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RESUMO

INTRODUCAO: A inflamag&o renal ocorre precocemente apos o 1AM e
estd associada a pior prognostico cardiovascular. O processo
inflamatorio € modulado pela atividade do sistema nervoso auténomo,
sendo que a via eferente parassimpética tem um papel anti-inflamatorio
ja reconhecido (reflexo colinérgico anti-inflamatério). Estudos prévios
demonstraram melhora do perfil anti-inflamatorio no coragdo de ratos
normotensos apos IAM. Informacdes sobre o impacto da estimulacéo
colinérgica na inflamacdo aguda renal apos IAM sdo escassas.
OBJETIVO: Avaliar os efeitos da estimulacdo vagal, por meio da
administracéo do brometo de piridostigmina (PI), na resposta inflamatoria
renal e em parametros morfofuncionais do coracéo de ratos SHR (ratos
espontaneamente hipertensos) 7 dias apés o IAM. METODOS: Ratos
machos SHR foram randomizados em trés grupos: SHAM (grupo
toracotomia), IM (grupo infartado submetido a ligadura da artéria
coronaria esquerda) e IM+PI (grupo infartado e tratado com PI na dose
de 40mg/Kg/dia, por 7 dias iniciada no dia do IAM). Todos os animais
foram submetidos a canulacao da artéria femoral esquerda no 5° dia apos
IAM, e no dia seguinte, foram feitos registros diretos das curvas de
pressao arterial para posterior analises de variaveis hemodinamicas e de
variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) nos dominios do tempo e da
frequéncia. O Ecodopplercardiograma foi realizado no 6° dia para
obtencédo de parametros morfofuncionais cardiacos, e no 7° dia os ratos
foram eutanasiados para coleta de tecidos. RESULTADOS: O grupo IM,
guando comparado com ao grupo SHAM, apresentou significativas
alteracbes (p<0,001): menores valores de pressao sistélica e diastolica;
maiores diametros sistélico e diastolico do ventriculo esquerdo (VE);
disfuncao sistélica, caracterizada pela menor fracdo de ejecdo do VE e
pelo menor variagdo fracional da area do VE (FAC); disfuncao diastdlica,
evidenciada pela maior presséao de enchimento ventricular (relagédo E/A);
e desbalanco autonémico, com maior atividade simpatica quantificado
pela maior relacdo LF/HF. Nao houve diferencas significativas no nimero

de células imunes (macroéfagos e linfocitos) entre os grupos IM e SHAM.



O grupo IM mostrou maior ativacdo de genes pro-inflamatorios (IL1-B e
TNF-a) bem como do gene da TGF-B. O grupo infartado tratado com PI
apresentou: maior modulacdo vagal, evidenciada pela VFC tanto no
dominio do tempo quanto da frequéncia, maior sensibilidade do
barorreflexo, inferida pelo maior valor do alpha-index, comparado aos
dois outros grupos; menores diametros sistdlico e diastolico do VE e
menor relacdo E/A , com maior FAC, comparado ao grupo IM, indicando
reducdo das alteragbes morfofuncionais relacionadas ao IAM; aumento
a expressao génica das citocinas anti-inflamatérias (IL-10 e I1L-13), da IL-
17A e da quimiocina MCP-1 comparado aos demais grupos; e reducao
da expressao génica das citocinas pro-inflamatoérias (IL1-B e TNF-a)
(p<0,05). Ja a TGF-B teve aumento na sua expressdo em ambos 0s
grupos infartados sendo mais expressiva no grupo IM (p<0,01).
CONCLUSAO: Nossos resultados mostraram que a estimulacdo
colinérgica, por meio da administracdo de PI, foi capaz de reduzir
alterac6es morfofuncionais cardiacas e também reduzir a inflamacéao no
tecido renal apés IAM em ratos SHR. Estes resultados apoiam o conceito
de que o sistema colinérgico possa ser um possivel alvo terapéutico no

tratamento das alteracdes locais e sistémicas do IAM.

Palavras-chave: Infarto Agudo do Miocérdio; Estimulacgédo colinérgica;

Inflamacéo renal; Fisiopatologia.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Renal inflammation occurs early after AMI with a worst
cardiovascular prognosis associated. The inflammatory process is
modulated by the activity of the autonomic nervous system, and the
parasympathetic efferent pathway has an anti-inflammatory role already
recognized (anti-inflammatory cholinergic reflex). Previous studies have
demonstrated improvement of the anti-inflammatory profile in the heart of
normotensive rats after AMI. Information on the impact of cholinergic
stimulation on acute renal inflammation after AMI is scarce. OBJECTIVE:
Evaluate the effects of vagal stimulation, by administering pyridostigmine
bromide (PY), on renal inflammatory response and morphofunctional
parameters of the heart of SHR rats (spontaneously hypertensive rats) 7
days after AMI. METHODS: SHR male rats were randomized into three
groups: SHAM (thoracotomy group), MI (infarcted group submitted to
ligation of the left coronary artery) and MI+PY group (infarcted group and
treated with PY at a dose of 40mg/Kg/day, for 7 days started on the day
of AMI). All animals were submitted to cannulation of the left femoral
artery at the 5th of after AMI, and on the next day direct blood pressure
curves were made for subsequent analysis of hemodynamic variables
and heart rate variability (HRV) in time and frequency domains. The
Ecodopplercardiogram was performed on the 6th day to obtain
morphofunctional parameters of the heart, and on the 7th day the rats
were euthanized for tissue collection. RESULTS: The MI group, when
compared to the SHAM group, showed significant changes (p<0.001):
lower values of systolic and diastolic pressure; larger systolic and
diastolic diameters of the left ventricle (LV); systolic dysfunction,
characterized by the lower ejection fraction of the LV and the lower
fractional variation of the LV area (FAC); diastolic dysfunction, evidenced
by higher ventricular filling pressure (E/A ratio); and autonomous
unbalance, with higher sympathetic activity quantified by the higher LF/HF
ratio. There were no significant differences in the number of immune cells

(macrophages and lymphocytes) between the Ml and SHAM groups. The



MI group showed higher activation of pro-inflammatory genes (IL1-8 and
TNF-a) as well as the TGF-3 gene. The infarcted group treated with PY
showed: higher vagal modulation, evidenced by HRV in both domains of
time and frequency, greater sensitivity of the baroreflex, inferred by the
higher alpha-index value, compared to the two other groups; smaller
systolic and diastolic diameters of the LV and lower E/A ratio, with higher
FAC, compared to the MI group, indicating reduction of morphofunctional
changes related to AMI; increased genic expression of anti-inflammatory
cytokines (IL-10 and IL-13), IL-17A and chemokine MCP-1 compared to
the other groups; and reduction of gene expression of pro-inflammatory
cytokines (IL1-B and TNF-a) (p<0.05). TGF-B increased expression in
both infarcted groups, being more expressive in the IM group (p<0.01).
CONCLUSION: Our results showed that cholinergic stimulation, through
the administration of PY, was able to reduce cardiac morphofunctional
changes and also reduce inflammation in renal tissue after AMI in SHR
rats. These results support the concept that the cholinergic system can
be a possible therapeutic target in the treatment of local and systemic
changes in AMI.

Keywords: Acute Myocardial Infarction; Cholinergic stimulation;
Renal inflammation; Physiopathology.
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1. Introducéo

Em 2017, 17,8 milhdes dos ébitos globais foram atribuidos as doencas
cardiovasculares (DCV). Isso representou um incremento de 21,1% na
mortalidade em 10 anos. A prevaléncia estimada de DCV no mesmo ano foi de
485,6 milhées de casos, representando um aumento de 28,5% dos casos,
guando comparado aos dados de 2007(1).

A maioria das doencas cardiovasculares pode ser prevenida por meio da
abordagem de fatores comportamentais de risco (uso de tabaco, dietas nao
saudaveis, obesidade, falta de atividade fisica e uso nocivo do alcool) utilizando
estratégias para a populacdo em geral. Para as pessoas com DCV ou com alto
risco cardiovascular (devido a presenca de um ou mais fatores de risco como
hipertenséo, diabetes, hiperlipidemia, obesidade ou doenca j& estabelecida) (2)
é fundamental o diagndstico e tratamento precoce, por meio de servicos de
aconselhamento ou manejo adequado de medicamentos. No Brasil, a taxa anual
de doencas cardiovasculares chega a 300 mil, de acordo com o Ministério da
Saude, o que corresponde a uma morte a cada dois minutos. Em uma década,
de 2004 a 2014, 3,5 milhdes de mortes foram provocadas por doencas
cardiovasculares. O numero corresponde a quase mil mortes por dia. Entre as
ocorréncias mais comuns estéo o acidente vascular cerebral (AVC), com 100 mil
casos; seguido pelo infarto do miocéardio (IAM), com 85,9 mil casos. Doencas
relacionadas a hipertenséo arterial sistémica (HAS) chegam a 46,8 mil registros
e 27,3 mil sdo de insuficiéncia cardiaca (IC). Além disso, ainda que menos
frequente neste grupo, as mulheres séo as principais vitimas de infartos no pais
e somam 60% dos obitos pela doenca. De acordo com o DATASUS (3), no
estado de S&do Paulo as doencas cardiovasculares foram responsaveis por
87.713 dos 0Obitos no ano de 2018, sendo 23.109 por IAM.

Doenca cardiovascular e Leséo renal — Elo de disfuncéo
Os portadores de DCV, ou mesmo pacientes com fatores de risco

associados ao desenvolvimento das cardiopatias, apresentam grande

propensao ao desenvolvimento de lesbes renais. Por outro lado, pacientes com
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les&o renal, crbnica e aguda, podem desenvolver lesdes cardiacas e vasculares.
Ha um importante "crosstalk” entre os 6rgdos que representa uma complexa
comunicacdo fisiolégica entre os sistemas corporais que € primordial ao
equilibrio ideal do organismo. Coracéo e rins estdo estritamente ligados a varios
mecanismos dinamicos e bidirecionais (4).

A prevaléncia estimada pelos censos da SBN (Sociedade Brasileira de
Nefrologia) dos pacientes em didlise vem em aumento progressivo. O numero
total estimado de pacientes no pais em 1 de julho de 2016 foi de 122.825. Este
ndamero representa um aumento de 31,5 mil pacientes nos ultimos 5 anos
(91.314 em 2011). Houve um aumento anual médio no numero de pacientes de
6,3% nos ultimos anos (5). Dados brasileiros do estudo ELSA-Brasil (Estudo
Longitudinal de Saude do Adulto) mostraram uma prevaléncia de DRC de 8,9%.
Estima-se, entdo, que mais de 19 milhdes de individuos seriam portadores de
DRC em seus diferentes estagios de evolucao (6, 7). Em paises desenvolvidos,
o rastreamento estima uma prevaléncia na populacéo adulta entre 10 e 13% de
doenca renal cronica. Existe uma necessidade na identificagdo precoce da
enfermidade e isso ndo se restringe somente ao acesso a terapia renal
substitutiva. O adequado diagnostico precoce e tratamento permite reduzir
complicacBes e mortalidade cardiovasculares, ja que essas sao a principal causa
de um desfecho desfavoravel. Ha4 uma relagdo direta e negativa entre DRC e
mortalidade cardiovascular, sendo essa a principal causa de Obito nessa

populacao.

Do ponto de vista fisiopatoldgico verificou-se uma série de mecanismos,
além de alteracdes hemodinamicas, que mediam a interacdo entre doencas
cardiacas e doencas renais, como a participacdo da ativacdo neuro-humoral
(sistema nervoso simpatico e  sistema renina-angiotensina-aldosterona),
disfuncdo endotelial, mecanismos inflamatérios e estresse oxidativo. A interacéo
é bidirecional, considerando-se que tanto a disfungdo aguda quanto a cronica
do coracado ou rins podem induzir disfun¢cdo aguda ou crénica no outro 6rgao.
Nesse contexto, criou-se a ideia de um elo denominado “Sindrome Cardiorrenal”.
A importancia clinica dessa interrelacado pode ser demonstrada pelas seguintes
observactes: pacientes com IC que tém uma taxa de filtracdo glomerular (TFG)

reduzida tém uma mortalidade aumentada, os pacientes com doenca renal



19

cronica (DRC) tém um risco aumentado de ambas as doencas cardiovasculares
aterosclerotica e insuficiéncia cardiaca e a doenca cardiovascular é responsavel

por até 50% das mortes em pacientes com DRC (8).

O termo "Sindrome Cardiorrenal” foi aplicado a essas interacfes, mas a
definicdo e a classificagdo ndo foram claras no inicio. Um relatério de 2004 do
“National Heart, Lung, and Blood Institute” definiu a sindrome cardiorrenal (SCR)
como sendo uma circunstancia em que a terapia para aliviar os sintomas
congestivos da IC era limitada por um declinio na funcéo renal manifestado por
uma reducdo na TFG. A reducao na TFG foi inicialmente pensada em resultar

de uma reducéo no fluxo sanguineo renal.

No entanto, varios estudos tém demonstrado que as interacdes
cardiorrenais ocorrem em ambas as direcbes e em uma variedade de
configuracbes clinicas (9). Recentemente, Ronco Et al. sugeriram uma
classificagcdo mais abrangente da SCR, considerando uma sequéncia temporal

das lesdes (10):

e Tipo 1 (aguda) — Réapida piora da funcdo cardiaca (insuficiéncia cardiaca)

levando a lesdo renal aguda (anteriormente chamada insuficiéncia renal aguda);

e Tipo 2 (crbnica) — Disfuncdo cardiaca cronica (por exemplo: IC cronica)
causando doenca renal crbnica (anteriormente chamada insuficiéncia renal

cronica);

e Tipo 3 (aguda) — Reduc¢éo aguda e primaria da funcéo renal (por exemplo: a
isquemia renal ou glomerulonefrite) causando disfuncdo aguda da funcao

cardiaca, que pode ser manifestada por IC;

e Tipo 4 (crénica) — A DRC priméria contribuindo para a disfuncao cardiaca, que

pode ser manifestada por doenca coronariana, arritmias e insuficiéncia cardiaca;

e Tipo 5 (secundario) — Disturbios sistémicos agudos ou crénicos (por exemplo,
sepse ou diabetes mellitus) que causam disfuncdo cardiaca e renal,

simultaneamente.
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No nosso meio, hd uma grande incidéncia da SCR dos tipos 1 e 2.
Condicdes como alta porcentagem de pacientes com hipertensao arterial ndo
controlada, alta incidéncia de infarto do miocardio e envelhecimento da
populacédo, propiciam o desenvolvimento de disfungéo cardiaca. A IC na América
Latina possui etiologias variadas tanto comuns a paises desenvolvidos quanto a
paises em desenvolvimento, a prevaléncia de IC sistélica varia de 64 a 69% e a
IC descompensada representa a principal causa de internacdo hospitalar por
DCV (11). Um retrato mais amplo da situagdo das internagdes por IC no Brasil
pode ser obtido através das andlises dos registros do DATASUS, considerando
as limitacdes inerentes de um banco de dados de carater administrativo. Apenas
no ano de 2018 houve aproximadamente 26 mil ébitos por IC no Brasil. Ainda de
acordo com os dados do DATASUS em junho de 2020 houve no pais 68.129
internagdes por doengas cardiovasculares. Com o incremento no numero de
pacientes acometidos por IC, projeta-se também que o nimero de pacientes com
DRC também aumente. A prevaléncia da DRC moderada a grave (definida como
TFG inferior a 60 ml/min por 1,73 m?; TFG normal é maior que 90 ml/min por
1,73 m?) é de aproximadamente 30 a 60 por cento em pacientes com IC (12).
Em uma revisdo sistemética de 16 estudos de mais de 80.000 pacientes
hospitalizados e ndo hospitalizados com IC, a lesdo renal moderada a grave
esteve presente em 29% dos pacientes (13). O banco de dados do registro Norte
Americano de insuficiéncia IC aguda (ADHERE) compilou dados sobre mais de
100.000 pacientes com IC que necessitaram de internacdo hospitalar. Destes,
30% tiveram um diagndstico de DRC (definida como uma creatinina sérica
superior a 2,0 mg/dl) e apenas 9% tinham uma TFG estimada normal (definida

como superior a 90 ml/min por 1,73 m?) (14).

