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COSTA, F.O. Efeitos da estimulacéo colinérgica sobre aspectos morfofuncionais
do coracdo e metabolismo cerebral em ratos SHR apo6s infarto agudo do
miocéardio. Tese de Doutorado. Sdo Paulo: Programa de Pés-Graduacdo em
Medicina da Universidade Nove de Julho, para obtencdo do titulo de “Doutor em
Ciéncias da Saude”. Universidade Nove de Julho (UNINOVE), 2020.

INTRODUGAO: O Sistema Nervoso Central (SNC) tém papel fundamental nos ajustes
regulatorios neuro-humorais, inflamatérios e comportamentais que ocorrem apos o
infarto agudo do miocardio (IAM). Os anticolinesterasicos, farmacos com capacidade
de aumentar a modulacéo parassimpatica e reduzir o processo inflamatério sistémico,
podem também alterar a atividade em areas especificas do SNC e modular a resposta
inflamatoria miocardica, alterando seu metabolismo, a expresséo génica de citocinas,
e 0 seu remodelamento o apds uma injdria isquémica. OBJETIVO: Avaliar o efeito do
brometo de piridostigmina (BP - anticolinesterasico de acéo periférica) no metabolismo
de diferentes areas do SNC e do coracdo, quantificar a expressdo de mRNA de
citocinas pro e anti-inflamatérias no ventriculo esquerdo (VE) e analisar parametros
morfo-funcionais do coragéo apos IAM em ratos espontaneamente hipertensos (SHR).
MATERIAL E METODOS: Ratos machos SHR, com 10-12 semanas, foram divididos
em 3 grupos: grupo Sham (submetidos a toracotomia, n=14), grupo IAM (submetidos
a toracotomia e ligadura da artéria coronaria esquerda, n=19) e grupo IAM+PI
(submetidos a toracotomia e ligadura da artéria coronaria esquerda, e tratados com
BP - 40mg/kg/dia por gavagem, 1 x dia, por 7 dias, n=19). No quinto dia apdos o IAM
0s animais foram anestesiados e submetidos a um implante de cateter na artéria
femoral para posterior o registro das curvas de presséo arterial (PA) e submetidos ao
exame de ecoDopplercardiograma (foram obtidos dados de diametros das cavidades
cardiacas, da funcao sistélica e diastélica do VE). No sexto dia apdés IAM, com o0s
animais acordados, registrou-se por 30 min as curvas de PA para o célculo da PA
Sistolica e PA Diastélica, da frequéncia cardiaca (FC), e também para a analise da
variabilidade da FC no dominio do tempo (VARPI e RMSSD) e da frequéncia (analise
espectral dos componentes de alta e baixa frequéncia e sua relagéo (AF, BF, AF/BF,
respectivamente). No sexto dia, os animais foram novamente anestesiados para
realizarem o exame de tomografia por emisséo de padsitrons (PetScan) para avaliar a
captacdo do analogo da glicose 18F-2-fluoro-2 desoxiglucose (Standardized Uptake
Value, SUV) no cérebro e no coragdo. No sétimo dia os animais foram eutanasiados
e foi feita coleta do coracao para posterior quantificacdo da expressao génica (MRNA)
de citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A, e MCP-1) do VE.

ESTATISTICA: A anélise dos resultados foi realizada com o programa GraphPad
Prism®. A normalidade dos dados foi testada com o teste de Kolmogorov-Smirnov
(KS). O teste ANOVA de uma via foi usado para analise entre os grupos. Para a
andlise post-hoc, foi usado o teste de Bonferroni. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significantes se p < 0,05. Os dados paramétricos foram apresentados
em media e desvio padrédo. RESULTADOS: Os grupos infartados (IAM e IAM+PI)
apresentaram valores de semelhantes PAS, PAD e PAM e significativamente menores
comparados ao grupo Sham (p=0,001). A FC n&o apresentou diferencas entre os trés
grupos. O grupo IAM quando comparado ao grupo Sham, apresentou na analise da
variabilidade da FC aumento significativo da modulacao simpatica (BF% p=0,035 e
BF/AF p=0,001) e reducdo da parassimpatica (AF% p=0,012), e na variabilidade da
PA, houve significativa reducdo da VARPAS (0,007). O grupo de animais tratados
(IAM+P1) guando comparados ao grupo infartado sem tratamento (IAM) apresentou



