deptor dowsregulation in hearfailure. Circ.
Res.v. 59, p. 297309, 1986.

CHAN, T.O.et al. Cardiaerestricted overexpression of the,A¢-adenosine receptor in
FVB mice transiently increases contractile performance and rescues the heart failure
phenotype in mice overexpressing thig)Aadenosine receptdClin. Transl. Sci.v. 1(2),

p. 12633, 2008.

CIAMPI, Q.; VILLARI, B. Role of echocardiography in diagnosis and risk stratification
in heart failure with left ventricular systolic dysfuncti@@ardiovascular Ultrasound. v.
5, p. 34,2007.

ClinicalTrials.gov Identificador: NCT01179061
ClinicalTrials.gov identifier: NCT01300013

COMMUNAL, C. et al. Norepinephrine stimulates apoptosis in adult rat ventricular
myocytes by activation of the betarenergic pathwayirculation. v. 98, p. 129-1334,
1998.

Da SILVA J.S.et al. N-acylhydrazone improves exercise intolerance in rats submitted to
myocardial infarction by the recovery of calcium homeostasis in skeletal mugele.
SciencesLFSD-13-00422R1


http://ideas.repec.org/p/gdm/wpaper/7511.html

129

DASH, R.et al. Gender influences on saplasmic reticulum Ca2?andling in failing
human myocardiuml. Mol .Cell. Cardiol. v. 33(7), p. 13461353, 2001.

DAVIS, M.E. et al.Urocortin 2 infusion in human heart failugur. Heart J. v. 28, p.
25892597, 2007.

DE LUCA, L. et al.,Evidencebaseduse of levosimendan in different clinical settings.
Eur. Heart J. v. 27, p. 19081920, 2006.

DEWALD, O. et al. CCL2/monocyte chemoattractant protdimegulates inflammatory
responses critical to healing myocardial infar€@isc. Res.v, 96, p. 881889, 2005.

DEWALD, O. et al. Of mice and dogs: specispecific differences in the inflammatory
response following myocardial infarctioAm. J. Pathol.v. 164, p. 665677, 2004.

DHALLA, N.S. et al. Subcellular remodeling and heart dysfunction in cardiac
hypertiophy due to pressure overloghn. N. Y. Acad. Sci. v.874(1), p. 104110, 1999.

DICKSTEIN, K, et al. ECS Guidelines for the diagnosis and treatment of acute and
chronic heart failureEur. Heart J. v. 29, p. 2388442, 2008.

DING, B. et al. A positive fedback loop of phosphodiesterase 3 (PDE3) and inducible
CAMP early repressor (ICER) leads to cardiomyocyte apoptesis. Natl. Acad. Sci.
USA. v.102, p. 1477114776, 2005.

DING, B.A. et al. A positive feedback loop of phosphodiesterase 3 (PDE3) audiivie
cAMP early repressor (ICER) leads to cardiomyocyte apoptesis. Natl. Acad. Sci.
USA.v. 102, p. 1477114776, 2005.

DOUGLAS, P.Set al. Left ventricular shape, afterload and survival in idiopathic dilated
cardiomyopathyd. Am. Coll. Cardiol. v.13, p.311315, 1989.

DUNCKER, D.J.et al. Endogenous adenosine mediates coronary vasodilation during
exercise after KATPchannel blockadél. Clin. Invest. v, 95, p. 285295, 1995.

ELAHI, M.; ASOPA, S.; MATATA, B. NOcGMP and TNFalpha counter regulatory
system in blood: understanding the mechanisms leading to myocardial dysfunction and
failure. Biochim. Biophys. Acta.v.1772, p. 514, 2007.

EL-MENYAR, A.A. Cytokines and myocardial dysfunction: state of theJar€Card.
Fail. v. 14, p. 6174, 2008.

EPPERSON, S.A.et al. Adenosine receptors and second messenger signaling pathways in
rat cardiac fibroblast®Am. J. Physiol. Cell. Physiolv. 296, p. C1171C1177, 2009.



130

EPSTEIN, F.Het al. MR tagging early after myocardial infarction in mice demonstrates
contractile dysfunction in adjacent and remote regidegn Reson Med.v. 48, p. 399
402, 2002.

ERLEBACHER, J.Aet al. Late effects of acute infarct dilation on heart size: a two
dimensional echocardiographic studyn. J. Cardiol. v. 49, p.11201126, 1982

FABIATO, A.; FABIATO, F. Calcium and cardiac excitatimontraction coupling.
Annu. Rev. Physiol.v. 41, p. 478484, 1979

FELDMAN, A.M. et al. Adenosine receptor subtypes and the heart failure phenotype:
translating lessons from mice to mdmansactionsof the American Clinical and
Climatological Association.v. 122, 2011.

FELDMAN, M.D. et al. Deficient production of cyclic AMP: pharmacologic evidence of
an important cause of contractile dysfunction in patients withséage heart failure.
Circulation. v. 75, p. 331339, 1987.

FELKER, M.G.et al Diuretic strategies in patients with acute decompensated heart
failure.N. Engl. J. Med v. 364, p. 797805, 2011.

FENG, W.et al. Stimulation of adenosine A2B receptors induces interleGlgecretion
in cardia fibroblasts via the PK®38 signalling pathwayr. J. Pharmacol.v. 159, p.
1598 1607, 2010.