Cerca de 20-30% dos pacientes, durante tratamento para IC,
desenvolveram aumento na creatinina sérica de mais de 0,3 mg/dl em diferentes
estudos. Fatores de risco para essa piora incluem: uma histéria prévia de
diabetes, creatinina acima de 1,5 mg/dl e hipertensao arterial ndo controlada. O
aumento dos niveis séricos de creatinina ocorre geralmente nos primeiros trés a
cinco dias apods a internacao (15). Ha uma importante relacéo entre lesdo renal
e aumento de mortalidade cardiovascular. No registro GRACE, o aumento de 1

mg/dl na creatinina sérica inicial assim como a reduc¢éo da TFG foram
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relacionados a maior risco para Obito intra-hospitalar (16). Além disso, a
mortalidade intra-hospitalar apés 1AM € maior nos pacientes que desenvolvem
disfuncéo renal (17). As equacdes de estimativa da funcéo renal disponiveis
fornecem uma estimativa melhor da TFG do que a creatinina sérica
isoladamente, incluindo as variaveis conhecidas que afetam a creatinina sérica
independente da TFG (por exemplo, idade, raca e género). Entretanto, estas
equacdes requerem que a concentracdo de creatinina sérica seja estavel e,
consequentemente, 0 seu uso para estimar a TFG em pacientes que tém uma
creatinina sérica em ascensao rapida é limitado. Entre os pacientes com IC que
tém uma creatinina sérica elevada e/ou uma TFG estimada reduzida, € importante
distinguir entre a doenca renal subjacente e a funcédo renal agravada (ou
agudizada) devido ao desenvolvimento da SCR. Esta distingdo pode ser dificil

alguns pacientes tém ambos, doenca renal cronica subjacente e SCR (18).

Varios mecanismos fisiopatolégicos relacionados ao desenvolvimento de
lesdo renal em portadores de disfungéo cardiaca vém sendo elucidados. Os
principais mecanismos avaliados incluem adaptac¢des neuro-humorais, reducao
da perfusdo renal, aumento da pressao venosa renal e disfuncdo ventricular
direita (9, 19). Mais recentemente, o interesse foi deslocado para o papel da

inflamag&o no desenvolvimento das lesdes renais.
Adaptagdes neuro-humorais

A funcao ventricular esquerda prejudicada leva a uma série de desarranjos
hemodinamicos, incluindo: reducdo do volume sistélico e débito cardiaco
reduzido e, consequentemente, do enchimento arterial; pressfes atriais
elevadas e congestdo venosa. Esses distlrbios hemodinamicos desencadeiam
uma variedade de adaptacdes neuro-hormonais compensatérias, incluindo
ativacdo do sistema nervoso simpético e do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), aumento da liberacdo de vasopressina (hormonio
antidiurético) e endotelina-1, que promovem retencdo de sal e &gua e
vasoconstricao sistémica. Essas adaptacdes superam os efeitos vasodilatadores
e natriuréticos dos peptideos natriuréticos, oxido nitrico, prostaglandinas e
bradicinina. As adapta¢des neuro-humorais podem contribuir para a preservagao

de perfusdo de 6rgaos vitais (como o cérebro e 0 coragdo) por manutencao de
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pressao via sistémica através da vasoconstricdo arterial em outras circulacoes,
incluindo a circulacdo renal. A reducdo da perfusdo renal foi o fenbmeno
considerado na definicdo da SCR e inicialmente considerada somente como
consequéncia da reducdo do débito cardiaco na definicdo da SCR. Entretanto,
varios estudos sugerem que o indice cardiaco reduzido ndo é o principal
responsavel pela disfuncdo renal em pacientes hospitalizados por IC. Outras
alteracdes hemodinamicas também vém sendo investigadas, como presséo

venosa renal aumentada, dilatacédo e disfuncdo do ventriculo direito (19-21).

Inflamacgéao

N&o esta bem estabelecido o quao precoce 0s potenciais mecanismos de
interacdo entre disfuncdo cardiaca e renal sdo ativados, nem o quanto
intervencdes farmacoldgicas podem potencialmente reduzir e/ou abortar esse
processo. De forma especifica, ndo ha no momento, nenhuma intervencéo
direcionada a modular a resposta inflamatéria, que esta potencialmente ativada
nessa condicéao.

O infarto agudo do miocardio causa uma inflamacao estéril, caracterizada
pela ativacdo do sistema imune inato e pelo recrutamento de células do sistema
imune no miocardio (22). A inflamacéo aguda pode se desenvolver em minutos
a horas e durar por dias. A inflamagao cronica ocorre se a lesao tecidual se
perpetuar e ndo for resolvida (23). A resposta inflamatéria faz parte da resposta
imune inata, essa resposta é desencadeada tanto através da infeccdo quanto
em resposta ao dano tecidual. Esse modelo de imunidade, em que o sistema
imune inato responde aos estimulos enddégenos que causam leséo é descrito
desde 2002 como “Danger Model” (24). Os DAMPs (padrbes moleculares
associados ao dano) séo produzidos em situacdes em que ha lesdo celular ndo
provocada apenas por infeccdo como também por isquemia e outros tipos danos
(25). Os receptores do tipo Toll-like (TLR) descritos pela primeira vez em 1997
por Medzhitov e cols (26) estdo envolvidos na resposta a moléculas endogenas
cuja expressao ou localizagao indicam dano celular. Eles estdo localizados na
superficie celular e nas membranas intracelulares de células apresentadoras de

antigenos, células parenquimais, cardiomiocitos e células endoteliais. Os TLR
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sdo capazes de reconhecer os DAMPs sendo, portanto, uma das vias de
ativacdo do processo inflamatdrio (27). Os receptores do tipo NOD (receptor de
dominio de oligomerizacéo de ligacdo de nucleotideos) uma familia de diversas
proteinas citosélicas que também sdo capazes de reconhecer os DAMPs e
recrutam outras proteinas para formar complexos de sinalizacdo chamados
inflamossomas que geram formas ativas das citocinas inflamatorias IL-1 e IL-18
(28, 29). Assim, os TLR e os receptores tipo NOD sdo fundamentais para o
desencadeamento do processo inflamatorio.

As principais células envolvidas na reposta imune inata sdo os fagécitos
(neutrdfilos e macrofagos). O recrutamento dos mondcitos ocorre através da
CCL2 (MCP-1). Logo ap6s o IAM os neutréfilos aumentam imediatamente com
um pico no 3° dia poés infarto (22). Os macrofagos aumentam progressivamente
ao longo da primeira semana apos o IAM. Os macréfagos séo classificados em
M1 e M2 de acordo com a expressdo do marcador de superficie. Os macrofagos
M1 sdo CD68*, eles predominam logo apés o infarto do miocéardio do 1° ao 3°
dia e tém como caracteristica exibirem altos niveis de mediadores pré-
inflamatérios. Os M2, sdo CD201*, estdo presentes mais tardiamente, em torno
do 5° dia e possuem um perfil anti-inflamatério com expressao de niveis elevados
de IL-10 e genes reparatorios, porém também tém expressao pro-inflamatoria
(22). A IL-10 tem um papel de retroalimentacdo negativa, uma vez que €
produzida pelos macrofagos e tem um papel inibitério sobre os préprios
macrofagos e células dendriticas com a inibicéo de IL-1, IL-12 e fator de necrose
tumoral (TNF)-a (30).

A producdo de citocinas pelas células durante o inicio do processo
estimula a proliferacdo e a diferenciacdo dos linfécitos nas respostas imunes
adaptativas. Com essa perpetuacao o sistema imune adaptativo passa a ter um
papel preponderante na inflamacéo crénica. Os quatro subgrupos de linfocitos T
CD4* sdo: Thl, Th2, Th1l7 e Treg. Suas caracteristicas estéo relacionadas com
a producao especifica de citocinas e fatores de transcricdo expressos. As
células Thl produzem citocinas pro-inflamatorias como interferon (IFN) y, TNF-
a,e sao efetivas na indugao da resposta imune celular pela ativacdo de
macréfagos e inicio da inflamacéo. A IL-12 estimula a diferenciacdo de células T

CD4* imaturas (naive) em células efetoras tipo Thl (31). Os linfocitos Th2
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secretam IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13, estdo prioritariamente envolvidos em
processos alérgicos, na estimulacdo dos linfocitos B para a producdo de
anticorpos e também suprimem a inflamacao Thl dependente (32). Ja as IL-1,
IL-6 e IL-23 estimulam a diferenciacdo para células tipo Th17 (33). As células
Th1l7 tém como caracteristica o recrutamento de leucdcitos e inducdo da
inflamac&o. Esses linfocitos produzem IL-17, IL-21 e IL-22 (34). As IL-17A e IL-
17F que séo produzidas pelas células Th17 sé&o responsaveis pela inflamacéo
imunolégica com o estimulo a producédo de outras citocinas e quimiocinas como
o TNF que recrutam neutrofilos. A IL-17 esta envolvida no processo de dano e
cicatrizacdo do tecido miocéardico apdés o IM, agravando o remodelamento
precoce e tardio (35, 36). Os linfocitos Treg produzem IL-10 e TGF-B, e sua
diferenciacéo é estimulada pela IL-2 e pelo proprio TGF-B (37-39).

Com relacdo a presenca das células T CD4* no coragéo apoés o 1AM, as
células T regulatorias e as células Thl foram os subconjuntos encontrados
predominantemente, enquanto as células Th2 e Thl7 compreenderam
populacées menores (22). A IL-13 € produzida prioritariamente pelas células Th2
e tem um perfil semelhante ao da IL-4, desempenhando um papel inflamatorio
na alergia. Sua deficiéncia no IAM em modelos animais parece estar associado
com dificuldade de cicatrizacéo e piora do remodelamento cardiaco (40). A IL-4
e IL-13 desempenham papéis importantes na lesao renal aguda na polarizacéo
de macréfagos e células dendriticas para um fenétipo M2, fundamental para a
recuperacao da lesdo renal aguda (41). Existem ainda os linfécitos T regulatorios
CD4* cuja funcdo é modular as respostas imunolégicas e manter a
autotolerancia. Eles expressam altos niveis do receptor de IL-2 (CD25) e tém o
fator de transcricdo FoxP3 que é fundamental para o desempenho do seu papel
(42, 43). O TGF-B assim como a IL-2 s&o necessarios para a diferenciacao
dessas células. Elas tém capacidade de produzir citocinas imunossupressoras
como IL-10 e TGF-3 e também promovem alto consumo de IL-2, devido a grande
expressdo de seu receptor. A IL-10 é produzida também pelos macrofagos e
inibe a producéo de varias citocinas inflamatérias pelos préprios macrofagos e
células dendriticas, incluindo IL-1, TNF e IL-12. Apés o IAM a IL-10 é capaz de
diminuir o remodelamento cardiaco por estimular a polarizagéo para macrofagos
M2 (44).
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As trés principais citocinas pro-inflamatorias sdo TNF-a, IL-1 e IL-6. A
TNF-a tem como principal fonte os macréfagos e também é produzida por
linfécitos Thl, atua na ativacdo das células endoteliais e neutréfilos e induz
apoptose em alguns tipos celulares. A IL-1 por sua vez é produzida nao sé por
macréfagos, mas por outros tipos celulares como células endoteliais e algumas
células epiteliais. Ativa as células endoteliais, estimula a sintese de proteinas de
fase aguda pelo figado e a diferenciacdo de células T em Thl7. A IL-6 é
sintetizada pelos macréfagos, células endoteliais e células T. Também promove
a sintese de fase aguda pelo figado e diferenciacdo de células T em Th17 (23).
O recrutamento de grande numero de neutréfilos, seguido de mondcitos, do
sangue para os tecidos ocorre como parte da resposta inflamatéria aguda. Tanto
o TNF-a quanto o IL-1 induzem células endoteliais venulares pos-capilares a
expressar E-selectina e aumentar sua expressao de ICAM-1 e VCAM -1, os
ligantes para as integrinas dos leucécitos. Eles também estimulam varias células
a secretar quimiocinas, tais como CXCL1 e CCL 2 (ou MCP-1), que se ligam a
receptores nos neutrofilos e mondcitos, respectivamente, aumentando a
afinidade das integrinas de leucécitos por seus ligantes e estimulam o
movimento direcional dos leucécitos (23).

Estudos recentes demonstraram que as citocinas pro-inflamatorias
derivadas das células imunes regulam também componentes do SRAA
acelerando ainda mais a formacgédo sistémica e local de angiotensina II.
Especificamente, a regulacdo da producdo de angiotensinogénio (AGT) por
citocinas pro-inflamatdrias no figado e no rim é proposta como um mecanismo
chave subjacente a progressdo da hipertensdo dependente de angiotensina Il
(45). O TNF-a ja foi implicado em uma ampla gama de doencas renais e é
produzido por um conjunto diversificado de linhagens celulares, incluindo células
renais, tais como as células mesangiais e as células epiteliais renais (46, 47).

A TNF-a e a IL-6 promovem o acumulo de células inflamatoérias no
intersticio, aumentando a expressao de proteinas quimiotaticas de mondocitos
nos rins (48). Alguns desses biomarcadores s&o prognosticos para a mortalidade
por todas as causas em pacientes com insuficiéncia cardiaca. O TGF- pode
apresentar um papel variado na inflamacao renal, tanto ele € capaz de induzir

fibrose em modelos de lesdo renal aguda (49), como também pode ter efeito anti-
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inflamatorio (50). Outros estudos mostram ainda que no mesmo modelo pode
apresentar ambos os efeitos inflamatério e anti-inflamatério em momentos
distintos (51). Contudo, o TGF-3 tem sido reconhecido cada vez por sua grande
importancia na inflamacao e posterior fibrose renais (49, 52-54).