significativo aumento na modulacdo parassimpatica (RMSSD p=0,005, VARPI
p=0,001) e melhora na sensibilidade do baroreflexo (Iindice alfa p=0,026); ainda, o
grupo IAM+PI teve maior modulacdo parassimpatica quando comparado ao grupo
Sham (RMSSD p=0,008, VARPI p=0,008) e maior sensibilidade do baroreflexo (indice
alfa p=0,007). O grupo infartado (IAM), quando comparados ao grupo Sham,
apresentou alteragcbes morfo-funcionais esperadas: valores significativamente
maiores (p < 0,001) dos diametros volumes e areas do VE, tanto na sistole quanto na
diastole, e na razdo E/A; e valores significativamente menores na Fracdo de Ejecdo
do VE (p < 0,001) e na Variacéo Fracional da Area (VEFAC) (p = 0,015). No grupo
infartado tratado (IAM+Pl), quando comparado com o grupo IAM, todos os diametros
volumes e areas do VE, tanto na sistole quanto na diastole, e a razdo E/A foram
significativamente menores (p < 0,01), e a VEFAC foi significativamente maior (p <
0,04), indicando efeito benéfico da Pl na estrutura e nas funcdes sistolica e diastolica
do VE. Por meio da técnica de PetScan do coracdo, ndo foi possivel evidenciar
diferencas entre os grupos na captacao de glicose (metabolismo), em nenhum dos
segmentos ventriculares analisados. Porém com o PetScan cerebral foi possivel
evidenciar diferencas significativas entre os grupos. O grupo infartado (IAM),
comparado com o grupo Sham, apresentou valor significativamente menor captacao
de glicose (SUVs) pelo tecido cérebro total, e em 8 regides cerebrais estudadas:
nucleo accumbens D e E, Hipotalamo D e E, Bulbo, Amigdala E, Cértex entorrinal E,
e Cortex olfatorio E. O grupo infartado tratado (IAM+PI) presentou valores de
captacdo de glicose nao estatisticamente diferentes do grupo infartado sem
tratamento (IAM). Porém, quando comparado ao grupo Sham, o grupo IAM+PI
apresentou menor captacado de glicose no tecido cerebral total e em 4 regibes
cerebrais. Ou seja, 0 grupo que usou Pl deixou de ser diferente do grupo Sham em 4
regides: nucleo accumbens D, amigdala E, Cortex entorrinal E, e Cortex olfatorio E,
sugerindo um efeito modulador da medicacéo sobre o metabolismo dessas regides
cerebrais, que estdo relacionadas ao comportamento do animal. Com relacdo a
expressao génica, evidenciamos aumento significativo (p < 0,01) do mRNA das
citocinas TNF-a, IL-6, IL-17A IL-10 no grupo IAM+PI comparado ao grupo Sham e ao
grupo IAM sem tratamento. A expressdao de mRNA de MCP-1, IL-1B3, e IL-13 né&o
apresentou diferencas entre os grupos. CONCLUSAOQO: O IAM provoca ja na fase
inicial (sete dias ap0s a injuria isquémica) ndo somente respostas locais, como
aumento da expressdo de citocinas e alteragcdes morfo-funcionais do VE, mas se
associa a a reducao na PA e do metabolismo do tecido cerebral, em especial em areas
de controle autonémico e comportamental. O tratamento com PIl, nesse periodo,
aumenta a modulacao vagal e, apesar de aumentar de forma significativa a expressao
génica de citocinas pré- e anti- inflamatérias do VE, melhora parametros de
remodelamento cardiaco. Apesar de ndo afetar a PA, o tratamento com Pl mantém o
metabolismo de areas do SNC relacionadas ao comportamento, indicando que o efeito
nessas areas independe de modulacao do fluxo sanguineo central.

Palavras-Chave: Infarto Agudo do Miocardio, SHR, Piridostigmina, 18F-FDG,
Expressao génica de citocinas.

ABSTRACT



Cholinergic stimulation effects on morphofunctional aspects of the heart and
on cerebral metabolism after myocardial infarction in Spontaneously
Hypertensive Rats.

INTRODUCTION: Acute myocardial infarction induces local or systemic changes that
generate shifts in hemodynamic, autonomic, metabolic, neuro-humoral and
inflammatory responses leading to homeostatic and allostatic disruptions. Along the
condition, the reflex action of both peripheral and central nervous system is playing its
role. The recognition of a neuro-immune system interaction gained strenght with the
cholinergic anti-inflammatory pathway moreover, that this circuit can be modulated in
different ways, including pharmacological agents promoting parasympathetic
stimulation in order to decrease reflex inflammatory responses. OBJECTIVE: To
evaluate the actions of Pyridostigmine bromide upon the cardiovascular control of
different systems, peripheral and central nervous systems involved, making use of
hemodynamic, autonomic, myocardial cytokines gene expression and 18F-FDG heart
and brain pet-scan in the infarcted Spontaneously Hypertensive Rat. MATERIALS
AND METHODS: experimental study using SHR rats divided in 3 groups: Sham
operated (n=14) (Sham), infarcted (n=19) (I) and infarcted treated with pyridostigmine
(I+PY) right after infarction and for 7 days (n=19). Along the experiment, different
analysis were performed: hemodynamic variables such as SBP, DBP, MAP and HR
and autonomic parameters such as HRV in the time-domain (RMSSD and SDNN) and
frequency-domain (LF%, HF%, LF(nu), HF(nu) LF/HF ratio were performed;
Echocardiographic evaluation and arterial catheterization for cardiac morphometric
and functional variables including LV area and volume, LV mass, LV systolic and
diastolic functions. Besides, heart and brain 18F-FDG pet-scan images in order to
measure glucose uptake (Standardized Uptake Value, SUV) metabolism. And
myocardial LV tissue extraction for mRNA cytokines gene expression quantification.
STATISTICS: All statistical analysis were performed with GraphPad Prism®. All data
were represented as means * the standard error of the mean (SEM), the one-way
analysis of variance ANOVA was performed for differences among the groups. The
normality of the data was tested with the Kolmogorov-Smirnov (KS) test. P values less
than 0,05 were considered significant. Bonferroni test was used in the post-hoc
analysis. RESULTS: A significant decrease was found in systolic, diastolic and mean
arterial pressures in both infarcted groups (I and 1+PY) as compared to Sham (I vs
Sham, p=0,001);(I+PY vs Sham, p=0,001) showing the hypotensive effect of infarction
not corrected by pyridostigmine. HR values between-groups were not altered. HRV in
the time domain showed an increase in RMSSD in group I+PY vs | and I+PY vs Sham
(RMSSD: I+PY vs Sham p=0,008 and I+PY vs | p=0,005; HRV showed a notable
enhancement presenting higher values in group I+PY than in the Sham group,
indicating a powerful effect of the drug. HRV in the frequency domain showed an
increase in LF% (sympathetic) and a decrease in HF% (parasympathetic) in group | vs
Sham, representing the sympathetic predominance over parasympathetic activity in
infarction. LF(nu) value remained augmented while HF(nu) increased in group I+PY vs
| (p=0,003 and p=0,001, respectively) and in group I+PY vs Sham (p=0,002 and
p=0,001, respectively) improving vagal activity in the treated rat. LF/HF
sympathovagal balance showed a statistically significant difference between groups |
vs Sham but this difference was not perceived in the treated group against | and Sham
groups. Both SPVAR and SP exhibited decreased values in group | vs Sham and in
group I+PY vs Sham. This indicates that the dropping effect in SPVAR caused by the
infarction did not attenuate with pyridostigmine use. The alpha-index value was