FITTS, R.H.New insights on sarcoplasmic reticulum calcium regulation in muscle
fatigue.J. Appl. Physiol. v. 111, p. 348346, 2011.

FLESCH, M.et al. Activation and functional significance of the rerangiotensin system
in mice with cardiac restricted ovexxpression of tumor necrosis factGirculation . v.
108, p. 598604, 2003.

FONAROW, G.Cet al Characteristics, treatments, and outcomes of patients with
preserved systolic function hospitalized for heart failure: a report from the OPTIMEZE
Registry.J. Am. Coll. Cardiol. v. 50, p. 768777, 2007.

FRANGOGIANNIS, N.G.; SMITH, C.W.; ENTMAN, M.L. The inflammatory+sponse
in myocardial infarctionCardiovasc.Res v. 53, p. 3147, 2002.

FRANGOGIANNIS,N.G.; Entman, M.LChemokines in myocardial ischemigends
Cardiovasc Med.v. 15(5), p. 163169, 2005.

FUJITA, T.; ISHIKAWA, Y. Apoptosis in Heart FailureT h e R o | eAdrenergid h e
ReceptotMediated Signaling Pathway and pbdiated Signaling Pathway in the
Apoptosis of Cardiomyocyte€irc. J. v. 5, p. 18111818, 2011.

b


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Frangogiannis%20NG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16165012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Entman%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16165012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16165012
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16165012

131

FUNAKOSHI, H. et al. A1 adenosine receptor upregulatircampanies decreasing
myocardial adenosine levels in mice with left ventricular dysfunc@arulation .
v.115(17), p. 230715, 2007.

FUNDER, J. W. Reconsidering the roles of the mineralocorticoid recéptpertension
v. 53, p. 286290, 2009.

FUNKE-KAISER, H.et al. Signal transduction of the (pro)renin receptor as a novel
therapeutic target for preventing earjan damage-ypertens. Res v. 33, p. 98104,
2009.

GABRIEL, D. et al. LASSBi0-294, A Compound With Inotropic and Lusitropic Activity,
Decreass Cardiac Remodeling and Improve$ @aflux Into Sarcoplasmic Reticulum
After Myocardial InfarctionAm. J .Hypertens.v. 23(11), p.122.227, 2010.

GAUTHIER, C.eta.The negati ve i radranocepiistmulatbrfizct of
mediated by activatn of a nitric oxide synthase pathway in human ventrI€lin.
Invest.v. 102, p. 13771384, 1998.

GEMIGNANI e ABBOTT. Selective Ax agonist in pharmacologic stress testihgurnal
of Nuclear Cardiology.v. 17(3), p. 494497, 2010.

GERAETS, D.; KIENZIE, M. Clinical use of adenosinewa Med. v. 82, p. 2528,
1992.

GHEORGHIADE, M.et al. Hemodynamic, echocardiographic, and neurohormonal
effects of istaroxime, a novel intravenous inotropic and lusitropic agent: a randomized
controlled trial in patienthospitalized with heart failurd. Am. Coll. Cardiol. v. 51, p.
2276 2285, 2008.

GHEORGHIADE, M.; PANG, P.S. Acute heart failure syndrondegsm. Coll. Cardiol.
v. 53, p. 55473, 2009.

GLOVER, D.K.et al. Reduction of infarct size and postischemic inftaation from
ATL-146e, a highly selective adenosine A2A receptor agonist, in reperfused canine
myocardiumAm. J. Physiol. Heart Circ. Physiol v. 288, p. H18511858, 2005.

GOLDHABER, J.; HAMILTON, J.A. Role of inotropic agents in the treatment of heart
failure. Circulation 121, 16551660, 2010.

GONZALEZ-SERRATOS, Het al. A novel thienylhydrazone, (thienylidene)3,4
methylenedioxybenzoylhydrazine, increases inotropism and decreases fatigue of skeletal
muscle.J. Pharmacol. Exp. Ther.v. 299(2), p. 55%66, 2001.

GUO, T.et al.C&*/Calmodulindependent protein kinase Il phosphorylation of ryanodine
receptor does affect calcium sparks in mouse ventricular myo€iteRes. Aug. v. 18,
p. 398 406, 2006.



132

HAMID, T. et al. Divergent tumor necrosis factoeceptor related remodeling responses
in heart failure: role of nuclear factkappaB and inflammatory activatio@irculation.
v. 119, p. 13861397, 2009.

HASENFUSS, Get al. Relation between myocardial function and expression of
sarcoplasmic reticuluma&’-ATPase in failing and nonfailing human myocardiudirc.
Res.v. 75(3), p. 434442, 1994.

HASKO, G.et al. Adenosine inhibits IL12 and TNFU productiop VvVia ac
receptordependent and independent mechani$tASEB J. 14, 20652074, 2000.

HASKO, G.et al. Adenosine receptors: therapeutic aspects for inflammatory and immune
diseasedNat. Rev. Drug Discov. v. 7, p. 759770, 2008.

HAUDEK, S.B.et al.TNF provokes cardiomyocyte apoptosis and cardiac remodeling
through activation of multiple cell death pathway<lin Invest 117:26922701, 2007.