A quimiocina MCP-1 (CCL 2) € um dos principais impulsionadores do
recrutamento de células inflamatérias para os rins, principalmente de
monaocitos/macrofagos, e tem sido proposto como biomarcador de danos renais
(55). Os ratos SHR apresentam niveis basais aumentados de MCP-1, IL-1B e
IFN-y quando comparados aos ratos normotensos, evidenciando a importancia
da inflamacéo na patogénese da HAS (56) nessa espécie de animais.

A IL-17A, a citocina efetora das células Th17, emergiu como um alvo
terapéutico promissor em doencas inflamatérias imunologicas e crénicas,
incluindo hipertensdo e doenca renal crénica (35, 57, 58). Agora, a IL-17A é
considerada como uma citocina pleiotrépica envolvida na inflamacédo e
destruicdo tecidual através da expressdo aumentada de citocinas pro-
inflamatdrias, quimiocinas, moléculas de ades@o e metaloproteases matriciais
(35, 59). A IL-17A tem importante papel pré-inflamatério na HAS induzida por
angiotensina Il assim como na vasculopatia hipertensiva e na lesdo de 6rgao
alvo (60-62). A sua elevacdo em modelos de lesdo renal pode também
representar um processo autoimune na inflamacéo renal, como ja demonstrado
em outros trabalhos (63).

A IL-10 é uma interleucina pluripotente com caracteristicas de regulacao
do sistema imune e anti-inflamatorias. Diversos trabalhos da literatura
demonstram esse perfil em diferentes modelos de doencas renais, desde
glomerulonefrites agudas até nefropatias crénicas (64-66). Um dos seus efeitos
€ um “downregulation” dos linfocitos Th17 mediado pelos linfécitos T reguladores
(64). Também promove diminui¢do de IFN-y e IL-2 (66).

A IL-13 tem um papel fundamental na polarizacdo de
macrofagos/células dendriticas para um perfil M2, que € de suma importancia
para recuperacdo de uma lesdo renal aguda como a estudada neste trabalho
(41).

Em um estudo realizado por Krum e colaboradores, com ratos Sprague-

Dawley, foi visto que uma semana apos IAM foi possivel detectar numero
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aumentado de macrdfagos no cértex renal e aumento da expressao de IL-6 e
TGF-B. Além disso, o numero de tubulos positivos para molécula de leséo renal
1 (KIM 1) apresentou um pico apés 1 semana do IAM com posterior reducao até
a quarta semana com novo aumento a partir da oitava semana (67). Associado
a essas alteracdes, ocorreu reducdo da TFG. Esses dados indicam que a
ativacdo da inflamacao renal € precoce apdés o IAM, ja que os marcadores
inflamatorios presentes sdo da fase aguda e mediados prioritariamente pela
imunidade inata.

O aumento do fator de crescimento do fibrobasto 23 (FGF23) esta
associado ao aumento da mortalidade, hipertrofia ventricular esquerda,
disfuncdo endotelial e progressdo da DRC. E possivel que o FGF 23 elevado na
DRC possa contribuir diretamente para a lesdo dos tecidos cardiaco, renal e

vasos (68).

Neuroimunomodulagéo — via colinérgica anti-inflamatoria

Existe um elo entre o sistema nervoso parassimpético e o sistema
imunologico. Ele foi descrito pela primeira vez em 1972, quando foi demonstrado
gue a estimulagéo colinérgica muscarinica era capaz de atenuar a citotoxicidade
do linfocito T; foram usadas acetilcolina e carbamilcolina nesse estudo (69). Em
2002, Tracey K. e cols desenvolveram o conceito do “Reflexo Inflamatorio”
(Figura 1). A descoberta de que a via eferente vagal (sistema colinérgico) &
capaz de inibir a inflamacéo aguda (modelo de sepsis) ampliou o conhecimento
da modulacéo das respostas imunolégicas pelo sistema nervoso. A regulacdo
da inflamacao ocorre de maneira reflexa, assim como ocorre com as fung¢des
vitais controladas pelo sistema nervoso autbnomo (SNA). Como um arco reflexo,
ele possui uma via “sensitiva” aferente, integragcao no sistema nervoso central
(SNC) e uma via efetora. Na presenca de uma inflamacéao sistémica, as citocinas
pro-inflamatérias ativam areas do SNC por estimulacdo direta (passando a
barreira hemato-encefalica) ou por ativagdo das aferéncias do nervo vago. No
SNC ocorre uma integracdo desses sinais e um ha o desencadeamento de
respostas a inflamacdo, como ativacdo do hipotdlamo (levando a febre,

alteracbes comportamentais, alteracdes no eixo hipofise-adrenal) e estimulacao
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de nacleos de controle do SNA, relacionados ao sistema nervoso simpético e
parassimpatico. O aumento de atividade dos nucleos parassimpaticos estimula
a atividade elétrica pelo nervo vago, que tem como neurotransmissor a
acetilcolina (denominada via colinérgica). O sistema reticulo endotelial,
linfonodos, figado e baco séo inervados pelo vago (Figura 2). Demonstrou-se
que a estimulacao elétrica do nervo vago aumenta a liberacéo de acetilcolina no
baco, e esse efeito esta associado a reducdo da producao de citocinas (TNF)
pelos macréfagos locais (dependente da estimulacdo de receptores alfa-7
nicotinicos). A estimulacdo do nervo vago foi capaz de diminuir a resposta
inflamatoria em diversos modelos de inflamacdo séptica ou asséptica (70).
Estudos posteriores focaram nos mecanismos e via moleculares desse
processo, e solidificaram o conceito de que a estimulagcao da via eferente vagal
reduz a inflamacdo, tendo sido cunhado o termo “via colinérgica anti-
Inflamatéria” (71-74).

Figura 1: Neuro modulagéo: Reflexo Inflamatorio.
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Adaptacdo Tracey KJ. Nature, 2002. Estimulacdo por patégenos / isquemia da via
aferente do nervo vago, ativando a via eferente do nervo vago com liberacdo de acetilcolina
(ACh) no coragéo (aumentando a variabililidade da FC) e em receptores nicotinicos (receptor da

ACh) em macréfagos teciduais, com inibicao de citocinas (70).
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Figura 2: Interagdo entre a via anti-inflamatdria colinérgica e o sistema
reticulo endotelial.
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Adaptacéo Tracey KJ. Nature, 2002. A atividade eferente do nervo vago leva a liberagéo
de acetilcolina (ACh) em 6rgaos do sistema reticuloendotelial, incluindo figado, coragéo, baco e
trato gastrointestinal. A acetilcolina interage com receptores nicotinicos (receptor da ACh) em
macroéfagos teciduais, que inibem a liberagcédo de TNF, IL-1, HMGBL1 e outras citocinas (70).

Trabalhos conduzidos pelo grupo de Tracey K. e cols. demonstraram que
0 sistema nervoso parassimpatico modula a resposta inflamatéria por meio de
atuacao sobre as células efetoras relacionadas a imunidade inata e adquirida. A
hiperatividade parassimpatica, obtida por estimulacédo direta do vago ou por meio
de drogas, funciona como um mecanismo contra regulador da liberacdo de

citocinas durante o processo inflamatdério (75-78).

Como dito, a estimulacdo do nervo vago eferente libera o
neurotransmissor acetilcolina, que atua através da subunidade a-7 do receptor
de ACh de nicotina (a-7 nAChR) que é expressa em macroéfagos e linfécitos T
regulatorios (79-82). Os macrofagos possuem ambos os tipos de receptores para
acetilcolina, nicotinicos e muscarinicos, porém somente os receptores a-7
NAChR tem fungcédo na via anti-inflamatoria colinérgica (83, 84). Camundongos
knockout para o receptor a-7 nAChR se mostraram mais sensiveis a estimulos
inflamatorios por liberarem maiores quantidades de TNF-a, IL-1 e IL-6, quando

comparados com animais selvagens. Eles ndao respondem a acetilcolina nem a
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nicotina, produzindo TNF-a, mesmo na presencga deles (71).

A estimulacdo da “via anti-inflamatodria colinérgica” (85-87) de forma
direta (estimulagéo elétrica do nervo gago) ou indireta (exercicios fisicos, drogas
gue inibem a enzima que degrada a acetilcolina) vem sendo utilizada como uma
estratégia terapéutica para modulacdo da reacao inflamatéria e assim proteger
contra as lesBes agudas e cronicas causadas pelo processo inflamatorio
excessivo, como na sepse, artrite crénica, pancreatite, dentre outros modelos
(75-78). Dados de nosso laboratorio, como também de outros grupos,
demonstraram que a disfuncdo do barorreflexo, a reducdo da modulacéo
parassimpatica e 0 aumento da resposta simpéatica identificada apés o infarto do
miocardio, podem ser restauradas com intervencdes fisiolégicas e
farmacoldgicas que atuam na via anti-inflamatéria colinérgica (88-91). De forma
significativa os efeitos da estimulacdo colinérgica estdo relacionados com uma

modulagéo na inflamacg&o e melhora da funcdo ventricular dos animais pés IAM.

A piridostigmina (PI), um agente inibidor da enzima acetilcolinesterase,
usada para tratar Miastenia Gravis, reduzindo a hidrélise da acetilcolina foi
utilizada. O tratamento com piridostigmina (PI) na dose de aproximadamente 31
mg/kg/dia aumentou a variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) e pressao
sistélica em ratos normais, sem modificacdes nos parametros hemodinamicos
basais. Considerando que a reduc¢éo da variabilidade da FC e a sensibilidade do
barorreflexo sé@o fatores de risco independentes para doencas cardiacas, 0S
presentes resultados apoiam o conceito de que a estimulacéo colinérgica com
piridostigmina pode se tornar uma opc¢ao terapéutica para a disfuncéo vagal (91).
Demonstramos que a administracdo precoce de PI, iniciada ap6és a ligadura da
artéria coronariana em ratos normotensos Wistar Kyoto (WKY) e mantida por 7
dias, associou-se a um significativo efeito anti-inflamatério no tecido cardiaco,
caracterizado por aumento do recrutamento de células imunes com perfil anti-
inflamatorio, menor producdo de citocinas pro-inflamatérias e menor estresse
oxidativo (88, 90).

Um estudo de outro grupo mostrou que o uso de nicotina, que atua na via
anti-inflamatéria colinérgica, previne o infiltrado neutrofilico renal em modelo de

isquemia e reperfusdo renal (92). Ja foi demonstrado também que a
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piridostigmina (que ndo atravessa a barreira hematoencefélica) e o donepezil
(capaz de atravessar a barreira hematoencefalica) sdo drogas eficazes na
melhoria da funcédo auténoma, no entanto, donepezil foi mais eficaz na reducéo
dos niveis plasméticos de TNF-q, IL-6 e IFN-y em ratos SHR (93).

Na Figura 3 esta descrito o circuito neural da inervacéo eferente e aferente
renal.

Figura 3: Circuito neural da inervacgéo eferente e aferente renal.
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Adaptagcdo de Okusa, Rosin e Tracey, 2017. Na via eferente, mostram-se projecdes
descendentes do cérebro, sinapse em neurdnios pré-ganglionares simpaticos na coluna celular
intermediolateral (IML) da medula espinhal toracica e lombar. Os neurfnios simpaticos pré-
ganglionares na medula espinhal lombar projetam-se através do corno anterior para o ganglio
aorticorrenal e ativam o nervo simpatico renal. Aferentes sensoriais no rim tém seus corpos
celulares na regido dorsal ganglios da raiz e sinapse centralmente em interneurdnios no corno
posterior da medula espinhal que transmite informacdes para varias regiées do cérebro. Embora
0 rim ndo pareca ter uma entrada eferente vagal, algumas evidéncias sugerem que neurbnios
aferentes vagais oriundos do ganglio nodoso inervem o rim, proporcionando assim um caminho
para integragdo com o nucleo do trato solitario (NTS) e subsequentes alvos neuronais

secundarios no cérebro (76).
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Existem dados escassos na literatura sobre a modulacdo da resposta
inflamatoria renal mediada pelo aumento da atividade vagal em modelo de IAM.
Ainda, pouco se avaliou com relacdo a essa resposta inflamatdria no eixo
cardiorrenal em modelo de ratos espontaneamente hipertensos. Os ratos SHR
sédo oriundos de cruzamentos seletivos dos ratos WKY que apresentavam
valores mais elevados de presséo arterial, e foram descritos pela primeira vez
em 1963 por Okamoto e Aoki (94). Esse modelo animal € considerado um dos
principais exemplos de hipertensdo arterial que mimetiza a HAS neurogénica
observada em humanos. Nos animais SHR, a inflamacédo do tecido renal bem
como o desbalanco autondmico podem ser observados precocemente, e

precedem o desenvolvimento da HAS (95, 96).

O desenvolvimento da HAS esta relacionado com o aumento da
reatividade vascular renal aos hormonios vasoativos. O dano vascular inicial leva
a uma perda de autorregulacao e hipertrofia arterial no cortex justa medular. A
hipertrofia progressiva do meio arteriolar conduz ao colapso de alguns
glomérulos, seguido de atrofia tubular. A filtracdo glomerular reduzida, portanto,
leva a hiper filtracdo compensatéria em outra populacdo de glomérulos que
desenvolvem proteinuria e glomeruloesclerose. Apds 10 semanas esses ratos ja
se encontram hipertensos, porém a lesdo renal secundaria a HAS so se torna
morfologicamente evidente ap6s 30 semanas de vida (97). Esse modelo € o que
se aproxima melhor da realidade dos pacientes, ja que a disfuncdo renal se

instala com maior frequéncia na populacao hipertensa.
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1.1 Justificativa

LesOes renais sao frequentemente detectadas em situacbes que se
seguem a disfuncbes cardiacas. Nessa interacdo cardiorrenal, mecanismos
hemodinamicos e inflamatorios estdo envolvidos. A ativacdo do sistema anti-
inflamatorio colinérgico apresenta uma a¢do moduladora sobre componentes do
sistema imune e, como consequéncia, leva a reducéo da producédo de citocinas
pré-inflamatoérias e estimula o perfil anti-inflamatério das células imunes, em
diferentes modelos experimentais. Este projeto traz informacfes sobre a
inflamacdo renal apés o IAM, em um modelo de ratos espontaneamente
hipertensos. E testa a hipotese de que o aumento da via colinérgica pela
administracdo de piridostigmina pode reduzir a inflamacédo renal, associada a

melhora de funcao cardiocirculatéria, nesse modelo experimental.



34

2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da estimulacdo vagal por meio da administracdo do
brometo de piridostigmina (antagonista farmacoldgico da acetilcolinesterase)
sobre a resposta da funcdo cardiaca e inflamatoria dos rins de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) apés IAM.