augmented in the treated group vs Sham group (I+PY vs Sham p=0,026) and in the
treated group vs infarcted group (I+PY vs | p=0,007), augmenting the baroreceptor
sensibility. The cardiac effects of myocardial infarction were evaluated using
echocardiography. Morpho-functional implications were observed on the following
measures: diameters, volumes and areas of the LV were increased (systolic and
diastolic); | vs Sham: LVS diam: p=0,001; LVD diam: p=0,004; LVS vol: p=0,001; LVD
vol: p=0,003; LVS area: p=0,001; LVD area: p=0,021. When compared to the infarcted
rats (1), the treated ones (1+PY) presented a decrease in diameter, volume and area
values of the LV (systolic and diastolic); I+PY vs I: LVS diam: p=0,013; LVD diam:
p=0,001; LVS vol: p=0,01; LVD vol: p=0,001; LVS area: p=0,018; LVD area: p=0,003;
such values may indicate the benefits of pyridostigmine upon ventricular remodeling.
Concerning the systolic volume (SV) pyridostigmine showed no significant
compensating effect, for [+PY vs Sham (p=0,006) and I1+PY vs IAM (p=0,048). The
CO followed the decrease in the SV in the infarcted rats (I vs Sham p=0,012) and no
compensation was noted with treatment. The infarcted groups showed a reduced LV
ejection fraction (LVEF) (I vs Sham p=0,002; I+PY vs Sham p=0,03). On the other
hand, the altered LV FAC in the infarcted group (I vs Sham p=0,001) exhibited
attenuation in the treated group (I+PY vs | p=0,04) ameliorating the systolic function.
The | group (I vs Sham) showed an increased E/A ratio while the treated rats had a
decreased E/A ratio when compared to the infarction group (I+PY vs | p=0,017),
indicating a positive effect of pyridostigmine in the diastolic function. No intergroup
significant results were found in the uptake values of myocardial 18F-FDG PET-scan.
Intergroup results were depicted in the brain 18F-FDG PET-scan, all differences
between the infarcted groups against the Sham group (I vs Sham and I+PY vs Sham).
Brain pet-scan values were different between the infarcted groups (I and I+PY vs
Sham) in limbic system regions or limbic associated regions. The differences were
observed in 13 of the 17 SUVs represented. 9 of the 13 SUVs are in the infarcted
group: global, left and right nucleus accumbens, left and right hypothalamus, medulla,
left amygdala, left entorhinal cortex and left olfactory ; 5 of the 13 SUVs are in the
infarct treated group: global, left accumbens, left and right hypothalamus and medulla.
II-6, 1-10, IL-17A and TNF-a values were elevated in the infarcted treated group only
(I+PY vs | and I+PY vs Sham) indicating a dual (?) effect of cardiac injury and/or
pyridostigmine on the gene expression. IL-1B and IL-13 showed no differences. MCP-
1, a migration and infiltration monocyte/macrophage regulatory chemokine showed no
differences as well. CONCLUSION: pyridostigmine showed a modulatory effect on
hemodynamic, autonomic and echocardiographic parameters, no effect on glucose
myocardial glucose uptake, but an effect on glucose brain metabolism. An
asymmetrical uptake in left amygdala, left entorhinal cortex and left olfactory was
noted in the infarcted group as compared to the treated group. Some brain regions (4)
in non-treated infarcted rats showing less glucose uptake did not show the same in
rats using pyridostigmine. Finally, a significant enhancement of the left myocardial
ventricle gene expression cytokines was observed in rats treated with pyridostigmine.

Keywords: Acute Myocardial Infarction, SHR, Pyridostigmine, 18F-FDG, Cytokine
Gene Expression.
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Epigrafe

“Mas a guerra pela qual ansiavam era como
uma montanha ao final da pradaria: perfeitamente visivel, mas tdo distante como uma
miragem. Ent&o eles se contentavam em abrir campos, pastorear animais e derrubar
arvores”.

Em: O Problema dos Trés Corpos, de Cixin Liu
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1. INTRODUCAO
1.1 DISRUPCAO HOMEOSTATICA: O INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

(IAM)

No cenario das doencas cardiovasculares, o IAM ocupa um lugar de elevado
destaque pelos numeros: dados da American Heart Association de 2019 revelam uma
incidéncia anual estimada de 605 mil novos casos e 200 mil casos de recorréncia,
além de um alto indice de mortalidade dentro de 5 anos depois de um primeiro infarto
em individuos com idade = a 45 anos: 36% para homens e 47% para mulheres com
idade (1). Uma estratégia comum na prevencdo de doencas cardiacas é a

manutencdo de uma pressao arterial saudavel (1).