HEDAYAT, M. et al. Proinflammatory cytokines in heart faitu doubleedged swords.
Heart. Fail. Rev.v.15, p. 548562, 2010.

HERNANDEZ, A.F.et al. Acute study of clinical effectiveness of nesiritide in
decompensated heart failure trial (ASCEINP). Circulation 122, 2227, 2010.

HIGUCHI, Y. et al. Tumor necrosi$actor receptors 1 and 2 differentially regulate
survival, cardiac dysfunction, and remodeling in transgenic mice with tumor necrosis
factoralpha induced cardiomyopathirculation. v. 109, p.18921897, 2004.

HOUSER, S.R.; PIACENTINO, V.; WEISSER, J. adrmalities of calcium cycling in
the hypertrophied and failing heait.Mol. Cell. Cardiol. v. 32(9), p. 15961607, 2000.

HUANG, B. Set al.Central infusion of aldosterone synthase inhibitor attenuates left
ventricular dysfunction and remodelling ingatfter myocardial infarction.
Cardiovascular Research.v. 81(3), p. 57481, 2009.

HUNT, S.A.et al. Focused update incorporated into the ACC/AHA 2005 Guidelines for
the diagnosis and management of heart failure in adults: a report of the American College
of Cardiology Foundation/ American Heart Association Task Force on practice guidelines
developed in collaboration with the International Society for Heart and Lung
TransplantationJ. Am. Coll. Cardiol. v. 53, p. ele90, 2009.

ISHIKAWA, Y.; HOMCY C.J. Theadenylyl cyclases as integrators of transmembrane
signal transductiorCirc. Res.v. 80, p. 297304, 1997.

ISODA, K. et al. Myocardial hypertrophy in transgenic mice overexpressing human
interleukin 1 alphal. Card. Fail. v. 7, p. 355364, 2001.



133

IWANAGA, Y. et al. Down-regulation of cardiac apelin system in hypertrophied and
failing hearts: possible role of angiotensiratigiotensin type 1 receptor systehMol
Cell Cardiol. 2006; 41 (5): 79806, 2006.

IYENGAR, S.; ABRAHAM, W.T. Diuretics for the treatemt of acute decompensated
heart failureHeart Fail. Rev.12, 12% 130, 2007.

JAPP, A.Get al. Acute cardiovascular effects of apelin in humans: potential role in
patients with chronic heart failur€irculation. v. 121, p. 18181827, 2010.

JAPP, A.Get d. Vascular effects of apelin in vivo in mah.Am. Coll. Cardiol. v. 52,
p. 908 913, 2008.

JENSEN, C.; HEROLD, P.; BRUNNER, H.R. Aliskiren: the first renin inhibitor for
clinical treatmentNature Rev. Drug Discov v. 7, p. 399410, 2008.

JIANG, M.T.etal. Abnormal C&" release, but normal ryanodine receptors, in canine and
human heart failureCirc. Res. Nov.v. 91(11), p. 101561022, 2002.

JOURDAN-LESAUX, C.; ZHANG, J.; LINDSEY, M.L. Extracellular matrix roles during
car diac repairLife Sci. v. 87, p 391 400, 2010.

KAMINSKI, K.A. et al. Oxidative stress and neutrophil activation: The two keystones of
ischemia/reperfusion injurynt. J. Cardiol. v. 86, p. 4159, 2002.

KAZI K, A. WI LCZEK, K. ; POLOG6SKI , L. Ma n a
Cardiology Journal. v. 17(6), p. 55865, 2010.

KELM, M.; SCHRADER, J. Control of coronary vascular tone by nitric oxilec. Res.
v. 66, p. 15611575, 1990.

KIS, A.; BAXTER, G.F; YELLON, D.M. Limitation of myocardial reperfusion injury by
AMP579, an adenosine A1/A2A receptor agonist: role of A2A receptor and Erk1/2.
Cardiovasc. Drugs Ther.v. 17, p. 415425, 2003.

KITZMAN, D.W.; GROBAN, L. Exercise Intolerancéleart Failure Clin.v. 4, p. 99
115.

KONSTAM, M.A. et al. Left Ventricular Remodeling in Heart Failude Am. Coll.
Cardiol. Img. v. 4, p. 98 108, 2008.

KOTLO, K. et al. Phosphoprotein abundance changes in hypertensive cardiac
remodelingJ. Proteomics.v. 21(77), p. 113, 2012.



134

KRAMER, C.M. et al.Dissociation between changes in intramyocardial function and left
ventricular volumes in the eight weeks after first anterior myocardial infarctidkm.
Coll. Cardiol. v. 30, p. 16251632, 1997.

KRAMER, C.M. et al. Regionaldifferences in function within noninfarcted myocardium
during left ventricular remodelin@irculation. v. 88, p, 12781288, 1993.

KRAUSE, S.; HESS, M.L. Characterization of cardiac sarcoplasmic reticulum
dysfunction during shotterm, normothermic, globé&schemiaCirc. Res.v. 55, p. 176
184, 1984.

KRECKLER, L.M., WAN, T.C., GE, ZD., and Auchampach, J.A. (2006) Adenosine

i nhibits tumor necrosis factorU release f
A2B but not the A3 adenosine receptbrPhamacol. Exp. Ther.v. 317, p. 172180,

2006.