2.2 Objetivos Secundarios

Avaliar os efeitos da estimulacdo vagal por meio da administracdo do
brometo de piridostigmina na fase aguda (7 dias apds) apdés IAM em ratos

espontaneamente hipertensos (SHR), nos seguintes parametros:

¢ Hemodindmicos (pressao arterial e frequéncia cardiaca), por meio do registro
direto das curvas de pressao arterial na artéria femoral,

e Modulagdo autondmica por meio da andlise dos componentes da
variabilidade da frequéncia cardiaca nos dominios do tempo e da frequéncia;

e Verificar parametros morfofuncionais do coragcdo por meio do exame de
ecodopplercardiografia;

e Quantificar macrofagos tipos M1 e M2, linfocitos T totais e linfécitos T CD4*
no tecido renal, por meio da técnica de imuno-histoquimica;

e Quantificar a expresséo génica do mRNA de IL1, IL6, IL10, IL13, IL17A, TNF-
a, TGF-B e MCP-1 em tecido renal com RT-PCR em tempo real;
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3. Metodologia

3.1 Animais

Para realizagéo deste estudo foram utilizados ratos da linhagem SHR,
machos adultos, com 10-12 semanas de idade, provenientes do biotério da
Faculdade de Medicina do INCOR e mantidos no Biotério do setor de
Experimentacdo, em condi¢des sanitarias de biotério convencional, com controle
de temperatura (22 a 24 C°) e controle de luminosidade (12h de claro e 12h de

escuro).

Agua e ragdo (Nuvilab da marca Nuvital, peletizada) foram oferecidas de
modo irrestrito, sendo que a dieta ofertada foi normoprotéica (12% de proteinas).
O manejo dos animais obedeceu aos principios éticos da experimentagcédo animal
da Sociedade Brasileira da Ciéncia de Animais de Laboratorio (SBCAL/COBEA).
O foi projeto foi aprovado na Comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Nove de Julho (CEUA protocolo N°7612011118).

3.2 Sequéncia experimental

Os animais foram separados de forma aleatéria em 03 grupos de 14

animais cada para avaliacao no 7° dia pos IAM (Figura 4).

3.3 Grupos

Grupo SHAM (n:14): ratos foram submetidos a toracotomia, mas sem a ligadura
da artéria coronaria esquerda (ACE) no DO, acompanhados por 7 dias de

protocolo.

Grupo IM (n:14): ratos foram submetidos a cirurgia de ligadura da ACE,

acompanhados por 7 dias de protocolo.

Grupo IM + PI (n:14): ratos foram submetidos a toracotomia e a ligadura da ACE

e foram tratados com brometo de piridostigmina.
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Figura 4: Descrigdo dos Grupos Avaliados

14 Ratos SHR/grupo
Avaliacdo no 72 dia p6s IAM

Grupo SHAM Grupo IM + Pl

Submetidos a toracotomia, Submetidos a ligadura da
mas sem a ligadura da ACE no ACE e tratados com brometo
DO. de piridostigmina.

Grupo IM

Submetidos a cirurgia de
ligadura da ACE.

O tratamento com brometo de piridostigmina (Sigma) foi iniciado 1h apo6s o
infarto, na dose de 40mg/Kg/dia, por 7 dias, administrado por gavagem 1x dia.

3.4 Sequéncia dos experimentos

Sequéncia dos experimentos realizados na avaliacéo apos 7 dias de 1AM
(Figura 5).

e Dia 0 - Realizacdo da toracotomia e oclusédo da ACE; inicio do tratamento
com PI;

e Dia5 - Canulacéo da artéria femoral,

e Dia 6 - Registro das curvas de pressao arterial e realizacao do
Ecodopplercardiograma;

e Dia 7 - Eutanédsia do animal, retirada de espécimes bioldgicas, e

armazenamento para posterior realizacdo das demais analises.
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Figura 5: Sequéncia dos experimentos.

D O eToracotomia e oclusdo da ACE
elnicio do tratamento com PI

D 5 eCanulagao da artéria femoral

D 6 *Registro das curvas de pressao arterial
eEcodopplercardiograma

D 7 eEutanasia do animal
eRetirada e armazenamento de espécimes biolégicas

3.5 Modelo experimental de infarto agudo do miocardio

Os animais foram pesados e anestesiados com uma mistura de ketamina
(80 mgl/kg) e xilazina (12mg/kg) via intraperitoneal e colocados em decubito
dorsal e entubados (Gelko-14G), para a respiracao artificial, foi realizada entéo
a toracotomia em hemitérax esquerdo, na altura do quarto espaco intercostal,
sendo colocado um afastador entre as costelas para permitir a melhor
visualizacdo. O pericardio foi seccionado e o atrio esquerdo afastado para
visualizacdo da artéria coronaria esquerda (ACE). A ACE foi ligada (fio
mononylon 6.0) provocando a isquemia miocardica (Figura 6). Apés a ligadura
da coronéria a incisdo toracica foi fechada (fio mononylon 5.0) e o pneumotorax
retirado mediante a sucgcdo do ar com uma agulha (5x7) conectado a uma
seringa de 10 ml. Logo ap6s o animal foi retirado da ventilacdo artificial e
estimulada a respiracdo espontdanea. Os muasculos afastados foram
reposicionados pela pele suturada (fio mononylon 4.0). Os animais receberam
30000 Ul de benzilpenicilinabenzatina (Penretard, Cibran, Tanqua, RJ, Brasil,
I.M.) e foram colocados em ambiente aquecido para recuperacdo. Foi feita
analgesia com tramadol 5mg/Kg e dipirona 50mg/Kg por via SC a cada 8 horas

até eutanasia.
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Figura 6: Inducéo do infarto agudo do miocardio por ligadura da artéria
coronaria.
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Os animais foram anestesiados com ketamina (80 mg.kg) e xilazina (12
mg/kg) e mantidos em mesa cirdrgica aquecida (37° C), foram utilizados
procedimentos assépticos e lupa cirargica (surgical microscope — DFV — M90)
para a colocacdo de canulas de polietileno (PE-10, com diametro interno de

0,01mm conectadas a uma peca de PE-50, com didmetro interno de 0,05 mm).

A canula foi preenchida com soro fisiolégico e posicionada no interior da
artéria femoral esquerda para registro da pressao arterial (PA) e frequéncia
cardiaca. A extremidade a qual se conectara ao transdutor de pressao foi
fechada com pinos de aco inoxidavel. Através de uma pequena incisao na regido
inguinal esquerda em direcao ao feixe vasculo-nervoso femoral, as extremidades
da canula de menor calibre (PE-10) foram introduzidas na luz da artéria femoral
(Figura 7). A canula foi fixada com fio de algodao na artéria e sua extremidade
mais calibrosa foi passada no subcutaneo, exteriorizadas no dorso da regiao
interescapular, fixadas com fio de algodéo na pele. Apés o término da cirurgia 0s
animais foram tratados com uma Unica inje¢cdo de penicilina (Benzetacil),
Fontoura-Wyeth, 60.000 U). Para a manutencdo da canula, a fim de se evitar
obstrucdes, foram feitas lavagens precedentes ao registro de PA, usando-se
0,02ml de heparina sédica (Liquemine — Roche, 5.000U) em 0,5 ml de solucéo
fisioloégica de NaCl 0,9%. ApOs a canulacdo todos os animais foram mantidos em
caixas individuais (Plexiglas, 25x15x10cm) e foi feita analgesia com tramadol

5mg/Kg e dipirona 50mg/Kg por via SC a cada 8 horas até eutanasia.
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Figura 7: Sitio de dissecc¢do para a cateterizacao da artéria femoral (A)
e isolamento da artéria femoral e insercéao do cateter (B).
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3.7 Medida direta da pressao arterial

Os registros de pressao pulsatil foram realizados com tempo de 60
minutos, dos quais foram aproveitados os 15 minutos mais estaveis, fornecendo
valores diretos da pressao arterial em todos 0s grupos experimentais. A canula
arterial foi conectada a uma extensdo de 20 cm (PE-50), permitindo livre
movimentacdo do animal pela caixa, durante todo o periodo do experimento.
Esse sistema estava conectado a um pré-amplificador (Hewlet-Packard 8805C,
Puerto Rico, EUA). Sinais de pressdo arterial foram gravados em um
microcomputador equipado com um sistema de aquisicdo de dados (Windaq,
2KHz, DATAQ Instruments, Akron, OH, EUA), permitindo analise dos pulsos de
pressdo, batimento-a-batimento, com uma frequéncia de amostragem de 2000
Hz por canal, para estudo dos valores hemodindmicos. A andlise dos sinais de
pressao foi realizada utilizando-se um programa comercial associado ao sistema
de aquisicdo (Windag™ Waveform Browser version 2.92, DATAQ instruments,
Inc). Este programa permite a deteccdo de pico (sistole), vale (diastole) e
periodos (entre um pico e outro) para cada onda de pulso, fornecendo os valores
de presséao arterial sistolica (PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM) pela integral
da area sob a curva no tempo. A frequéncia cardiaca foi calculada pelo intervalo
de pulso (IP) que foi determinado a partir do intervalo entre dois picos sistélicos,
calculando os valores da frequéncia cardiaca (FC) para cada batimento, através
do inverso periodo multiplicado por 60 (segundos). Os resultados foram
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apresentados em valores médios e erros padrdes dos periodos em que os dados
foram analisados para PA e FC. Na figura a seguir (Figura 8) segue o sistema

de registro de Presséao Arterial.

Figura 8: Esquema do sistema de registro de Presséo Arterial.
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3.8 Andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca espectral (VFC)

Os parametros para analise da VFC no dominio do tempo consistem em
calcular os valores médios do intervalo de pulso. A variabilidade desta mesma
variavel foi quantificada pelo seu respectivo desvio padrdo, além disso foi
quantificada a raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre
intervalos RR normais adjacentes (RMSSD) e o desvio padrdo de todos os
intervalos RR normais gravados em um intervalo de tempo (SDNN). Para a
analise no dominio da frequéncia, foi realizada a anélise espectral dos registros
basais utilizando o método da Transformada Rapida de Fourier (FFT). Foi
utiizado o  software Cardioseries (CardioSeries, versédao 2.4,
http://www.danielpenteado.com) para a analise dos sinais. As poténcias para as
bandas de muito baixa (VLF, 0,0-0,20 Hz; modulagdo humoral), baixa (LF, 0,20-
0.75 Hz; modulacdo simpdtica) e alta (HF, 0.75-3.0 Hz; modulacdo
parassimpatica) frequéncias foram calculadas pela integracdo da poténcia nas
bandas de interesse e apresentadas como valores absolutos e normalizados.

Para a normalizacdo, as poténcias das bandas de LF e HF foram divididas pela
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variancia subtraida da poténcia na banda VLF. O acoplamento entre intervalo de
pulso e pressao arterial sistolica foi estimado pela funcdo de coeréncia. Valores
de coeréncia (K) maior que 0,5 foram considerados significativos. Com relacéo
a andlise da variabilidade da PAS e do intervalo de pulso (IP), cada componente
foi caracterizado pela sua amplitude (magnitude), expressa como poténcia e sua
frequéncia correspondente. Espectros de cada segmento foram obtidos e
agrupados em um espectro médio resultante para a PAS e IP. Os componentes
oscilatérios foram quantificados nas faixas de baixa frequéncia (LF - 0,20 — 0,75

Hz) a qual representa componentes de modulacao simpética.

3.9 Ecodopplercardiograma

O exame ecocardiografico foi realizado para a quantificacdo da area
infartada e avaliacdo de parametros morfofuncionais, em especial, a funcao
ventricular, de acordo com a técnica ja padronizada em nosso laboratério (Figura
9). AplOs anestesia com uma solucdo intraperitoneal ketamina (80 mg/kg) e
xilazina (12mg/kg), os animais tiveram a regido toracica devidamente
tricotomizada e foram mantidos em decubito lateral para a realizacdo do exame
no aparelho GE (Vivid 7, Corporation, CA-EUA), com transdutor linear
multifrequéncial  (10-14mHz), que permite imagens bidimensional e
monodimensional simultaneas, além da analise de fluxo por efeito doppler
espectral eletrocardiografico, mediante a colocacdo de trés eletrodos para a

derivacao DII. A profundidade de imagem trabalhada foi de 2 cm.

Foram utilizadas as janelas longitudinais paraesternal direita para
obtencdo dos cortes longitudinal e transversal e a longitudinal paraesternal
esquerda para a obtencao dos cortes apical (duas, quatro e cinco camaras). As
medidas lineares foram realizadas nas imagens obtidas pelo modo-M, e foram
feitas medidas de &rea e eixo longitudinal do ventriculo esquerdo (VE). A funcao
sistélica foi avaliada pela fracdo de ejecdo (FE%) pelo método de Simpson
modificado, por se mostrar mais fidedigno em coracdes infartados e pela
velocidade de encurtamento circunferencial (VEC-circ/seg). A funcéo diastolica
foi avaliada utilizando-se os indices derivados da curva de velocidade de fluxo

diastolico mitral e do fluxo sistélico da via de saida do ventriculo esquerdo
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obtidos pela técnica de doppler pulsatil. A curva de velocidade do fluxo diastdlico
foi obtida a partir da imagem apical quatro camaras, posicionando-se 0
transdutor préximo a face ventricular da valva mitral. Foram quantificadas:
relagdo E/A - raz&o entre a velocidade méaxima da onda E e a velocidade maxima
da onda A, tempo de desaceleracdo da onda E (DESAC E) tempo em
milissegundos (ms) entre o pico da onda E o ponto em que a rampa de
desaceleracdo intercepta a linha de base da curva de velocidade do fluxo
diastélico mitral. A curva de velocidade dos fluxos para andlise do tempo de
relaxamento isovolumétrico (TRIV) foi obtida posicionando-se o volume-amostra
numa posicao intermedidria entra a valva mitral e a via de saida do ventriculo

esquerdo.

Além das avaliacGes das funcdes sistolica e diastolica em separado, foi
utilizado outro método de avaliacdo funcional combinado, o indice de
desempenho miocéardico (IPM), derivado de intervalos obtidos pelo doppler
pulsati. Todas as medidas seguiram as recomendacBes da Sociedade

Americana de Ecocardiografia.

Figura 9: Ecodopplercardiograma de um animal anestesiado.

Fonte: https://imprensapucpr.files.wordpress.com/2011/05/veja-guarita-3.jpg
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3.10 Eutanéasiado animal e coleta de tecidos

Foram realizados dois tipos de eutanasia, de acordo com a necessidade
de coleta dos espécimes bioldgicos. Sendo os grupos subdivididos de maneira

aleatdria e proporcional (n = 07) para cada tipo de coleta.