ALTERACOES LOCAIS E SITEMICAS PROVOCADAS PELO IAM

Tao importantes quanto os dados epidemiolégicos, sdo as alteracGes
provocadas pelo IAM: alteracBes do tipo local (miocéardio infartado e inflamado) e
respostas sistémicas (6rgaos afetados pelo infarto) (2), de carater diversificado. Estas
alteracbes geram inflamacdo (3,4,5,6,7), problemas hemodinamicos (8,9),
desregulacdo neuro-humoral (10,11,12,13) e desequilibrio no balanco autonémico
(14,15,16,17,18,19).

A condicdo de miocardio infartado compromete a interacdo reciproca dos
sistemas regulatorios hemodinamicos, neuro-humorais, autonémicos e inflamatdrios,

levando a um desequilibrio homeostatico (de homeostase) e alostatico (de alostase).
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Resposta cardiaca inflamatoria pés-1IAM

Para que ocorra um reparo inflamatério 6timo apds o 1AM, faz-se necessario
um recrutamento celular que remova restos celulares e a0 mesmo tempo cicatrize a
lesdo infartada, restabelecendo a funcéo cardiaca (20). No cenario inflamatério, no

entanto, a atividade leucocitaria apés o IAM é protetora e danosa (21).

O processo biolégico subjacente a resposta inflamatéria do miocéardio infartado
consiste em sinalizacdes moleculares e celulares que atraem neutréfilos e mondécitos
gue expressam receptores de quimiocinas CCR2 (CC chemokine receptor 2) ao local
lesionado. Depois (poucos dias) o recrutamento muda para um recrutamento
monocitario ndo inflamatério mediado por outra quimiocina, a CX3CL-1 (22). Como
resultado, temos inicialmente uma subpopulacdo de mondcitos que expressam
mediadores proinflamatérios (M1) e subsequentemente uma subpopulacdo de
monaocitos e de macrofagos M2 promovendo neoangiogénese e sintese da matriz

extracelular (23).

Atualmente, considera-se que a resposta monocitaria pré-inflamatoria esta
associada a lesdo miocardica, e que o aumento no numero de mondcitos no sangue
periférico esta ligado ao desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca depois do IAM e a
um comprometimento do processo de remodelacdo miocéardica (24,25,26). Portanto,
0 processo de cicatrizacdo que se desenvolve depois da lesdo miocardica depende
dos tipos de células envolvidas e segue uma dindmica temporal (27,28,29):
imediatamente depois da lesdo, ha um aumento de neutrofilos atingindo um pico
maximo em 3 dias, enquanto os macrofagos séo os tipos celulares em maior nimero
na area lesionada com aumento progressivo na primeira semana. Os macrofagos sao

tipos celulares heterogéneos que respondem de maneira diferente a lesdo — aqueles
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gue atuam logo no inicio (M1, predominando com 1 a 3 dias de infarto), mostram niveis
altos na expressdo de mediadores proinflamatérios; os tardios (M2, predominando
depois de 5 dias de infarto), expressam niveis altos de IL-10, uma interleucina anti-
inflamatoria. Células T CD8(+), Células B, ydT, natural killer, NKT e Células
dendriticas mieloides atingem um pico no sétimo dia de infarto. Com mais de 1
semana de resposta inflamatéria, niveis altos de citocinas como a IL-1 (30,31,32),
TNF-a e IL-6 associam-se ao desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (33,34). E um
padrao témporo-celular de remodelamento estrutural e funcional miocardico que pode
ser dividido em 3 grandes fases: a)fase inflamatéria, de 1 a 3 dias; b)fase de
granulacéo , de 1 a 7 dias; e c) fase de cicatrizacdo, em semanas (35,36). Um outro
aspecto — e fundamental, no processo inflamatério agudo e crénico, é o papel das
citocinas, moléculas-chave que atuam em redes de interacdes. As citocinas podem
ser classificadas e agrupadas em familias, tendo por base a natureza da resposta
imune: imunidade adaptativa (por exemplo, receptores compartilhados), sinalizacao
pré-inflamatéria (por exemplo, IL-1, IL-6, IL-17, TNF-a) e sinalizac&o anti-inflamatéria
(por exemplo, IL-12, IL-10). As acdes das citocinas sao definidas pela sua fungao
primaria e pelos seus alvos celulares (37). Uma variedade de citocinas tem implicacéo
na cicatrizacao e no remodelamento cardiaco no infarto (38), com diferentes citocinas
sendo avaliadas a depender dos estudos. No nosso caso, destacamos o TNF-q, IL-
1B, IL-6, IL-10, IL-13 e IL-17A. Em trabalhos anteriores do nosso grupo, com ratos
Wistar normotensos infartados e tratados com piridostigmina, foi observada uma
reducdo significativa nas citocinas pro inflamatorias (IL-1B, IL-6 e TNF-a) e anti-
inflamatoria (IL-10) no tecido miocardico (VE) no sétimo dia apos IM, reducéo esta

associada a uma melhora da fungéo ventricular esquerda (27).
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A resposta inflamatoria pos-IAM ndo se restringe apenas ao coracdo mas,
como indicam estudos contemporaneos, € um processo sistémico (39). E o que foi
evidenciado, por exemplo, em estudos de imagem clinica multimodal, como o fato de
gue o aumento da utilizacdo de glicose no territorio infartado ter sido proporcional a
atividade em areas remotas como baco e medula Ossea, que se mostraram
consistentes com uma ativacdo imune sistémica pés-1AM (40). Isto levanta o interesse
em avaliar redes inflamatorias sistémicas dindmicas na isquemia cardiaca, o que
poderia fornecer informacdes acerca da resposta global a lesdo por outros 6rgaos

(41).