KUBOTA, T. et al. Soluble tumor necrosis factor receptor abrogates myocardial
inflammation but not hypertrophy in cytokimeduced cardiomyopath€irculation. v.
101, p. 2518525, 2000.

KUMAR, A. et al.Nitric oxide-dependent andndependent mechanisms are involved in
TNF-alpha-induced depression of cardiac myocyte contractifity. J. Physiol. Regul.
Integr. Comp. Physiol.v. 292, p. R1900R1906, 2007.

KUMMERLE, A.E. et al. Studies towards the identificatiaf putative bioactive
conformation of potent vasodilator arylideNeacylhydrazone derivativeEuropean
Journal of Medicinal Chemistry. v. 44, p. 40044009, 2009.

LASLEY, R.D.; JAHANIA, M.S.; MENTZER, R.M.Jr. Beneficial effects of adenosine
A2A agonistCGS21680 in infarcted and stunned porcine myocardidm. J. Physiol.
Heart Circ. Physiol. v. 280, p, H16601L666, 2001.

LAWSON, C.S.; COLTART, D.J.; HEARSE, D.J. The antiarrhythmic action of ischaemic
preconditioning in rat hearts does not involve funcéll Gi proteinsCardiovasc. Resv.
27, p. 681687, 1993.

LEDENT, C.et al. Aggressive ness, hypoalgesia and high blood pressure in mice lacking
the adenosine A2a receptblature. v. 388, p. 674678, 1997.

LI ANG, B. T.; MORLEY, JepéndentAGanediated stiynaldtoryc A MF
mechanism via the adenosine A2a receptor in the intact cardiag¢ Bedl. Chem 1996;
271: 1867818685, 1996.

LIMA, P.C. et al. Synthesis and analgesic activity of noveablylarylhydrazones and
isosters, derived fromatural safrole.Eur. J. Med. Chem v. 35 p.187, 2000.



135

LINDSEY, M.L.; ZAMILPA, R. Temporal and spatial expression of matrix
metalloproteinases and tissue inhibitors of metalloproteinases following myedar
infarction. Cardiovasc. Ther. v. 30, p.id1, 2012.

LITWIN, S.E.; MORGAN J.P. Captopril enhances intracellular calcium handling and beta
adrenergic responsiveness of myocardium from rats with postinfarction f&lucal.
Res, v. 71(4), p. 79807, 1992.

LIU, Y.; DOWNEY, J.M. Preconditioning agast infarction in the rat heart does not
involve a pertussis toxin sensitive G protélardiovasc.Res.v. 27, p. 608611, 1993.

LLOYD-JONES, D.Met al. Lifetime risk for developing congestive heart failure: The
Framingham Heart Stud@irculation. v. 106, p. 3068 3072, 2002.

LOCATELLI, J.; ASSIS, L.V.M.S.; ISOLDI, M.C. Calcium handling proteins: structure,
function, and modulation by exercid¢eart Fail. Rev. Feb 24doi 10.1007/s1074013
9373z, 2013.

LUI, Q.L. et.al. Glucagottike peptidel and the exenatide analogue AC3174 improve
cardiac function, cardiac remodeling, and survivahits with chronic heart failure
Cardiovascular Diabetology.v. 9, p. 76, 2010.

MACKIEWICZ, U. et al.Brief postinfarction calcineurin blockade affects left ventricular
remodeling and C?éhandling in the rat). Mol. Cell. Cardiol. v. 48(6), p. 130715, 210.

MACLENNAN, D.H.; KRANIAS, E.G. Phospholamban: a crucial regulator of cardiac
contractility.Nat. Rev. Mol. Cell. Biol.v. 4(7), p. 566577, 2003

MAEKAWA, Y. et al.Effect of granulocytanacrophage colongtimulating factor
inducer on left ventricularemodeling after acute myocardial infarctidnAm. Coll.
Cardiol. v. 44, p. 15101520, 2004.

MARX, S.O.et al. PKA phosphorylation dissociates FKBP12.6 from the calcium release
channel (ryanodine receptor): defective regulation in failing he@ets.101:365 376.
doi: 10.1016/S0098674(00)8084-8

MASSIE, B. M.et al. Rolofylline, an adenosine Afeceptor antagonist, in acute heart
failure.N. Engl. J. Med v. 363, p. 14101428, 2010.

McKAY, R.G. et al. Left ventricular remodeling after myocardial inféion: a corollary to
infarct expansionCirculation. v. 74, p. 698702, 1986.

MELDRUM, D.R. et al.Increased myocardial tumor necrosis fagitpha in a crystalloid
perfused model of cardiac ischerngperfusion injuryAnn. Thorac. Surg.v. 65, p. 439
443, 1998.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Calcium+handling+proteins%3A+structure%2C+function%2C+and+modulation+by+exercise

136

METRA, M. et al.Vasodilators in the treatment of acute heart failure: what we know, what
we d blead Fail. Rev. v. 14, p. 299307, 2009.

MISQUITTA, C.M.; MACK, D.P.; GROVER, A.K. Sarco/endoplasmic reticulunfCa
(SERCA)pumps: link to heartdmats and calcium waveSell Calcium. v. 25, p. 277290,
1999.

MITCHELL, G.F.et al. Left ventricular re modeling in the year after first anterior
myocardial infarction: a quantitative analysis of contractile segment lengths and ventricular
shapeJ. Am. Coll. Cardiol. v. 19, p. 11361144, 1992.