Os subgrupos de animais direcionados ao estudo de citocinas renais
foram submetidos a eutanasia por decapitacédo. O procedimento foi realizado por
técnico capacitado, segundo principios éticos da experimentagdo animal. Apos
decapitacéo, foi realizada a toracotomia e laparotomia, retirados os rins, que
foram separados e colocados em nitrogénio liquido para posterior preparo para

expressao génica (PCR).

Os outros subgrupos de animais foram submetidos a eutanasia por meio
de dose letal de anestésico e a seguir foram submetidos a perfuséo dos rins,

para posterior analise de imuno-histoquimica.

Utilizamos clorpromazina (medicacdo pré-anestésica) na dose de 50
mg/kg (intramuscular), e em seguida administramos pentobarbital
(intraperitoneal) na dose de 80 mg/Kg associado a 10mg/ml de lidocaina. O
monitoramento constante do animal até a auséncia de reflexos oculopalpebrais
e sensitivos foi realizado para garantir a total anestesia dos animais, logo entao
foi realizada incisdo abdominal transversal, para exposicdo dos 6rgaos e secéo
do atrio direito e canulacdo do apice do ventriculo esquerdo para perfusdo do
animal. O coracéo foi parado em diastole pelo uso de solugdo com cloreto de
potassio (14 mmol em solucao fisiol6gica), perfundido com presséo constante de
80-90 mmHg por um periodo de 10 a 15 minutos. Apds este periodo, foi
perfundido com formol 4% tamponado por mais 10 a 15 minutos. Os tecidos
foram deixados de 24 a 48 horas fixando em formol (4% tamponado),
processados (por desidratacdo, diafanizacdo e parafinizagdo do material) e
posteriormente cortados em micrétomo (5 pum). ApGs 0 experimento, 0s animais
foram armazenados em sacos leitosos com identificagéo e refrigerados, foram

encaminhados posteriormente a incineracao.
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3.11 Avaliacdo de macrofagos e linfocitos no tecido renal por meio da

imuno-histoquimica

No sétimo dia ap0s a toracotomia, todos os animais de cada grupo foram
anestesiados (80 mg/kg de cetamina e 12 mg/kg xylazine ip) e infundidos com
0,9% NaCl mais 14 mmol/l KCl solucéo (IV; com presséo igual a 13 cmH20) para
parar o coracdo em diastole, seguido por uma perfusdo de 4% de formalina
tampdao para fixacdo de tecido. Os rins excisados foram imersos em formalina
por 24 h. Cortes transversais foram processadas e imersos em parafina. Secdes
seriais de tecidos embutidos em parafina (3 pm) foram colocadas em |laminas
de vidro revestidas com 2% de 3-aminopropiltrieilano (Sigma-Aldrich) e
desparafinadas em xileno, depois imersas em alcool e incubadas com 3% de
peroxido de hidrogénio diluido em TBS (pH 7.4). As sec¢bes foram bloqueadas
por incubacdo com soro de cabra 3% normal por 20 min e imersas em um
tampao citrato (pH 6.0; Sigma-Aldrich) a 95°C por 20 min para recuperacao de
antigeno. Sinais ndo especificos foram bloqueados usando diluentes de
anticorpos especificos (Anticorpo Diluente, cat. no. S0809; Dako, Glostrup,
Dinamarca). Os slides foram ent&o incubados com os seguintes anticorpos: CD3
(W3/25, cat. No. 111815; Abcam, Cambridge, Reino Unido), CD4 (W-8RT, cat.
no. 31630; Abcam), CD68 (cat. no. 31630; Abcam) e CD206 (cat. no. 64693;
Abcam).

As amostras foram mantidas durante a noite a 4°C em uma camara
umidificada. As sec¢des foram lavadas com PBS e incubadas com o anticorpo
secundario por 30 minutos. As sec¢des foram entdo incubadas em 3,3'-
diaminobenzidina em uma solucao de cromogen (Dako) a temperatura ambiente
por 2-5 min. Apds as secfes foram coradas com hematoxilina de Mayer (Sigma-

Aldrich) e seladas com uma laminula.

A analise guantitativa das células positivas foi conduzida de forma cega,
por observador experiente, contadas sob ampliacdo microscopica x400,
utilizando o programa de analise de imagens Image J® versao 1.53d 2020 (free
software, NIH, Bethesda, Maryland, EUA) e os resultados foram expressos com

0 numero de células positivas por campo.
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3.12 PCR em tempo real

O RNA total do rim foi extraido utilizando-se TRIzol Universal (Invitrogen,
CA, USA), de acordo com o protocolo do fabricante. O cDNA foi sintetizado
usando o Sistema de Sintese First-Strand SuperScript Il da Invitrogen de acordo
com o procedimento recomendado pelo fabricante. Foi avaliado a expressao
génica de TGF-f1, MCP-1, IL-18, TNF-qa, IL-6, IL-13, IL-17A e IL-10 por reacdo
guantitativa em cadeia da polimerase em tempo real (RT-gPCR) no tecido renal.
Para realizacdo da PCR em tempo real foi utilizado o kit SYBR Green (Invitrogen,
Califérnia, EUA) equipamento 7500™ RealTime PCR System (Applied
Biosystems, Califérnia EUA). Os primers desenhados e usados para as citocinas

estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Primers das citocinas usadas.

Citocina Sense Antisense

TGF-B1 CTGCTGACCCCCACTGATAC AGCCCTGTATTCCGTCTCCT
MCP-1 GCTGCTACTCATTCACTGGCAA GCTGCTGGTGATTCTCTTGTA
IL-1B AAATGCCTCGTGCTGTCTGA GCTGTTTTAGGGACACCGGA
TNF-a CTCAAGCCCTG GTATGAGCC CTCCAAAGTAGACCTGCCCG
IL-6 AGCGATGATGCACTGTCAGA GGAACTCCAGAAGACCAGAGC
IL-13 CCTGGAATCCCTGACCAACA ATCCGAGGCCTTTTGGTTACA
IL-17A CAAACGCCGAGGCCAATAAC GGGTGAAGTGGAACGGTTGA
IL-10 TTGAACCACCCGGCATCTAC CCAAGGAGTTGCTCCCGTTA
3-actina AGGAGTACGATGAGTCCGGCCC GCAGCTCAGTAACAGTCCGCCT

O valor foi normalizado com a proteina 3-actina como gene de referéncia e a

expressao relativa para o mRNA foi calculada pela formula 2 -22CT,
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3.13 Anélise estatistica

Os dados foram analisados usando o GraphPad Prism verséo 8.0 para
Windows (GraphPad Software, La Jolla, California). Foi usado o teste de
normalidade de Kolmogorov-Smirnov. Todos os dados paramétricos foram
representados como média + erro padrao e foi usado one-way ANOVA seguido
pelo teste de Tukey para comparacéo entre os grupos. Os valores de P inferiores
a 0,05 foram considerados significativos.
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4. Resultados

4.1 Medidas hemodinamicas

Os valores das PAS, PAD, PAM e da FC, avaliados diretamente pelo
cateterismo da artéria femoral, estdo apresentados na Tabela 2. O grupo SHAM
apresentou niveis elevados de pressao arterial, de acordo com o esperado para
essa espécie, que € espontanemente hipertensa. Os grupos IM e IM + PI
apresentaram niveis significativamente mais baixos de PAS, PAD e PAM quando
comparados com o grupo SHAM. Essa reducéo dos niveis pressoricos se deu
provavelmente devido ao impacto do IAM na contracdo ventricular. Entre 0s
grupos infartado e infartado tratado com Pl ndo houve diferenca entre os niveis
pressorios e diastélicos, sugerindo que o tratamento ndo alterou o peffil
hemodinamico dos animais apds o IAM. Nao houve diferencas na FC entre os

grupos experimentais.

Tabela 2: Medidas hemodinamicas dos grupos estudados.

SHAM IM IM + PI
Parametros
PAS (mmHg) 205+7 172 +20* 165 + 13*
PAD (mmHg) 145+ 7 124 + 14* 118 + 11#
PAM (mmHg) 173+6 147 + 17* 141 + 11%
FC (bpm) 378 + 27 396 + 25 374 + 36

PAS: pressao arterial sistélica; PAD: pressao arterial diastélica; FC: frequéncia
cardiaca; PAM: pressao arterial média. Valores expressos em média £ SEM. *P <
0,0001 (vs SHAM); #P < 0,0001(vs SHAM), (n = 10, para cada grupo).
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4.2 Andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC)

As andlises da VFC nos dominios do tempo e da frequéncia (analise
espectral) e da sensibilidade baroreflexa foram realizadas com o intuito de
determinar a modulagdo parassimpatica, a relacdo simpato-vagal, e a

sensibilidade do baroreflexo respetivamente, e estdo apresentadas na Tabela 3.

Os parametros RMSSD (raiz quadrada da média do quadrado das
diferencas entre intervalos) e VARPI (variancia do intervalo de pulso) séo
medidas da VFC no dominio do tempo. RMSSD reflete a variacdo batimento a
batimento na frequéncia cardiaca, esta correlacionado com a IC e reflete a

capacidade autorregulatoria do coracao.

Animais infartados apresentaram aumento na relacdo simpato-vagal,

(LF/HF) sugerindo que esse grupo desenvolveu maior atividade simpatica.

O tratamento com Pl aumentou significativamente o RMSSD e o VARPI,
evidenciando maior modulacdo parassimpatica nos animais tratados quando

comparados com 0s grupos SHAM e IM + PI.

Com relacdo ao dominio de frequéncia foram realizadas analises nos
componentes de alta frequéncia (HF), baixa frequéncia (LF) e muito baixa
frequéncia (VLF). Foram realizadas andlises em unidades absolutas (ms?) e em
unidades normalizadas (nu) das bandas LF e HF, que representam as
modulacdes simpatica e parassimpatica, respectivamente. A normalizacao
enfatiza o comportamento do balanco autonémico LF/HF dos dois ramos do
sistema nervoso autbnomo. Os animais tratados com PI tiveram uma modulacéo
parassimpatica evidenciada pelo aumento estatisticamente significante de HF
guando comparado com o0s grupos SHAM e IM. O IAM causou um desequilibrio
do balanco autonémico com um aumento da relacdo LF/HF quando comparado
com o grupo SHAM e IM + PI, ja o tratamento com piridostigmina foi capaz de
restaurar esse balanco. Os animais tratados também tiveram um aumento
significante da sensibilidade barorreflexa caracterizada pelo maior alfa-index

guando comparado aos demais grupos.
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Tabela 3: Andlise da variabilidade da frequéncia cardiaca espectral (VFC)

e sensibilidade barorreflexa (alfa-index) dos grupos estudados.

SHAM IM IM + Pl
VFC
RMSSD (ms) 6,2+2,0 58+2,2 9,1 + 2,0%¢
VARPI (ms?) 28,5+ 13,0 15,8 +6,0 63 + 28,1#¢€
LF (nu) 26+20 25+10 7,8 + 4,5%¢€
HF (nu) 9,7+3,6 6,0 +3,0 23,9 + 8,7#¢€
LF/HF 0,3+0.1 0,5+0,1* 04+0.1
Alpha-Index 0,5+0,3 0,6 +0,2 1,1 +0,5%¢
(ms/mmHg)

RMSSD: raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR normais
adjacentes; VARPI: variancia do intervalo de pulso; LF: banda de baixa frequéncia em unidades
normalizadas; HF: banda de alta frequéncia em unidades normalizadas; LF/HF: balanco
autonémico. Valores expressos em média + SEM. *P < 0,05 (vs SHAM); P < 0,05 (vs SHAM),
€P< 0,05 (vs IM) (n = 10, para cada grupo).

4.3 Avaliacdo Ecocardiogréfica

A avaliacdo ecocardiografica estd apresentada na Tabela 4. O |IAM
causou tanto repercussoes estruturais quanto funcionais nos coragdes dos ratos,
como esperado. Os ratos infartados, comparados ao  grupo SHAM,
apresentaram maiores diametros sistolico e diastdlico de VE. Ainda, ocorreu
significativa reducdo da funcéo sistdlica caracterizada pela menor fracdo de
ejecdo (FE) e menor Variacdo Fracional da Area do VE (FACVE %), e disfuncéo
diastdlica, caracterizada pela maior presséo de enchimento (relagdo E/A - onda
de enchimento precoce/onda de contracéo atrial tardia) do VE.
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Os animais infartados e tratados com PI, comparados ao grupo SHAM,

apresentaram menores diametros do VE, maior FAC VE e menor relacdo E/A

indicando melhora de parametros morfofuncionais do VE.

Os demais parametros ecocardiograficos estudados ndo apresentaram

diferenca entre os grupos estudados.

Tabela 4: Parametros Ecocardiograficos dos grupos estudados.

SHAM IM IM + PI

Parametros do Eco

Razdo AO/AE (mm) 09+0,1 0,8+0,1 09+0,1
DAE (mm) 42+0,2 4,4+0,3 3,9+0,1
DVES (mm) 5,7+0,7 7,4+11* 6,1 +1,2¢
DVED (mm) 7,5+0,6 8,7+0,8* 7,3 +0,9¢
VE massa (g/KQ) 4849 £ 65,6 533,7+1439 478,1+167,1
FEVE % 49,8 +9,8 29,9+ 153 358+ 11,3
FAC VE (%) 451+7,3 26,5+8,7* 34,8 +10,3%€
E/A 1,4+0,2 23+1,1* 1,6 +0,3¢
TRIV (ms) 179+45 17,4+ 3,5 20,0+ 5,0

AO/AE: razdo aorta/diametro atrial; DAE: didmetro atrial esquerdo; DVES: didmetro ventricular
esquerdo sistélico; DVED: didmetro ventricular esquerdo diastélico; FEVE: fracdo de eje¢éo
ventricular esquerda; FACVE: variacao fracional da area do ventriculo esquerdo; E/A: razéo da
onda E de enchimento precoce e da onda A de enchimento tardio; TRIV : tempo de relaxamento
isovolumétrico. Valores expressos em média = SEM. *P < 0,05 (vs SHAM); #P < 0,05 (vs SHAM),

€P< 0,05 (vs IM) (n = 10, para cada grupo).
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4.4 Avaliacdo de macrofagos e linfocitos no tecido renal por meio da
imuno-histoquimica

Com relagdo a contagem dos linfécitos T (CD3*) o grupo IM teve
namero maior, mas sem atingir significado estatistico. Porém, o grupo IM + PI
apresentou quantidade aumentada de linfécitos CD3* quando comparado com
o grupo SHAM, desta forma evidenciou-se que a piridostigmina teve um efeito
estimulante na migracgédo renal dos linfécitos apés o IAM. Nao houve diferenca
estatisticamente significantes entre os demais grupos estudados (Figuras 10
e 11).

Figura 10: Representacao grafica da média da contagem de Linfocitos
T (células CD3*) em tecido renal.
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Os valores sao expressos como média = SEM. *P < 0,05 (n = 6, para cada grupo). Os valores
P foram calculados com ANOVA unidirecional seguido do teste pds-hoc de Tukey.