Outros trabalhos mostram a ocorréncia de respostas neuronais associadas a
uma ativacdo da microglia e a um aumento na sinalizacdo neuroinflamatéria,
promovendo trafego de mondcitos no cérebro sob estresse (42). A microglia, parte
gue integra os componentes do sistema nervoso central, sdo células imunoldgicas
inatas residentes no cérebro e participam em processos homeostaticos como, por
exemplo, remocdo de neurbnios apoptoticos, decaimento de sinapses, fagocitose
proteica e regulacdo nas quantidades de neurotransmissores (42,43). A ativacao da
microglia tem papel na vigilancia imunolégica similar a dos macréfagos periféricos
(44), gerando producdo de prostaglandinas, citocinas e quimiocinas (42). Esta
comunicacdo imunocerebral assenta-se na nocdo da unidade neurovascular (e o
acoplamento neurovascular), comentada mais adiante. Nesse sentido, a unidade
neurovascular € promotora das interagbes microdindmicas entre a vasculatora
sistémica e as células parenquimatosas locais como neurdnios e microglia, permitindo
o trafego de mondécitos e macrofagos que influenciam o comportamento (42,45). Esse

papel do eixo imunocerebral foi descoberto através de estudos experimentais que

impediam o trafego monocitario até o cérebro(46,47).
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De grande importancia para o nosso trabalho, é a presenca de citocinas
proinflamatérias no cérebro depois do IAM, ainda mais porque tais achados
mostraram-se independentes das citocinas plasmaticas. Isto sugere que aferéncias
cardiacas simpaticas ativadas pelo infarto sinalizariam para o SNC, tendo como
resposta um aumento de citocinas pelo cérebro; além disso, ha o achado da
necessidade da integridade do nervo vago para que essa producdo de citocinas
proinflamatdrias aumente, o que leva a conclusédo de que tanto a inervacao cardiaca
simpatica quanto a inervacdo cardiaca parassimpatica estdo envolvidas na resposta
inflamatoria ao IAM. O infarto causa ndo s6 um aumento significativo de TNF-a e de
IL-18 no coragao e no plasma, mas também um aumento significativo de TNF-a e de

IL-18 no hipotalamo (48).

Alteracdes do fluxo sanguineo cerebral pés- IAM

O cérebro adulto humano pesa cerca de 1500g (2% do peso do corpo) e
necessita de um aporte constante, ininterrupto, de cerca de 1509 de glicose e 72 litros
de oxigénio a cada 24 horas. Isto equivale a 20% do total de consumo de oxigénio de
todo o corpo. Pelo fato de o cérebro ndo estocar essas substancias, qualquer reducéo
a niveis criticos de glicose e/ou oxigénio provoca disfuncao central, tornando o SNC
dependente da circulacdo sistémica. Cada contragcdo cardiaca fornece cerca de 70
ml de sangue a aorta ascendente, dos quais 10 a 15 ml chegam ao cérebro. Por
minuto, cerca de 350 ml de sangue fluem através das artérias caroétidas internas e
cerca de 100 a 200 ml fluem pelo sistema vertebrobasilar, o que permite um fluxo
sanguineo cerebral de 50 mL/min por 100 g. Abaixo desse valor, comecam disfuncdes

cerebrais de natureza vascular. O que garante uma pressao de perfusdo cerebral e
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fluxo sanguineo constantes para o cérebro, diante da variabilidade da presséo arterial
sistémica, € um processo fisiolégico denominando autorregulacao cerebral. Isto deve-
se ao fato de que as arteriolas cerebrais possuem uma camada muscular bem
desenvolvida, capazes de responder com vasoconstricdo a aumentos na pressao
arterial sistémica e vasodilatacdo na hipotensdo. Além disso, as arteriolas cerebrais
sao bastante sensiveis a mudancas nas concentracdes arteriais periféricas de PaCO2
e Pa0O2. Em condicbes normais, a autorregulacdo cerebral permite um fluxo
sanguineo cerebral constante, numa faixa de variacao da pressao arterial média entre
60 a 140 mmHg (49). Ainda em condicBes normais, como 0 suprimento sanguineo
nao permanece constante em todas as regides cerebrais (diferentes regides cerebrais
estdo envolvidas temporal e espacialmente em diferentes tarefas), torna-se critico que
um aumento no fluxo sanguineo cerebral ocorra de forma restrita em &areas ativadas
para diferentes “tarefas”, garantindo o aporte de oxigénio e nutrientes justamente
nessas areas que foram ativadas. Esse ajuste regional fino no fluxo sanguineo
cerebral é definido como acoplamento neurovascular (ANV), e representa uma funcéo
cerebral fundamental (50). Essa unidade neurovascular tem como componentes
neurdnios, astrocitos e vasos sanguineos (células endoteliais, células musculares
lisas e pericitos) (51,52), e € uma entidade dindmica que gerencia os mecanismos de
acoplamento neurovascular (ANV) na liberacdo de neurotransmissores,
neuromoduladores e mediadores vasoativos (50).

Em condicbes anormais (em humanos), como no choque cardiogénico
resultante de insuficiéncia cardiaca (IC), ha hipoperfuséo tecidual sistémica (53).
Condicdes que gerem hipotensdo e consequente diminuicdo na perfusdo tecidual
como o choque cardiogénico (CC), podem alterar a pressédo de perfusdo cerebral.