MITROVIC, V. et al.Role of guanylate cyclase modulators in decompensated heart
failure.Heart Fail. Rev. v. 14, p. 308319, 2009.

MOENS, A.L.et al. Myocardial ischemia/reperfusianjury, a clinical view on a coplex
pathophysiological processt. J. Cardiol. v. 100, p. 179190, 2005.

MONDEN, Y. et al. Tumor necrosis factealpha is toxic via receptor 1 and protective via
receptor 2 in a murine model of myocardial infarctid@m. J. Physiol. Heart Circ.
Physiol.v. 293, p. H74BH753, 2007.

MONIOTTE, S.et al. Upregulation of beta(3xdrenoceptors and altered contractile
response to inotropic amines in human failing myocardfimtulation. v. 103, p. 1640
1655, 2001.

Mortalidade por doencas cronicas no Brasiliasgdo em 2010 e tendéncias de 1991 a
2010.

MOSSER, D.M.; EDWARDS, J.P. Exploring the full spectrum of macrophage activation.
Nat. Rev. Immunol.v. 8, p. 958969, 2008.

MUBAGWA, K.; FLAMENG, W. Adenosine, adenosine receptors and myocardial
protection: an pdated overviewCardiovasc.Res.v. 52, p. 2539, 2001.

MUSCH T.l. et al. Skeletal muscle glycogen depletion during submaximal exercise in rats
with chronic heart failureBasic Res. Cardiol v. 85, p. 606518, 1990.

MUSCH, T.l.et al. Elevated diaphragntia blood flow during submaximal exercise in rats
with chronic heart failureAm. J. Physiol.v. 265, p. HI721726, 1993.

MUSCH, T.l.et al. Endurance training in rats with chronic heart failure induced by
myocardial infarctionCirc. v. 74, (2), p. 43441, 1986.

NETTICADAN, T. et al. Sarcoplasmic reticulum &calmodulindependent protein
kinase is altered in heart failui@irc. Res.v. 86, p. 596605, 2000.



137

NEUBAUER, S. The failing heartan engine out of fueN. Engl. J. Med.2007.

NORTON E.D.et al. The effects of intravenous infusions of selective adenosinre Al
receptor and A2eceptor agonists on myocardial reperfusion injdm. Heart J. v. 123
3321338, 1992.

NORTON, G.Ret al. Susceptibility to systolic dysfunction in the myocardium from
chroncally infarcted spontaneously hypertensive rats. J. Physiol. Heart Circ.
Physiol.v. 294, p. H372H378, 2008.

OHTA, A.; SITKOVSKY, M. Role of Gproteincoupled adenosine receptors in
downregulation of inflammation and protection from tissue danidageure. v. 414, p.
9161 920, 2001

OPIE, L.H.et al.Controversies in ventricular remodelliigancet. v. 367, p. 35667,
2006.

PACKER, M.et al. Comparison of omapatrilat and enalapril in patients with chronic heart
failure: the omapatrilat versus enalapahdomized trial of utility in reducing events
(OVERTURE).Circulation. v. 106, p. 920926, 2002.

PARK, W.J.; OH, J.G. SERCAZ2a: a prime target for modulation of cardiac contractility
during heart failureBMB Reports. v. 46(5), P. 23243, 2013.

PATEL, RAG. et al. Reduction in myocardial infarct size at 48 hours after brief
intravenous infusion of AT{146e, a highly selective adenosine A2A receptor agonist.
Am. J. Physiol. Heart. Circ. Physiol.v. 297, p. H63VvH642, 2009

PATTEN, R.D.; KONSTAM, M.A. Ventrialar remodeling and the renin angiotensin
aldosterone syster.ongest. Heart Fail.v. 6, p. 187192, 2000.

PAZOSLOPEZ, Pet al. The causes, consequences, and treatment of left or right heart
failure. Vascular Health and Risk Managementyv. 7, p. 237254,2011.

PEART, J.N.; Headrick, J.P. Adenosinergic cardioprotection: multiple receptors, multiple
pathwaysPharmacol. Ther.v. 114, p. 208221, 2007.

PERIASAMY, M, and JANSSEN PML. Molecular Basis of Diastolic Dysfunctidaart
Fail. Clin. v. 4(1), p. 1821, 2008.

PETERSENJ.W.;FELKER, G.M. Inflammatory biomarkers in heart failu@ongest.
Heart Fail. v. 12, p. 324328, 2006.

PFEFFER, M.A.; BRAUNWALD, E. Ventricular remodelling after myocardial infarction:
experimental observations and clinical implioas. Circulation. v. 81, p. 1161172,
1990.



138

PFEIFER, P.C.; MUSCH, T.I.; MCALLISTER, R.M. Skeletal muscle oxidative capacity
and exercise tolerance in rats with heart failedic. Science in Sports and Exercise
v. 33(4), p. 542548, 2001.

PLAZAK, W. etal. Diastolic heart dysfunction, increased pulmonary capillary wedge
pressure and impaired exercise tolerance in patients with systemic sclkeaodisl. Pol.
v. 69(3), p. 248249, 2001.