Figura 11: Imuno-histoquimica para a marcacao de Linfécitos CD3* em
tecido renal

A: Grupo SHAM, B: Grupo IM, C: Grupo IM+PI (Aumento 400x)

O grupo IM teve niumero maior de células CD3* comparado ao grupo SHAM, mas sem
atingir significado estatistico. O grupo IM + PI apresentou nimero significativamente
maior de CD3* quando comparado com o grupo SHAM.
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A contagem dos linfocitos T regulatérios CD4* foi realizada de maneira
semelhante as dos linfécitos totais (Figuras 12 e 13).

O grupo IM comparado ao grupo SHAM teve numero maior, mas sem
atingir significado estatistico. Porém, o grupo IM + Pl apresentou quantidade
aumentada de linfécitos CD4* quando comparado com o grupo SHAM, desta
forma evidenciou-se que a piridostigmina teve um efeito estimulante na migracéo
renal dos linfocitos apés o IAM. Os demais grupos ndo mostraram essa

diferenca.

Figura 12: Representacdo grafica da média da contagem de Linfocitos
T CD4" em tecido renal.
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Os valores sdo expressos como média = SEM. *P < 0,05 (n = 6, para cada grupo). Os valores
P foram calculados com ANOVA unidirecional seguido do teste pés-hoc de Tukey.

Figura 13: Imuno-histoquimica para a marcagéo de Linfocitos CD4* em
tecido renal

A: Grupo SHAM, B: Grupo IM, C: Grupo IM+PI (Aumento 400x)

O grupo IM teve niumero maior de células CD4* comparado ao grupo SHAM, mas sem
atingir significado estatistico. O grupo IM + PI apresentou nimero significativamente
maior de CD4* quando comparado com o grupo SHAM.
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As contagens da marcacdo dos macroéfagos tipo M1 (CD68*) e tipo M2
(CD206*) estdao demonstradas abaixo (Figuras 14, 15, 16 e 17). Ndo houve
diferenca estatisticamente significante entre os 3 grupos estudados com
relacdo aos macrofagos tipo M1 e tipo M2. Nem o IAM, nem o tratamento com
piridostigmina tiveram influéncia no perfil renal dessas células no modelo

estudado.

Figura 14: Representacdo grafica da média da contagem de Macrofagos
M1 (células CD68*) em tecido renal.
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Os valores sdo expressos como média + SEM. (n = 6, para cada grupo). Os valores P foram
calculados com ANOVA unidirecional seguido do teste pds-hoc de Tukey.

Figura 15: Imuno-histoquimica para a marcagédo de Macrofagos M1
(CD68*) em tecido renal

A: Grupo SHAM, B: Grupo IM, C: Grupo IM+PI (Aumento 400x)

Nao foram observadas diferencas significativas na no niumero de células CD68* marcadas entre
os Grupos.
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Figura 16: Representagdo grafica da média da contagem de Macrofagos
M2 (células CD206*) em tecido renal.
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Os valores séo expressos como média + SEM (n = 6, para cada grupo).
Os valores P foram calculados com ANOVA unidirecional seguido do teste pés-hoc de Tukey.

Figura 17: Imuno-histoquimica para a marcagédo de Macréfagos M2
(CD206*) em tecido renal

A: Grupo SHAM, B: Grupo IM, C: Grupo IM+PI (Aumento 400x).
N&o foram observadas diferengas significativas na no niumero de células CD206* marcadas entre
0s Grupos.

4.5 Andlise de expressdo de mRNA de genes proé-inflamatérios e anti-
inflamatorios no tecido renal

As andlises da expressdo dos genes das citocinas pro-inflamatérias (IL-
18, TNF-a, IL-6, IL-17A e MCP-1/CCL-2) e dos genes das citocinas com
caracteristicas predominantemente anti-inflamatérias (TGF- IL-13 e IL-10)

foram feitas pela técnica de PCR em tempo real no tecido renal.
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O grupo IM mostrou aumento significativo da expressdo de mRNA das
citocinas pro-inflamatorias: IL1- e TNF-a, quando comparados com o0 grupo
SHAM (Figuras 18 e 19).

Figura 18: Expressao de mRNA da citocina IL-1(3 no tecido renal.
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Expressdo de mRNA de genes IL-18 de citocina no rim apos IM. Os dados sdo expressos como
média £ SEM. *P < 0,05 vs grupos SHAM e IM (n = 6, para cada grupo).

Figura 19: Expressdo de mRNA da citocina TNF-a no tecido renal.
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Expressdo de mRNA de genes TNF-a de citocina no rim apds IM. Os dados sao expressos como
média £ SEM. **P < 0,01 vs grupos SHAM e IM (n = 6, para cada grupo).
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A andlise da expresséao génica de IL-6 renal, também proé-inflamatoria, ndo

mostrou alteracdes apdés o IAM, nem tampouco com o tratamento com

piridostigmina (Figura 20).

Figura 20: Expressao de mRNA da citocina IL-6 no tecido renal.
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Expressdo de mRNA de genes IL-6 de citocina no rim apés IM. Os dados sdo expressos como

média £ SEM (n = 6, para cada grupo).

O grupo IM+PI apresentou niveis significativamente aumentados da

expressao de mRNA de IL-17A quando comparados ao grupo SHAM e ao grupo

infartado. Mostrando o efeito positivo do tratamento da Pl sobre essa interleucina

(Figura 21).

Figura 21: Expressdo de mRNA da citocina IL-17A no tecido renal.
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S
Expresséo de mRNA de genes IL-17A de citocina no rim apés IM. Os dados séo expressos
como média + SEM. *P < 0,05 vs grupos SHAM e IM (n = 6, para cada grupo).
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Jé a expressdo do mRNA de MCP-1 ndo apresentou aumento significativo
apos o IAM, mas foi significativamente maior no grupo IM+PI quando comparado
com o grupo SHAM (Figura 22). Nao houve diferenca estatisticamente

significante entre o grupo SHAM e o grupo IM.

Figura 22: Expressdo de mRNA da citocina MCP-1 no tecido renal.
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Expressdo de mRNA de genes MCP-1 de citocina no rim apos IM. Os dados séo expressos
como média £ SEM. *P < 0,05 vs grupos SHAM e IM (n = 6, para cada grupo).

A expressao do mRNA TGF- foi significativamente aumentada no grupo
IM guando comparado com ambos os grupos SHAM e IM+PI. O tratamento com
piridostigmina foi eficaz em reduzir a sua expressao renal, considerando-se o
valor significativamente menor no grupo IM+PI comparado ao grupo IM (Figura
23).

Figura 23: Expressao de mRNA da citocina TGF-3 no tecido renal.
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Expressdo de mRNA de genes TGF-S de citocina no rim ap6s IM. Os dados sédo expressos
como média + SEM. **P < 0,01; ***P<0,001 vs grupos SHAM e IM (n = 6, para cada grupo)
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A expressdo de mRNA de IL-13 foi maior nos ratos infartados e tratados
com Pl quando comparado com os ratos infartados néo tratados (Figura 24).
Com relacao a IL-13 nao houve diferenca estatisticas entre o grupo SHAM e os

grupos infartados.

Figura 24: Expressao de mRNA da citocina IL-13 no tecido renal.
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Expressao de mRNA de genes IL-13 de citocina no rim apo6s IM. Os dados sdo expressos
como média £ SEM. *P < 0,05 vs grupos SHAM e IM (n = 6, para cada grupo).

O grupo IM+PI apresentou niveis significativamente aumentados da
expressdo de mRNA de IL-10 quando comparados ao grupo SHAM e ao grupo

infartado (Figura 25), ficando evidente o impacto positivo do tratamento com PI.

Figura 25: Expressédo de mRNA da citocina IL-10 no tecido renal.
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Expressdo de mRNA de genes IL-10 de citocina no rim apds IM. Os dados sao expressos
como média + SEM. *P < 0,05; **P < 0,01 vs grupos SHAM e IM (n = 6, para cada grupo).
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Fizemos uma analise agrupando as citocinas de acordo com sua
relacdo com os subtipos de linfécitos CD4*. O infarto aumentou a expressao
génica de citocinas relacionadas as vias Thl (IL1-B, TNF-a) e Treg (TGF- ) no
tecido renal. A administracdo de Pl modulou de forma significativa a expresséo
génica de varias vias: inibiu a via Thl (IL1-B, TNF-a) e Treg (TGF- B), estimulou
as vias Th2 (IL-10 e IL-13) e Th17 (IL-17). Ainda a Pl aumentou a quimiocina
(MCP-1/CCL-2) que potencializa a migracdo de macrofagos para o tecido renal.

Tabela 5: Sumario dos Resultados

Variaveis analisadas Grupos
SHAM IM IM + PI
FC — > >
PAS / PAD / PAM 1 — -
RMSSD / VARPI / LF (nu) / LF (nu) / LF (nu) / Alpha-Index PN N 1
LF/HF o 1 o
DVES / DVED / E/A > 1 —
FEVE % / FAC VE (%) o ! 1
CD3*/ CD4* o o 1
M1 /M2 > — -
IL-1B / TNF-a o 1 -
IL-10/IL-17A > — 1
IL-13 o ! 1
MCP-1 o o 1
TGF-B o 1 1

IL-6 > > -
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5. Discusséao

O principal achado do presente estudo foi a demonstragédo de que o
tratamento de curto prazo com Pl ap6s IAM, além de melhorar parametros
morfofuncionais cardiacos demonstrou a capacidade de modular a inflamacao
renal em ratos SHR. De acordo com nossos resultados, esse fendmeno foi
caracterizado pelo impacto positivo do tratamento com Pl em parametros
morfofuncionais cardiacos, pela diminuicdo da expressédo de genes de citocinas
pro-inflamatérias (via Thl) e aumento da expresséo de genes de citocinas anti-
inflamatorias no tecido renal (via Th2). O impacto da modulagéo sobre elementos
relacionados as vias Th17 e Treg merecem mais estudos.

A inflamacéo renal, mecanismo importante na patogénese da sindrome
cardiorrenal foi, assim, modulada pelo aumento do estimulo colinérgico mediado
pela administracao de PI. Esse fato pode ndo somente minorar os efeitos diretos
do IAM sobre a funcao dos rins, mas também diminuir a progressao da leséo
cardiaca para uma IC, uma vez que a doenca renal também contribui para a
piora da funcéo cardiaca em curto, médio e longo prazos (9,10,15).

Hé& uma crescente apreciacdo de que as vias inflamatorias sistémicas séo
ativadas em uma variedade de condi¢cdes médicas e que elas desempenham um
papel importante no desenvolvimento de desfechos adversos (98-101). Com
relagdo ao impacto sistémico da resposta inflamatéria apos IAM, estudos em
animais demonstraram uma intensa mobilizacdo de células imunes de origem
hematopoiética e também de linfocitos para a area de isquemia cardiaca, bem
como de outros tecidos (99, 100, 102). O IAM pode alterar a funcao renal por
multiplos mecanismo, destacando-se entre eles, a inflamacgé&o renal (109, 111,
115) e a ativacado do SNS (sistema nervoso simpatico) (116) e do SRAA (42,
110). Todos esses elementos atuam conjuntamente na inducdo da fibrose
intersticial (63), com implica¢des diretas para o desenvolvimento da sindrome
cardiorrenal (63, 12).

Nas ultimas duas décadas estabeleceu-se o0 conceito de que a
estimulacdo elétrica direta do nervo vago ou a administracdo de drogas que
aumentam a atividade colinérgica (anticolinesterasicos) tem efeito supressor da

atividade inflamatoria em diversos modelos animais de infecdo e de inflamacéao
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asséptica crbnica, sendo cunhado o termo “reflexo colinérgico anti-inflamatério”
(70, 75, 87). Recentemente, estudos clinicos tém evidenciado efeitos
semelhantes na reducéo da inflamacéo pela estimulacéo vagal (103, 104).

A Pl é uma droga que inibe a atividade da enzima acetilcolinesterase
aumentando a disponibilidade de acetilcolina, e € usada como rotina para o
tratamento da Miastenia Gravis. Essa droga vem sendo estudada como
medicamento capaz de promover modulacdo vagal em doencas inflamatérias
cronicas, tanto em modelos animais como em humanos (105-107).

Estudos prévios de nosso grupo demostraram que apos o IAM a
administracdo de PI foi capaz de melhorar o equilibrio autonémico cardiaco, a
sensibilidade barorreflexa e reduzir a inflamacéo e o estresse oxidativo no tecido
cardiaco com melhora morfofuncional do miocardio de ratos WKY infartados (88,
90, 108).

Pouco se sabe sobre o impacto da modulacdo vagal sobre a inflamacgéo
na relacdo cardiorrenal, especialmente em ratos SHR. Entretanto, alguns
estudos que estimularam a via colinérgica por meio da administracédo de nicotina
sugeriram protecéo renal em modelos de isquemia/reperfusdo renal (88, 98) com
reducao de valores pressoricos em ratos SHR (106).

Os ratos SHR apresentam como caracteristica da espécie disfuncéo
autbnoma com aumento do ténus simpdético, diminuicdo da atividade
parassimpatica e uma inflamacéao crénica, e desta forma, pela semelhanca com
as caracteristicas encontradas em humanos, sdo excelentes modelos de 1AM
(95, 109). Ratos SHR desenvolvem valores muito elevados de presséao arterial
ja nos primeiros meses de vida, e alteracBes na funcdo renal mediada por
ativacao imune estdo diretamente relacionadas ao mecanismo desencadeador
desse processo (59, 93). Além disso, como a presenca de IAM deve potencializar
mecanismos inflamatorios renais (115), o uso de ratos SHR para se estudar o

eixo cardiorrenal apos IAM se justifica.
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Efeitos da Pl em parametros hemodinamicos e na modulag&o autondmica

O IAM, como esperado, foi associado a uma grande reducéo da PAS e
PAD, provavelmente relacionada a disfungéo ventricular esquerda e reducéo de
débito cardiaco. O tratamento com PI reduziu, de forma discreta, porém
significativa, ainda mais esses valores. Estudos anteriores demonstraram que
uso de drogas anticolinesterasicas atenuaram o desenvolvimento de hipertensao
e de marcadores inflamatérios (110), e melhoraram a disfungéo vascular em
ratos SHR. Um impacto modesto, mas significativo também foi evidenciado em
estudo prévio, na PAS (12 mmHg) e PAD (14 mmHg) com o tratamento com PI
em ratos SHR. Isso foi diferente do encontrado em outro estudo em que a
estimulacédo colinérgica por meio de nicotina aumentou 0s niveis pressoricos dos
ratos SHR (111).