Nesse caso (CC), o coracdo nao consegue manter um fluxo sanguineo adequado as



22

necessidades teciduais, causando disfunc¢des organicas (54). O IAM é a causa mais
comum de IC e tem uma incidéncia de 5 a 8% (55), e esta associada a uma area de
infarto maior que 40% no ventriculo (56).

Em camundongos submetidos a inducdo cirdrgica de infarto agudo do
miocardio, o fluxo sanguineo cerebral mostrou-se significativamente diminuido logo
apos (no primeiro dia) e até 30 dias apoés o infarto (36). A razéo para isso € que o fluxo
sanguineo cerebral (FSC), além de sua propriedade autorregulatéria, também é
dependente do débito cardiaco, recebendo um aporte continuo do mesmo. O baixo
débito, associado a disfuncédo cardiaca do coracdo infartado, resulta num FSC
reduzido, independentemente de outros parametros que o regulam (como pressao
arterial e CO2) (57). E importante observar que esse estado de diminuigdo da perfusdo
deve-se a uma queda do DC e a um comprometimento da autorregulacdo (58) na
insuficiéncia cardiaca, tanto aguda quanto cronica, e esta associado inversamente a
pressao diastélica final do ventriculo esquerdo (59). Em outras palavras, a
insuficiéncia cardiaca € indutora de disfuncéo cerebral (60).

Apesar de estar estabelecido que FSC e metabolismo energético cerebral
regional estdo associados a funcao cerebral (61,62), medidas do FSC séo limitadas,
porque a ligacdo exata entre as alteragbes observadas e seus processos
neurofisiolégicos subjacentes é desconhecida. Por exemplo, afirmar categoricamente
gue determinada estrutura cerebral desempenha determinada tarefa baseando-se
apenas no aumento de fluxo. Ha fortes evidéncias, no entanto, de que o FSC reflete
necessidades metabdlicas especificas de diferentes sistemas de neurotransmissores,
particularmente no estudo com farmacos em condigdes especificas (63).

Nesse sentido, métodos que quantifiqguem a atividade metabolica cerebral

podem ser utilizados para inferir a perfusédo de determinadas regides cerebrais. De
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forma complementar, o IAM poderia alterar a atividade de regibes cerebrais

associadas ao comportamento e a um estado inflamatorio sistémico.

Disfuncéo ventricular p6s-IAM e desequilibrio autondmico

A disfuncédo ventricular resultante da necrose miocardica leva a mecanismos
compensatorios como a exacerbacdo simpatica e a ativacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona, que visam inicialmente restaurar a homeostase
cardiovascular (64,65,66). Quando o musculo cardiaco é infartado, tanto aferéncias
simpaticas quanto parassimpaticas sdo estimuladas. Estas aferéncias,
mecanorreceptores, aumentam suas descargas e o brago simpatico da aferéncia, com
0 aumento da excitacdo, causa inibicdo tonica e reflexa da atividade vagal eferente
(16,67,68,69). Acrescido a isso, a reducdo da funcdo do ventriculo esquerdo e do
débito cardiaco sdo estimulos mantenedores do predominio do simpético sobre o
parassimpatico, no sentido de manutencado do output cardiaco. No entanto, em longo
prazo, a atividade simpatica sustentada colabora para o0 aumento da atividade do
sistema renina angiotensina aldosterona e a uma ma adaptacéo cardiovascular (70),
caracterizada clinicamente pelo desenvolvimento de quadro de insuficiéncia cardiaca
(IC) (64). Na verdade, a IC é um marco distintivo nas complica¢des do IAM, podendo
ocorrer em até 2/3 dos casos de IAM que acometem grandes extensfes do VE (71).
Esta insuficiéncia cardiaca pode ser considerada resultado de uma perda de musculo
cardiaco, associada a disfuncédo autonémica reflexa inicialmente compensatoria e a
hiperatividade simpatica (72,73,74), causando uma disfuncdo do barorreflexo, um

aumento da vasoconstricdo periférica e uma alteracdo do balanco autonémico
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cardiaco (75). Ao mesmo tempo, ha indicacdes de que o0 mecanismo autonémico

contra regulatério, o eixo parassimpatico, esta diminuido (69,76).

1.2 RATOS SHR - CARACTERISTICAS FISIOPATOLOGICAS

Ratos SHR (do inglés Spontaneously Hypertensive Rats) sdo ratos usados em
modelos experimentais para medicina e biologia. E um dos modelos de animais com
hipertensédo de origem genética, denominada Hipertensdo Neurogénica. Sua origem
remonta ao ano de 1963, em Kyoto, no Japao (77). A linhagem desses ratos foi
estabelecida a partir de cruzamentos entre ratos Wistar de uma mesma ninhada que
apresentasses 0s maiores valores de presséo; que depois de 20 gerac¢des, 0s ratos
passaram a ter hipertensdo espontanea na idade adulta. Ratos SHR s&o usados em
testes de drogas hipertensivas, hipertensdo, doencas cardiovasculares e
esquizofrenia. A hipertensdo nos SHRs € caracterizada por: a) aumento da resisténcia
periférica total e débito cardiaco normal ou diminuido, ao que se segue uma hipertrofia
cardiaca progressiva e finalmente insuficiéncia cardiaca congestiva; b) aumentos
precoces da frequéncia cardiaca; c) fatores neurais como hiperatividade simpética
(78).