POOLE, D.Cet al. Muscle oxygen transport and utilization in hdarlure: implications
for exercise (in)toleranc&m. J. Physiol. HeartCirc. Physiol. v. 302, p. HL050H1063,
2012.

PORTER, K.E.; TURNER, N.A. Cardiac fibroblasts: at the heart of myocardial remodel
ing. Pharmacol. Ther.v. 123, p. 256278, 2009.

PRUNIER, F.et al. Left ventricular SERCA2a gene dowagulation does not parallel
ANP gene upregulation during posvll remodelling in ratsEur. J. Heart Fail. v.7, p.
739 747, 2005

REDFIELD, M.M. Heart failuré an epidemic of uncertain propdions.N. Engl. J.
Med. v. 347, p. 14421444, 2002.

REMME, W.J.et alPublic awareness of heart failure in Europe: first results from SHAPE.
Eur. Heart J. v. 26, p. 2413421, 2005.

REN, B.et al.Influence of longterm treatment of imidapril on mortality, cardiac ¢tion,
and gene expression in congestive heart failure due to myocardial infa@aionJ.
Physiol. Pharmacol.v. 82, p. 11181127, 2004.

ROGER, V.L.et al. Heart disease and stroke statistic011 update: a report from the
American Heart Associatio©€irculation. v. 123, p. e18&209, 2011.

RONCONALBUQUERQUE R.Jret al. Acute changes of biventricular gene expression
in volume and right ventricular pressure overldate Sci. v. 78, p. 26382642, 2006.

ROSS, A.Jet al. MRI evaluation of cardiac struatiand function in mice after reperfused
myocardial infarctionMagn. Reson. Medv. 47, p. 11581168, 2002.

RUILOPE, L.M.et al.Blood-pressure reduction with LCZ696, a novel daating
inhibitor of the angiotensin Il receptor and neprilysin: a randamideubleblind,
placebecontrolled, active comparator studyancet. v. 375, p. 12561266, 2010.

RUMBERGER, J.Aet alNonparallel changes in global left ventricular chamber volume
and muscle mass during the first year after transmural myocardial iafarcthumans].
Am. Coll. Cardiol. v. 21, p. 67882, 1993.



139

SACKNER-BERNSTEIN, J.Det alShortterm risk of death after treatment with nesiritide
for decompensated heart failure: a pooled analysis of randomized controlled Ahals.
v. 293, p. 19001906, 2005.

SAINI, H.K.; DHALLA, N.S. Defective calcium handling in cardiomyocytes isolated from
hearts subjected to ischemrgperfusionAm. J. Physiol. Heart Circ. Physiol.v. 288, p.
H226Q H2270, 2005.

SAKATA, Y. et al.Left Ventricular Stiffening as Thapeutic Target for Heart Failure
With Preserved Ejection Fractio@irc. J. v. 77, p. 886892, 2013

SALLINEN, P.et al. Time course of changes in the expression of DHPR, RyR2, and
SERCAZ2 after myocardial infarction in the rat left ventridal. Cell. Biochem.v. 303,
p. 97 103, 2007.

SCHWINGER, R.H.Get al.Unchanged protein levels of SERCA Il and phospholamban
but reduced Ca uptake and Ca-ATPase activity of cardiac sarcoplasmic reticulum from
dilated cardiomyopathy patients compared with patientls monfailing hearts.

Circulation. v. 92(11), p. 322083228

SHAH, R.H.; FRISHMAN, W.H. Adenosine 1 receptor antagonism: a new therapeutic
approach for the treatment of decompensated heart faitardiol. Rev.v. 17, p. 12b
131, 20009.

SHAH, S.Jet al. Effects of istaroxime on diastolic stiffness in acute heart failure
syndromes: results from the hemodynamic, echocardiographic, and neurohormonal effects
of istaroxime, a novel intravenous inotropic and lusitropic agent: a randomized controlled
trial in patients hospitalized with heart failure (HORIZONF) trial. Am. Heart. J. v. 157,

p.1035 1041 (2009).

SHIH, H.et al. The Aging Heart and Pcstfarction Left Ventricular Remodeling. Am.
Coll. Cardiol. v. 57, p. 917, 2011.

SILVA, A.G. et al. Synthesis anglasodilatory activity of new Micylhydrazone
derivatives, designed as LASSB284 analogue®Bioorg. Medic. Chem.v. 13(10), p.
3431-3437, 2005.

SILVA, C.L.M; NOEL, F.; BARREIRO, E.J. Cyclic GM#ependent vasodilatory
properties of LASSBIi€294 in rat aortaBr. J. Pharmacol.v. 135, p. 29398, 2002.

SMITS, G.Jet al.Cardioprotective effects of the novel adenosine A1/A2 receptor agonist
AMP 579 in a porcine model of myocardial infarctidnPharmacol. Exp. Ther.v. 286,
p. 611618, 1998.

SUDO, R.T.; ZAPA'A-SUDO, G.; BARREIRO, E.J. The new compound, LASSB#4,
increases the contractility of intact and sapeskimned cardiac muscle from Wistar rats.
Brit. J. Pharmacol. v. 134, p. 603513, 2001.



140

SUGIZAKI, M.M. et al. Upregulation of mMRNA myocardium calectuhandling in rats
submitted to exercise and food restrictiéng. Bras. Cardiol. v. 97(1), p. 4652, 2011.