No periodo de avaliacdo de nosso estudo (7 dias apds o IAM) nao foi
encontrada diferenca significativa na FC entre os grupos. Assim, ndo foram
observados aumentos reflexos de FC nos grupos infartados, nem efeitos
adicionais de reducéo da FC relacionados a Pl. Pode-se especular que um dos
possiveis mecanismos de atuacdo da estimulacao vagal em modelo de IAM seja
através da reducao da FC com consequente diminuicao do trabalho cardiaco e
diminuicdo do consumo de oxigénio. Porém ja foi demonstrado que a acao
benéfica da modulacéo colinérgica independe da diminuicdo da FC em modelo
animal de isquemia/reperfuséo (112).

No presente estudo, o IAM foi capaz de aumentar uma atividade simpatica
basal ja elevada, caracterizada pela maior relacdo simpato-vagal (LF/HF) do
grupo IM comparado ao grupo SHAM.

Os animais tratados com Pl apresentaram aumento significativo de
marcadores da VFC no dominio do tempo relacionados a modulacédo vagal,
RSSM e VARPI. Considerando-se que ambos estao relacionados as avaliacdes
do desvio padrdo dos intervalos de pulso (IP) e sofrem influéncia rapida do
estimulo parassimpatico, podemos dizer que de fato a Pl teve o efeito
farmacolégico desejado.

Com relacdo aos componentes da VFC no dominio da frequéncia,

podemos evidenciar que ratos tratados com a PI tiveram aumento significativo
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do LF(nu) e do HF(nu), que identificam respectivamente a atividade simpética e
parassimpatica. Estd bem estabelecido que a acetilcolina tem papel tanto no
sistema nervoso autbnomo simpatico quanto parassimpatico. No sistema
nervoso simpatico, a acetilcolina € o neurotransmissor pré-ganglionar e a
noradrenalina é pos-ganglionar. JA no sistema nervoso parassimpético, a
acetilcolina € tanto o neurotransmissor pré como pos-ganglionar (113, 114).
Desta forma, pode-se sugerir que o efeito inibitorio da Pl sobre a
acetilcolinesterase atue também no sistema nervoso simpatico. Porém, mesmo
com o aumento das bandas LF e HF, obteve-se uma melhora do balanco
autonémico (LF/HF), e como resultado final ocorreu aumento da modulacao
parassimpatica.

Do ponto de vista clinico, o desequilibrio da relacdo simpato-vagal que se
segue ao |IAM é diretamente proporcional ao pior prognéstico dos pacientes. De
fato, um maior predominio da atividade simpatica e uma pior sensibilidade do
barorreflexo sédo preditores independentes de mortalidade e morbidade
cardiovascular, tanto nas fases aguda, quanto crénicas apos IAM (115). Outros
estudos que avaliaram efeito de anticolinesterasicos também demonstraram

efeito benéfico sobre o balanco autonémico em ratos SHR (96, 110, 116).

Efeitos da Pl em parametros morfofuncionais cardiacos

Como previsto, os animais submetidos a ligadura da artéria coronaria
esquerda apresentaram significativa lesdo muscular (IAM) e consequente
alteracdes funcionais em diferentes parametros: disfuncao sistélica (reducao da
fracdo de ejecdo e variacdo fracional da area do ventriculo esquerdo), disfuncao
diastélica (aumento da relagdo E/A) e sobrecarga de camaras esquerdas
(dilatacao do VE).

O tratamento com Pl mostrou impacto discreto, mais significativo nas
fungbes sistolica e diastolica dos animais infartados, assim como melhora dos
parametros morfolégicos do VE. Efeitos semelhantes foram previamente
descritos por nosso grupo em ratos WKY também tratados com PI, e em modelos
de IAM com estimulacao direta do nervo vago (88, 108). Os animais tratados

com Pl apresentaram didmetros ventriculares sistolicos e diastolicos



64

semelhantes ao do grupo controle. A funcdo ventricular esquerda avaliada
através do FAC foi melhor nos ratos tratados quando comparada aos animais
infartados sem tratamento, porém essa funcado permaneceu pior que a dos ratos
ndo infartados. A disfungéo diastélica avaliada através da onda E/A também foi
revertida nos animais infartados tratados. Assim, fica evidente que o tratamento
com Pl é eficaz ao atuar de forma precoce no remodelamento e funcdo do
miocardio apos o IAM. Estudos anteriores demonstraram que o coracao de ratos
SHR infartados avaliados meses apés o evento inicial s&o mais susceptiveis ao
desenvolvimento de disfuncdo ventricular, independente do remodelamento
estrutural, provavelmente decorrente de menor reserva adrenérgica inotrépica
gue ocorre nessa espécie (117). Ainda, a recuperacédo pés-isquémica da funcéo
contratil, a gravidade das arritmias ventriculares e a leséo letal (tamanho do
infarto) s&o agravadas nos coragbes hipertrofiados de ratos SHR em
comparacdo com ratos normotensos (118). Assim, a melhora precoce de
parametros funcionais com a administracdo da Pl pode ter um impacto na
recuperacdo a médio e longo prazos da funcdo ventricular apés agressao

iIsquémica nesse modelo de disfung&o ventricular.

Efeitos da PI no infiltrado de macréfagos e linfocitos nos rins

O IAM néo foi associado a um aumento do nimero de macrofagos e nem
da relagdo M1/M2 no tecido renal de ratos SHR. Esse achado pode ser
considerado, até certo ponto, inesperado. Estudos anteriores demonstraram a
infiltracdo de macréfagos no cértex renal 3 e 7 dias apés IAM (67, 119) sugerindo
que a mobilizacdo de células imunes como resposta precoce na sindrome
cardiorrenal. Devemos destacar, entretanto, que ambos os estudos foram
realizados em ratos normotensos.

O IAM aumenta a atividade simpética, e esse estimulo atua diretamente
aumentando a mobilizagéo de células imunes para varios tecidos (102), incluindo
o tecido renal. Ainda, em ratos SHR, por ja apresentarem um estado inflamatorio
basal, com presenca de células imunes nos rins, esperavamos detectar uma
maior exacerbacdo da resposta inflamatéria renal apos IAM. Os macréfagos se

apresentam com dois fenotipos distintos, o0 que leva a um papel variado na
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inflamacé&o renal a depender do fenétipo envolvido. Os macréfagos M1 séo pro
inflamatorios e podem causar lesédo renal, ja os M2 sdo anti-inflamatorios e tém
um perfil reparador (120, 121).

Porém, alguns aspectos podem ajudar na interpretacdo deste achado. O
local onde foi avaliada a infiltracdo celular pode ter sido diferente entre os
estudos. No presente estudo optou-se por contabilizar o niamero de células
imunes em tecido renal, englobando o conjunto das regides glomerular e
intersticio cortical e medular, enquanto no estudo anterior observou-se somente
a regido intersticio cortical. Dentre 0s mecanismos associados ao
desenvolvimento de hipertenséo arterial nos ratos SHR a pressdo de perfuséo
renal € muito importante (93). Estudos em modelos de animais hipertensos e
diabéticos demonstraram que o controle da hiperfiltragcdo glomerular e reducéo
da pressédo de perfusdo com administracdo de inibidores do SRAA, podem
reduzir a progressao da doenca renal (122, 123). Inferimos que a queda de PA
apos o IAM pode ter reduzido a carga pressorica no sistema vascular do néfron
reduzindo estimulos inflamatérios locais. Assim, um potencial aumento da
atividade simpética, que é um fator que aumenta a resposta imune renal, pode
ter sido contrabalancada pela menor pressédo de perfusdo renal que seria um
efeito protetor, reduzindo a mobilizacdo de células imunes renais. Ainda é
possivel que a mobilizacdo de células imunes renais em ratos SHR e ratos WKY
ocorram em momentos diferentes apos o IAM.

Apbs tratamento com PI, observamos o aumento da expressao génica de
MCP-1/CCL-2, quimiocina estimuladora do recrutamento de macroéfagos (55), e
esperava-se que esse aumento fosse seguido de um infiltrado macrofagico em
tecido renal, o que nao ocorreu. A infiltracdo renal por linfocitos T auxiliares, com
estimulada pelo uso da PI, por sua vez, também poderia ter como consequéncia
um aumento secundario do perfil M2 dos macréfagos, ja que esses linfécitos
alteraram os genes de citocinas das vias Th1/Th2 que modulam a polarizacdo
para M2 (124). Esse fenbmeno mais uma vez nao aconteceu. Em um trabalho
prévio a denervacao renal promoveu a reducdo da ativacdo de mondcitos,
inclusive com a diminui¢do de outros marcadores inflamatorios (125). No nosso
modelo, a reducdo da modulacdo simpética ndo se acompanhou da reducéo de

macrofagos no infiltrado renal.
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Em outro estudo, a estimulacdo colinérgica nicotinica em ratos SHR
causou um aumento inesperado de infiltrado renal por células M1 associado ao
aumento de MCP-1 e inicio precoce do quadro de HAS, e nem a denervacao
renal foi capaz de coibir esse efeito (63). Somente quando a denervacao foi
associada a ablacdo de células M1, a estimulacdo nicotinica foi eficiente em
coibir o desenvolvimento da hipertenséo (126). Isso evidencia uma disfuncéo na
resposta dos macrofagos M1 e a sua importancia na etiologia da hipertensao
nos ratos SHR, ja que a estimulacdo colinérgica nos macréfagos de ratos
normotensos tem efeito anti-inflamatoério, oposto ao que aconteceu nos ratos
SHR neste estudo (126).

Um outro resultado importante do nosso estudo foi a demonstracdo de
que no grupo de ratos infartados tratados, houve significativo aumento de
linfécitos T e de linfcitos do subtipo CD4*, potencialmente auxiliares. Eles sao
fundamentais na cicatrizacao e no controle do remodelamento pos IAM (82, 127).
Em lesbes renais agudas e crbnicas também ja foi demonstrado o papel
primordial dos linfocitos T regulatérios no controle da inflamacéo (128). E
importante salientar a importancia do subtipo de linfocito T envolvido, eles se
dividem em CD4*, com seus sub tipos Thl, Th2, Thl7 e Treg (regulatério -
CD4*CD25*FoxP3). Os linfocitos Treg apresentam papel anti-inflamatério na
lesdo renal aguda (129). Quando os linfécitos T foram avaliados de maneira
geral, sem a definicdo dos subtipos envolvidos, um estudo mostrou que em
modelo de sindrome cardiorrenal tipo 1 a supresséao de linfécitos T foi capaz de
diminuir a leséo renal (130). Ja quando se avalia especificamente os linfocitos
Treg observa-se que eles sdo capazes de limitar a inflamacao renal e sistémica
e que a diminuicdo desse perfil celular pode estar associada ao surgimento de
doencas autoimunes (131). No nosso estudo, ndo foram feitas marcacdes para
cada tipo especifico, mas considerando-se a modulacdo da expressao génica
dos grupos de citocinas, podemos dizer que claramente a relacdo Th1/Th2 foi
invertida pela Pl. Porém, houve possivel supressédo da via Treg e estimulacao
da via Thl7.

Um fenbmeno denominado “Hit and Run” foi descrito pela primeira vez
na lesao renal aguda em lesdo de isquemia e reperfusdo. Nele, ocorre um

infiltrado celular renal de linfocitos T inesperadamente precoce, 1 hora apés a
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injuria, com rapido desaparecimento (24h apés o inicio da lesdo), mas com a
perpetuacdo dos efeitos inflamatérios desencadeados pelas células, mesmo
apos a sua saida (132-134). O mesmo fenébmeno ja foi demonstrado com 0 uso
de cisplatina, onde o infiltrado celular renal se inicia 1h apds uso da medicacéo,
com pico em 12h e declinio 24h apoés a infus@o da cisplatina. O aumento das
citocinas proé-inflamatérias, especialmente de TNF-a, no entanto ndo acompanha
a mesma velocidade de queda, e permanece elevado por um periodo mais
prolongado (135). No nosso estudo avaliamos infiltrado de células imunes no
tecido renal no sétimo dia apos IAM. E possivel que ndo tenhamos observado
alteracdes téo intensas por esta ndo ser a melhor janela de mobilizagcéo celular
renal neste modelo estudado.

O impacto da ativacdo de reflexos neurais no tratamento de doencas
renais e hipertensédo arterial comecgou ser alvo de investigagdo recentemente
(76). A inervacao direta do rim, por neurénios aferentes e eferentes, pode ter um
papel na resposta inflamatoria em varias doencas, seja localmente ou
fornecendo feedback para regibes do sistema nervoso central que sé&o
importantes na via do reflexo inflamatério. O aumento do impulso simpéatico para
o rim tem um papel importante na patogénese da hipertenséo e da fibrose renal.
A melhor definicdo dessas vias pode possibilitar estimulo ou inibicdo neuronal
seletivas, assim o0 uso da neuroimuno modulagéo renal pode fornecer novas
estratégias terapéuticas, mais eficazes que a denervacgao renal, para tratamento
ndo s6 da HAS como também de outras doencas renais que tenham um
mecanismo inflamatorio envolvido.

Apesar do papel critico da inflamacédo na patogénese da lesédo renal
aguda, poucos estudos abordaram o papel do nervo vago ou da via reflexa
inflamatdria nesse cenario. Em modelos distintos de lesdo renal aguda em
roedores, o0 pré-tratamento com nicotina ou e a administracdo do analogo da
nicotina GTS-21 atenuaram a injuria renal na isquemia-reperfusao (136) e
também apos sépsis (137), sugerindo que 0s receptores nicotinicos de
acetilcolina podem mediar uma resposta anti-inflamatéria que se segue a uma
les&o renal. Alguns estudos pré-clinicos de estimulag&o do nervo vago (138) com
aplicacéo de ultrassom pulsado (76, 139) também corroboram as evidéncias de

um papel do reflexo anti-inflamatério colinérgico na protecao contra leséo renal
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aguda (140). Para que haja essa protecéo é fundamental ndo s6 a presenca do
baco, mas como também a presenca dos esplendcitos com receptores a -7
nicotinicos.

A lesdo renal aguda tem um papel importante na determinacdo do
possivel sucesso apds um transplante de 6rgdos. Como a morte cerebral do
doador resulta em uma liberacdo de mediadores proé-inflamatérios e em um
aumento nas moléculas de adesdo, isso leva a inflamacéo e lesdo em 6rgaos
periféricos, inclusive no rim, mesmo antes do transplante (141). Esse meio
inflamatoério no doador falecido poderia, portanto, contribuir para a reducéo da
sobrevida do enxerto no receptor. Hoeger e colaboradores mostraram que, em
ratos, a estimulacdo do nervo vago atenuou a resposta pro-inflamatoria
(aumento nos niveis séricos de TNF-a e na expressdao de genes proé-
inflamatoérios no intestino delgado, figado, rins e coragdo) durante a morte
encefélica (142). A estimulacdo vagal de ratos doadores com morte cerebral
antes do transplante renal, por sua vez, resultou em melhora na sobrevida do
receptor e do o6rgdo transplantado (141). Estes achados sugerem que a
estimulacdo vagal possa ter um papel protetor na inflamacdo renal
desencadeada pela morte encefalica.