Quanto a aspectos metabdlicos, foi observado haver um aumento no
metabolismo no ventriculo esquerdo de SHRs quando comparados a ratos WKY
(Wistar Kyoto Rats), em estudos que avaliaram o metabolismo da glicose com PET
de miocardio (*¥F-FDG) (79). Essa observacdo gerou a hipétese de que ocorrem
alteracdes metabdlicas associadas ao grau de hipertrofia ventricular esquerda (80).
De fato, ratos SHR expressam um aumento na liberacdo de ATP (Trifosfato de

adenosina) como cotransmissor simpatico (relativamente a liberacdo de
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noradrenalina). O aumento de ATP estd associado a inibicdo do reflexo
cardiopulmonar (CCR) sobre a atividade do nervo simpatico renal, adrenal e lombar.
Sugere-se que o0 ATP atua nesse reflexo a nivel central, no Nucleo do Trato Solitario,
via facilitacdo da liberacdo do neurotransmissor GABA nesse nucleo. (Figura 1)
(81,82). Ainda, o ATP liberado em co-transmissdo com noradrenalina nas terminagcdes
nervosas periféricas age nos receptores P2X1, causando vasoconstricdo da
musculatura lisa (82,83,84,85) potencializando a vasoconstricdo e aumento da

resisténcia vascular periférica.

Figura 1. Inibicdo central do Reflexo Cardiopulmonar. A figura mostra as aferéncias e
eferéncias vagais envolvidas no reflexo cardiopulmonar, mediado por aumento da atividade do
ATP sobre receptores P2X2/3 no miocardio; a via aferente é a via inibitéria (em vermelho) agindo
sobre 0 Nucleo do Trato Solitario no cérebro (bulbo). Figura adaptada das referéncias (81,82).

Outro aspecto importante da condi¢cdo basal dos ratos SHR, foi a demonstragéo

de que o fluxo sanguineo cerebral € diminuido no cértex e no talamo de SHRs
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comparado a ratos normotensos, por meio da técnica do clearance de hidrogénio (86).
Ainda, a utilizacéo de glicose no cérebro de SHRs apresentou-se reduzida em 14 de
28 areas cerebrais estudadas, quando comparadas a areas de ratos WKY (87).

E digno de nota afirmar que esses animais (SHR) possuem um grau elevado
de carga alostatica. Carga alostatica € o “custo” cumulativo dispendido pelo organismo
para manter a alostase. O conceito de alostase refere-se aos processos reguladores
mantenedores de uma estabilidade quando o individuo é exposto a uma mudanca
ambiental e emprega comportamentos e respostas fisiolégicas que promovem
adaptacdo e aumentam as chances de sobrevivéncia, pelo menos em curto prazo
(88). Mediadores alostaticos podem ser, por exemplo, os hormoénios do eixo
hipotalamo-pituitario-adrenal, o sistema nervoso autbnomo e as citocinas pro e anti-
inflamatorias(89,90). Nesse caso, o efeito adaptativo do coracdo diante da hipertensao
promove o desempenho sistélico, ao mesmo tempo influenciando a funcéo diastolica;
de maneira que ajustes secundarios fazem-se necessarios para incrementar o

enchimento ventricular e/ou inotropismo (91).

1.3 NEUROIMUNOMODULAGCAO (VIA COLINERGICA ANTI-INFLAMATORIA)

Além do papel do Sistema Nervoso Autdbnomo (SNA) no controle reflexo
cardiovascular, foi descoberto recentemente, em modelos experimentais de doencas
sépticas e assepticas, 0 importante efeito modulador do SNA sobre a resposta
inflamatoria.

Particularmente, foi descrito um circuito neural (92), denominado de reflexo
anti-inflamatorio colinérgico (93). Trabalhos conduzidos pelo grupo de Tracey KJ. e

cols. propuseram o conceito de que o Sistema Nervoso Parassimpatico reduz a
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resposta inflamatdéria através das células efetoras relacionadas a imunidade inata e
adquirida. O reflexo inflamatorio envolve o nervo vago que, detectando o processo
inflamatorio periférico, transmite essa informacéao da periferia para o tronco encefalico
(braco aferente) e areas no SNC que integram essa informacado; como resposta, ha
geracdo de potenciais de acdo que trafegam por fibras vagais eferentes (braco
eferente) até o baco e demais estruturas do sistema imune (linfonodos, figado, medula
Ossea) (94). A estimulacdo do nervo vago eferente colinérgico ativa neurénios
adrenérgicos no ganglio celiaco, que inervam o baco e liberam noradrenalina que
atuam em receptores B2 presentes na superficie de linfocitos T ChAT* secretores de
acetilcolina, que interage com a subunidade a-7 do receptor de ACh nicotinico (a-7
NAChR) que é expressa em macrofagos, levando a uma reducao significativa na
producdo de citocinas pro-inflamatérias (95) e aumentando a resposta anti-
inflamatoria em diferentes modelos experimentais(94,96,97,98,99). Esse controle
reflexo da imunidade, chamado de “via anti-inflamatdria colinérgica”, tem sido motivo
de grande investigacdo como uma estratégia terapéutica, id est, neuromodulacao nas
doencas inflamatérias e autoimunes (100,101). Deve ser lembrado que o reflexo