SULLIVAN, M.J. et al. Altered skeletal muscle metabolic response to exercise in chronic
heart failureCirc. v. 84, p. 15971607, 1991.

SULLIVAN, M .J.et al.Relation between central and peripheral hemodynamics dui ring
exercise in patients with chronic heart failuga.c. v. 80, p. 769771, 1989.

TAMARGO, J.et al. Cinaciguat, a soluble guanylate cyclase activator for the potential
treatment of ade heart failureCurr . Opin. Investig. Drugs.v. 11, p. 10391047, 2010a.

TAMARGO, J.et al.Investigational positive inotropic agents for acute heart failure.
Cardiovasc. Hematol. Disord. Drug Targetsy. 9, p. 198205, 2009.

TAMARGO, J.et al. New invesigational drugs for the management of acute heart failure
syndromesCurr. Med. Chem. v. 17, p. 368390, 2010.

TAMARGO, J.et al. Omecamtiv mecarbiDrugs Future. v. 34, p. 950961, 2009.

TAMARGO, J.; LOPEZSENDON, J. Novel therapeutic targets for treatment of heart
failure. Nat. Rev. Drug. Discovv. 10(7), p. 5365, 2011.

TEERLINK, J.R.et al. Relaxin for the treatment of patients with acute heart failure (Pre
RELAX-AHF): a multicentre, randomised, placetantrolled, parallegroup, dose
finding Phase lIb study.ancet.v. 373, p.14291439, 2009.

TEICHMAN, S.L. et al. Relaxin: review of biology and potential role in treating heart
failure. Curr. Heart Fail . Rep.v. 7, p. 7582, 2010.

TOMITA, H. et al.Inducible cAMP early repressor (ICER) is a negafeedback
regulator of cardiac hypertrophy and an impartaediator of cardiac myocyte apoptosis
in response to betadrenergic receptor stimulatio@irc. Res.v. 93, p. 1222, 2003.

TOUFEKTSIAN, M. et alStimulation of A2A after myocardial infarction suppresses
inflammatory activation and attenuates contractilysfunction in the remote left ventricle.
Am. J. Physiol. Heart Circ. Physiol.v. 290, p. H1410H1418, 2006.

TUNWELL, R.E.et al. The human cardiac muscle ryanodine recepabcium release
channel: identification, primary structure and topological ysialBiochem. J.v. 318(Pt
2), p. 477487, 1996.

TURNER, N.A.et al. Human cardiac fibroblasts express ICAME-selectin and CXC
chemokines in response to proinflammatory cytokine stimulalionJ. Biochem. Cell.
Biol. v. 43, p. 14501458, 2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21701502

141

TURNER, N.A.et al.Interleukinl U s t i mudnflaminatosy cypokime expression in
human cardiac myofibroblast&m. J. Physiol. Heart Circ. Physiol v. 297, p. H111i7
H1127, 2009.

TURNER, N.A.et al. Modulatory effect of interleukil U on expr @usmlsi on of
matrix proteins, MMPs and TIMPs in human cardiac myofibroblasts: role of p38 MAP
kinase Matrix Biol . v. 29, p. 618620, 2010.

UNGER, T.; DAHLOF, B. Compound 21, the first orally active, selective agonist of the
angiotensin type 2 receptor (AT2): itigations for AT2 receptor research and therapeutic
potential. JRenin Angiotensin Aldosterone Systv. 11, p. 7577, 2010.

VALLON, V.; MIRACLE, C.; THOMSON, S. Adenosine and kidney function: potential
implications in patients with heart failuréur. J. Heart Fail. v. 10, p. 176187, 2008.

VAN DEN BORNE, S.Wet al. Myocardialremodeling after infarction: the role of
myofibroblastsNat. Rev. Cardiol. v. 7, p. 3037, 2010.

van NIEUWENHOVEN, F.A.; TURNER, N.A. The role of cardiac fibroblasts in the
transiton from inflammation to fibrosis following myocardial infarctioviascul.
Pharmacol.v. 58(3), p. 182188, 243

VENKATASUBRAMANIAM, S.; NEWBY, D.E.; LANG, N.N. Urocortins in heart
failure. Biochem. Pharmacol v. 80, p. 289296, 2010.

VILLARREAL, F. et al.Regulation of cardiac fibroblast collagen synthesis by adenosine:
roles for Epac and PI3Kdm J Physiol Cell Physiol296: CO000C0000, 2009.

WANG, H.L. et al. Dispersion of ventricular mRNA of RyR2 and SERCAZ2 associated
with arrhythmogenesis in rat&cta Pharmacol. Sin.v. 25, p. 738743, 2004.

WEHRENS, X.H.; LEHNART, S.E.; MARKS, A.R. Ryanodine receptanmgeted anti
arrhythmic therapyAnn. N. Y. Acad. Sci.v. 1047, p. 366375, 2005.

WEISS, C.Ret al. Stunned, infarcted, and normal myocardium in dsgsultaneous
differentiation by using gadoliniuranhanced cine MR imaging with magnetization
transfer contrasRadiology.v. 226, p. 728730, 2003.

WHELLAN, D.J.; ADAMS, S.; BOWERMAN, L. Review of Advanced Heart Failure
Device Diagnostics Examined in Giial Trials and the Potential Benefit from Monitoring
CapabilitiesProgress in Cardiovascular Diseases. 54, p. 10v114, 2011.