Evidéncias anatdbmicas e fisiol6gicas sugerem que a inervacdo renal
também tem papel na regulagdo tanto da imunidade quanto da inflamacao
renais. Os circuitos neurais, incluindo a inervacédo aferente e eferente do rim,
fornecem vias para a regulacdo da funcéo e de estados patologicos renais pelo
sistema nervoso periférico, com “feedback” no rim e provavelmente no SNC
(143, 144). Desta forma, existem outras vias além dos reflexos inflamatérios (do
qual o reflexo colinérgico anti-inflamatério faz parte) associados a modulacéo da
resposta a lesdo renal aguda (76).

Nosso estudo foi 0 primeiro a demonstrar uma modulacédo da mobilizacédo
de linfécitos T CD4* para o tecido renal relacionada ao aumento da atividade

vagal pela administracao de PI.
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Efeitos da Pl na expressao de m-RNA das citocinas em tecido renal

Para melhor compreendermos o papel das citocinas € interessante fazer
um breve resumo sobre a sua etiologia. Os linfécitos T CD4* efetores, se
subdividem em 4 principais subgrupos, cada qual com um papel e perfil de
citocinas produzidas diferentes com algumas sobreposi¢des. Todos os linfécitos
T CD4"* se originam dos linfécitos ThO (naive) e a depender dos estimulos do
sistema imune inato aos quais sdo expostos se diferenciam em Thl, Th2, Th17
e Treg (reguladores) (38, 39). Nos ultimos anos, a divisdo de funcao, antes rigida,
entre esses subtipos esta mais flexivel devido aos relatos de plasticidade entre
0s subgrupos (37, 39). Tradicionalmente, o perfil Thl é impulsionado pelas
citocinas IL-12 e IFN-y, e esse tipo celular induz por sua vez, além da producédo
do proéprio IFN-y, a produgéo de TNF-a, IL1- e IL-10 (essa ultima em pequenas
guantidades, promovendo uma retroalimentacdo negativa), dentre as citocinas
estudadas no presente trabalho. A diferenciacdo em Th2 € estimulada pela
citocina IL-4, essas células produzem entédo além da IL-4, as IL-6, IL-10 e IL-13,
do perfil de citocinas aqui avaliadas. Quando olhamos o subgrupo Th17, temos
as seguintes interleucinas envolvidas em sua diferenciacdo: IL-1, IL-6 e TGF-(.
J& a principal citocina produzida por este perfil celular € a prépria IL-17, alvo do
nosso estudo. Ja o perfil celular Treg produz IL-10 e TGF-[3, e sua diferenciagao
é estimulada pela IL-2 e pelo TGF-B (37-39).

Quanto a avaliacdo das citocinas em tecido renal, observamos, no
presente estudo, um significativo aumento da expressdo de mRNA das citocinas
pré-inflamatérias IL-18 e TNF-a em tecido renal ap6s o IAM evidenciando uma
possivel ativacdo da via Thl e Treg neste cenario. Este resultado era esperado,
uma vez que o IAM sabidamente desencadeia inflamacdo renal, um dos
mecanismos envolvidos na etiologia da sindrome cardiorrenal (4, 10, 145, 146).
J& as outras citocinas pro-inflamatorias produzidas pelas células Th2 e Th1l7
como IL-6 e IL-17A ndo mostraram aumento da sua expressao quando avaliadas
7 dias apos o IAM. A expressado génica da IL-10 e IL-13 também néo foi
significativamente diferente no grupo IAM quando comparado ao SHAM, como
ambas possuem perfis anti-inflamatoérios e fazem parte dos perfis Th2 e Treg,

assim sendo o resultado esta de acordo com o previsto.
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A potencial ativagcdo das vias Thl e Treg nao foi relacionada ao
aumento do numero de macréfagos ou linfocitos no tecido renal, nem a
modificacdes na relacdo entre as subpopulacdes dessas células (M1/M2 e
linfécitos T totais/T CD4*) apo6s 7 dias do IAM. Os mecanismos que levaram a
esta reposta em seguida ao IAM podem estar relacionados com aumento da
atividade simpatica e estimulacdo do SRAA, que sabidamente, aumentam a
lesé@o renal por diferentes mecanismos (45, 147, 148). A angiotensina Il induz a
diferenciacdo de células imunes e o aumento de citocinas pro-inflamatorias,
ambos contribuindo para a elevagdo da pressdo arterial. As citocinas proé-
inflamatorias, por sua vez, atuam na regulacédo da producédo de AGT no figado
e no rim, esse “feedback” positivo perpetua esse mecanismo inflamatério (45).
Pacientes com SCR tém niveis circulantes aumentados de renina com producao
de angiotensina ll, levando a constricao arteriolar e aumento de pressao venosa.
A ativacdo persistente do SRAA confere aos pacientes com SCR um pior
prognéstico (149). Um exemplo claro da associacdo entre as citocinas e 0 SRAA
€ 0 aumento de IL-17A, extensamente associada a HAS, induzido pela
angiotensina Il (150). No entanto, no nosso modelo a IL-17A n&o teve aumento
na sua expressao nos ratos infartados, embora tenha papel proé-inflamatoério
importante no coracao apods o IAM (36, 151) e como descrito acima tenha grande
associacdo a manutencdo do quadro inflamatorio.

A liberacdo de IL-1B é estimulada pelo inflamossoma e pela morte
celular, que sao elementos centrais na inflamacdo renal e nas suas
consequéncias sistémicas (152). O TNF-a também €& uma citocina proé-
inflamatoria chave e esté envolvida em diversas doencas renais (46, 47). O TNF-
a e a IL-6 estimulam a migracdo de células inflamatérias para o rim (48). O
presente estudo mostra que o IAM causou um aumento na expressdo mRNA de
TNF-a e IL-1B no rim, diferente do que ocorreu com a IL-6 que ndo apresentou
elevacdo depois do IAM, diferente do que foi mostrado em outro estudo no qual
o IAM causou o aumento da expressdo génica renal de IL-6 em ratos
normotensos (67). A IL-6 embora também se apresenta como uma interleucina
pré-inflamatéria é produzida pelo perfil celular Th2, que néo parece ter sido

ativado pelo IAM no modelo utilizado.
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O TGF-B apresentou um aumento na sua expressao génica renal apés
o IAM. Esta citocina esta envolvida na inflamacéo e inducéo de fibrose ndo so
em modelos de lesdo renal aguda, como também em outros modelos de doenca
renal, sendo a principal citocina no desenvolvimento da DRC (49, 51-54). Nosso
resultado estd4 de acordo com j& mostrado na literatura onde o TGF- 3 ja foi
implicado na leséo renal na sindrome cardiorrenal (67, 153).Em outros tecidos,
ou até mesmo no tecido renal o TGF- 3 pode, no entanto, desempenhar um papel
anti-inflamatorio, ja que ele é capaz de funcionar como um regulador bifuncional
gue atua inibindo ou estimulando proliferacao celular (51, 154).

O MPC-1 é produzido por uma variedade de células, desde células
musculares lisas, leucdcitos, células endoteliais e fibroblastos, em resposta a
LDL oxidada e citocinas pré-inflamatorias, € uma quimiocina responsavel pela
migracdo de mondcitos para os sitios inflamatérios (55, 155) e também, por
estimular a liberacdo de mondcitos pela medula 6ssea (154). O MCP-1/CCL-2
apresenta-se em niveis elevados em ratos SHR, com sugestivo envolvimento na
etiologia da HAS nesse modelo animal (56, 155). No presente estudo nao foi
possivel mostrar aumento do MCP-1/CCL-2 induzido pelo 1AM, talvez porque
nesse modelo animal o MCP-1/CCL-2 ja se encontre aumentado mesmo antes
da inducéo do IAM.

A administrag&o de inibidores de acetilcolinesterase, por sua vez, tem se
mostrado capaz de diminuir os niveis de citocinas pro-inflamatérias em varios
modelos experimentais de inflamacgéo (156). Especificamente a piridostigmina e
o donepezil se mostraram capazes em reduzir os niveis plasmaticos de TNF-q,
IL-6 e IFN-y em ratos SHR (93). A estimulacéo colinérgica através da denervacao
renal também causou uma diminui¢édo de IL-1B e TNF-a, porém nem sempre de
uma maneira sustentada (125, 157). A diminuicAo desses componentes
inflamatorios € fundamental para prevenir a hipertrofia cardiaca e a lesao renal
no contexto da sindrome cardiorrenal (146), evitando assim algumas das
complicagbes mais frequentes apds o IAM. A IL-6, por sua vez, ndo se mostrou

modificada pelo IAM ou apés o uso de PI.

Aqui conseguimos demonstrar que a ativacdo da via anti-
inflamatoria colinérgica, através do tratamento com PI, foi capaz de aumentar a

expressdo génica da IL-10 e IL-13, decorrente de uma estimulacdo das células
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Th2. A IL-10 é sabidamente uma interleucina com caracteristicas anti-
inflamatorias. Trabalhos anteriores da literatura demonstraram esse perfil em
diferentes modelos de doencas renais, inclusive em modelo de
isquemia/reperfusdo com diminuicdo de citocinas pro-inflamatorias,
provavelmente por induzir um “downregulation” dos linfécitos Th17 (64-66).
Estudo anterior mostrou efeito semelhante quando promoveu uma estimulacéo
colinérgica através da denervacao renal com consequente aumento de IL-10
(157). A IL-10 é essencial para a manutencéo da integridade da camada epitelial
e facilita a cicatrizacéo tecidual (158). Assim, o aumento da IL-10 associada ao
uso de Pl € mais uma forma de reafirmar o efeito anti-inflamatorio dessa via com
consequente melhoria das lesdes renais associada a SCR. A IL-13, também
proveniente das células Th2, é importante na recuperacao da lesédo renal aguda
por polarizar os macréfagos/células dendriticas para um perfil M2, como
estudado no presente trabalho (41). O tratamento com PI foi capaz de restaurar
0s niveis da expressdo do RNAm desta interleucina no rim apos o IAM neste
modelo estudado, porém este efeito ndo foi seguido por um aumento no infiltrado
de células M2 no tecido renal, quando avaliado 7 dias ap6s o IAM. Ja foi
demonstrado que a terapia genética com IL-13 atenuou a lesdo renal de
isquemia/reperfusdo em ratos, isso pode ser util em reduzir a inflamacéo e o
dano tdbulo-intersticial. Mostra-se, assim, mais uma vez o efeito protetor da
estimulacdo colinérgica, provavelmente atribuido a estimulacdo dos perfis
celulares Th2 e Treg. Com essa modulacdo fica evidente o poder anti-
inflamatorio dessa via e a poder-se-ia propor o uso de Pl para fins terapéuticos

focando a disfuncao renal.

De forma intrigante a Pl aumentou a expressao génica de MCP-1/CCL-
2, sem relagdo com aumento de macréfagos. Outro estudo obteve resultado
semelhante ao nosso com a estimulacao nicotinica em ratos SHR levando a um
aumento de MCP-1 renal, o que nao ocorreu em ratos WKY (63). Novamente,
uma possivel explicagdo para esse evento discutivel seria a disfuncado
autonémica desse modelo de HAS (95). Alguns estudos foram conduzidos com
uso de inibidores de MCP-1 no tratamento de doencas inflamatérias renais com
melhora da doenca (159), reforcando o papel inflamatério dessa citocina nas

lesdes renais.
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Quanto a avaliagao da IL-17A, nosso estudo mostra que o tratamento
com Pl aumenta significativamente os niveis de expressdo de mRNA de IL-17A
no rim. Citocina essa reconhecida como efetora das células Th17, associada a
inflamacé&o na HAS, nas doencas renais e autoimunes (35, 57-59, 63). No nosso
estudo, o uso da PI parece ter estimulado as células Th17. Sobre o efeito da
estimulacdo colinérgica sobre a IL-17A existem pouquissimos dados na
literatura, principalmente em ratos SHR. O seu papel pro-inflamatorio na HAS
induzida por angiotensina Il (60-62), pode estar muito associado ao
desenvolvimento de HAS nos ratos SHR. Estudos in vitro mostraram que a
estimulacao colinérgica através do receptor nicotinico diminuiram a secrecao de
IL-17 e a estimulacdo muscarinica aumentou a sua secrecdo em modelo murino
(160). Esses resultados podem néo ter sido reproduzidos em nosso trabalho
exatamente por conta da perda da auto regulacao da linhagem animal estudada
(97).

O aumento da expressao génica das citocinas pro-inflamatérias, apos
a ativacdo do sistema imune inato, pode desencadear entdo uma cascata de
eventos tais como a producdo de mais citocinas pré-inflamatdérias, ativagdo do
SRAA, ativacdo e migracdo de células imunes, com uma amplificacdo de
resposta imune néo sé local, mas também sistémica. Essa resposta, quando nao
modulada, levara a curto, médio e longo prazos a uma injaria renal. Desta forma,
€ fundamental encontrarmos estratégias terapéuticas capazes de minimizar
esses efeitos, 0 uso da piridostigmina tem se mostrado extremamente promissor
nesse cenario.

Estudos anteriores mostraram uma modulacdo anti-inflamatoria
nicotinica/colinérgica do sistema imunolégico inato em ratos WKY, porém nao
demonstraram 0 mesmo em ratos SHR (63, 95, 111). Nosso grupo e outros tém
estudado a modulacédo colinérgica anti-inflamatéria usando Pl em ratos WKY
com modulacao do sistema imunoldgico no coracao (81, 88, 90, 161).

S80 necessarios mais estudos em ratos da linhagem SHR para
entender plenamente suas vias inflamatorias e anti-inflamatérias assim como
quais sdo os seus gatilhos especificos e respostas as diferentes formas de

intervengéo. Uma vez que esses ratos apresentam comportamento por vezes
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diferente dos ratos normotensos quando submetidos, por exemplo, a
estimulacao colinérgica.

Em suma, podemos observar a partir dos dados obtidos neste estudo,
que a estimulacédo colinérgica foi eficiente em modular as vias Th1/Th2, diminuir
a expressdo génica de algumas citocinas pro-inflamatérias e de aumentar a
expressdo das citocinas com perfil anti-inflamatério no tecido renal em ratos
SHR.
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6. Conclusdes

Nesse estudo foi possivel comprovar que o uso precoce de piridostigmina
apos o IAM foi capaz de melhorar a resposta autondmica, reverter alteracdes
morfofuncionais do coracdo e reduzir a expressdo génica de citocinas pro-
inflamatdria em ratos SHR e aumentar a expressao génica de citocinas anti-
inflamatorias. Estes resultados apoiam a ativacéo do sistema colinérgico como
um potencial alvo farmacolégico adjuvante no tratamento no IAM e suas

consequéncias, em especial na sindrome cardiorrenal.
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