WIEMER, G.et al. Decreased Nitric Oxide Availability in Normotensive and
Hypertensive Rats With Failing Hearts After Myocaildnfarction.Hypertension. v. 38,
p. 13671371, 2001.



142

WILSON, J.R.; MANCINT, D.M.; DUINKMAN, W.B. Exertional fatigue due to skeletal
muscle dysfunction in patients with heart failu@ac. v. 87, p. 478475, 1993.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SA UDE (OMS). 20082013 Action plan for the global
strategy for the prevention and control of noncommunicable disedX¥5. Disponivel
em: http://www.who.int/nmh/Actionpla®GNCD-2008.pdf.

ORGANIZACAO MUNDIAL DA SA UDE (OMS). Global status report on
noncommunicable disease®1®. Geneva: WHO; 2011.

XIAO, B. et al. Characterization of a novel PKA phosphorylation site, se20®0, reveals
no PKA hyperphosphorylation of the cardiac ryanodine receptor in canine heart failure.
Circ. Res. Apr.v. 96(8), p. 84¥855.

YAMAGUCHI, N, etal. Molecular basis of calmodulin binding to cardia¢Ca
releasechannel (ryanodine receptdrBiol. Chem.v. 278, p. 234823486, 2003.

YANG, B, et al. Choline produces cytoprotective effects against ischemic myocardial inju
ries: evidence for thele of cardiac M3 subtype muscarinic acetyioline receptorCell
Physiol. Biochem.v.16, p. 168174, 2005.

YANG, Z. et al.Infarct-sparing effect of A2Aadenosine receptor activation is due
primarily to its action on lymphocyte€irculation. 111, 219i 2197, 2005.

YANO, M.; IKEDA, Y.; Matsuzaki, M. Altered intracellular ééhandling in heart failure.
J. Clin. Invest. v. 115, p. 556564, 2005.

YAO, Z.; GROSS, G.J. Acetylcholine mimics ischemic preconditiog via a
glibenclamidesensitive mechanisin dogs.Am. J. Physiol.v. 264, p. H2221H2225,
1993a.

YAO, Z.; GROSS, G.J. Role of nitric oxide, muscarinic receptors, and thesAmsitive
K* channel in mediating the effects of acetylcholine to mimic preconditioning in dogs.
Circ. Res 73: 1193 1201, D93b.

YAO, Z.; GROSS, G.J. The AFBependent potassium channel: an endogenous
cardioprotective mechanisrd. Cardiovasc. Pharmacolyv. 24, p. S2BS34, 1994

YNDESTAD, A. et al. Systemic inflammation in heart failuréne whys and wherefores.
Heart Fail. Rev.v. 11, p. 8892, 2006.

YOUSEF, Z.Ret al. Postinfarction left ventricular remodelling: where are the theories and
trials leading usHeart. v. 83, p. 7680, 2000.



143

ZAPATA-SUDO G.et al. Pharmacological characterization oft{Benylidenej3,4-
methylenediaybenzoylhydrazide: a novel muscarinic agonist with antihypertensive
profile. Am. J. Hypertens v. 23;(2), p. 135141, 2010.

ZARAIN-HERZBERG,A. et al. Decreased expression of cardiac sarcoplasmic reticulum
Cd*-pump ATPase in congestive heart failure due to myocardial infartfion Cell.
Biochem.163 164:285 290, 1996.

ZAUGG, M. et al.Betaadrenergic receptor subtypes differentially affggoptosis in adult
rat ventricular myocyte<irculation. v. 102, p. 344350, 2000.

ZHANG, X-Q. et al. Calciumcurrents in postinfarction rat cardiac myocy#s.
J. Physiol.v. 269, p. C146421473, 1995.

ZHAO, J.et al.Activation of cardiac muscarini3 receptors induces delayed
cardioprotection by preserving phosphorylated connexin43 amegupating
cyclooxygenase expressionBritish Journal of Pharmacology.v. 159, p. 12171225,
2010.

ZHENG, M. et al. Sarcoplasmic reticulum calcium defect in Rasiced hypertrophic
cardiomyopathy hearAm. J. Physiol. Heart. Circ. Physiol.v. 286(1), p. H424433,
2004.

ZHU. W.Z. et al. Dual modulation of cell survival and cell death by beta@energic
signaling in adult mouse cardiac myocytesoc. Natl. Acad. Sci. USAv. 98, p. 1607
1612, 2001.

ZILE, M.R. et al. I-Preserve Investigators. Mode of death in patients with heart failure and
a preserved ejection fraction: results from the Irbesartan in heart failure with preserved
ejection fraction study {preseve) trial. Circulation. v. 121(12), p. 1393405, 2010


javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Hypertens.');

/.Anexo




145

No primeiro semestre de 2013urdnteo periodo de janeiro a maio, eu Jaqueline
Soares da Silva fui contemplada com uma bolsa da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superidor CAPES, para o desenvolvimento de Doutorado Sanduiche. O
mesmo foi realizado na Wake Forest School of Medinae@dadede WinstorSalemi EUA
sob a orientacdo da professora Leanne Groban, possibilitando a publieacéartio a

seguit



146