colinérgico anti-inflamatério é a via eferente do Reflexo Inflamatério (Figura 2).
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Figura 2. Componentes do reflexo inflamatorio mediado pelo vago na inflamagéo e
imunidade. Na figura, estdo representados os diversos componentes do reflexo
inflamatorio, mostrando as redes de conexao entre os mesmos. Por exemplo: a presenca de
citocinas inflamatorias ou presenca de padrdes moleculares associados a patégenos
provoca uma sinalizagdo que é conduzida pelo brago aferente do nervo vago até o Nucleo
do Trato Solitario no bulbo, e dai para o Nucleo Motor Dorsal do Vago. Por meio do seu
braco eferente, o nervo vago, fazendo sinapse no ganglio celiaco e via nervo esplénico,
estimula receptores adrenérgicos de linfécitos do tipo T-ChAT no bago para liberagédo de
acetilcolina. A Ach liberada, por sua vez liga-se a receptores do tipo a7nAChR presente em
macrofagos, modulando a produgéo de citocinas proinflamatdrias. mAChR, receptor
muscarinico de acetilcolina; M1 mAChR, receptor muscarinico de acetilcolina tipo M1; AchE
inhibitors, inibidires da acetilcolinesterase; NTS, Nucleo do Trato Solitario; DMN, Nucleo
Motor Dorsal do Vago; Efferent vagus, braco eferente do nervo vago; PAMPs, Padrdes
Moleculares Associados a Patégenos; TLR4, Toll-Like Receptor 4; Nodose ganglion,
Ganglio nodoso; Celiac plexus, Plexo celiaco; Splenic nerve, Nervo esplénico; Afferent
vagus, brago aferente do nervo vago; NE, noradrenalina; B2AR, receptor adrenégico tipo B2
T-ChAT cells, Linfocitos T-ChAT; Ach, acetilcolina; a7nAChR, receptor nicotinico de
acetilcolina subunidade a7; Macrophages, macréfagos; Tissue injury, lesdo tecidual,
Proinflammatory cytokines, citocinas proinflamatdérias; Vagal paraganglia, Paraganglios
vagais; IL-1R. receptor para interleucina 1; Sciatic nerve, nervo ciatico; Inflammation/Sepsis
mortality, Inflamacg&o/Mortalidade por sepse; Dopamine, dopamina; Adrenal gland, glandula
adrenal; Hegu, Ponto 1G4 — Hegu ou Vale Convergente, ha acupuntura. Figura adaptada da
referéncia (101).
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Diferentes estudos tém sido realizados, aumentando o conhecimento quanto
aos elementos que comp&em o circuito do reflexo inflamatério: os mediadores que
iniciam a resposta reflexa sao citocinas (ex.: TNF-alfa, IL-6) que passam a barreira
hematoencefélica, ou estimulam as vias aferentes (vagais), que levam as informacgdes
da periferia para o SNC; nucleos/areas especificas do SNC participam da integracéo
central dessas informacdes (Figura 3); como reposta dessa integracao, ha alteracéo
da atividade do sistema nervoso simpatico e parassimpético e do eixo hipotalamo-
hipofisario, tendo como alvo estruturas do sistema imunoldgico (ex. baco, linfonodos,
figado), resultando em alteracdes na producéo de citocinas e modulacéo da resposta

inflamatéria (aumentando ou reduzindo).
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Figura 3. O homdunculo imunoldgico. As diferentes areas coloridas representam a
organizacao somatotopica do reflexo anti-inflamatério no SNC. Figura adaptada da referéncia
(102).
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Outro mecanismo de ativacdo desse reflexo pode ocorrer a nivel periférico. No
sentido classico, fazendo parte do sistema nervoso somatico e ainda hoje muito
estudada, a inflamac&o neurogénica refere-se ao conceito de que nervos sensitivos,
por meio de fibras nervosas tipos C e Ad participam na inflamagao e tem uma via
particular de ativacdo, que tem inicio nas terminagdes nervosas sensitivas, chegam
ao ganglio da raiz dorsal (sensitiva), trafegam via neurbnios aferentes até as
terminacdes nervosas e finalmente liberam certas classes de peptideos tais como
Substancia P, CGRP (calcitonin gene-related peptide) e Somatostatina (103). Essa
ativacao local é chamada reflexo axonal, que pode ser ativado por estimulos exégenos
e enddgenos, como estimulos térmicos, mecanicos e quimicos envolvidos na dor, ao
mesmo tempo atuando sobre a regulacdo cardiovascular e inflamacédo (104),
recrutando e ativando células da imunidade inata (mastocitos, células dendriticas) e
adaptativa (linfocitos T) (105).

Apesar de jA& mostrarem uma interacdo entre 0s sistemas nervoso e
imunolégico, os estudos sobre o reflexo axonal tiveram foco, historicamente, na dor
enquanto sintoma mais do que na dor como parte integral no processo inflamatério.
Atualmente, uma pletora de estudos confirma uma interacdo estrita entre os dois
sistemas, tendo em vista uma intensa rede de inervacdo de fibras sensitivas e
autondmicas nos tecidos periféricos e a rapida resposta da transducdo neural, que
favorece a modulacdo neural imunolégica local e sistémica, respectivamente (Figura
4) (105). Temos, portanto, dois sistemas neurais periféricos que regulam a inflamagéo
e a imunidade. O reflexo axonal, ativado por nociceptores e de acdo mais restrita ao
local, proinflamatorio; e uma resposta auton6mica de carater sistémico,
imunossupressora, como veremos adiante, na qual fibras aferentes vagais

colinérgicas viscerais sinalizam e promovem ativagéo neuronal no SNC (105, 106).
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Figura4. Vias dereconhecimento de diferentes classes de estimulos nocivos (incluindo
dor e mediadores inflamatérios) causando ativacdo de vias aferentes do sistema
nervoso periférico. Por exemplo, um estimulo térmico danoso é recebido por aferéncias
sensitivas nervosas que transmitem a informagdo soméatica para os ganglios das raizes
nervosas (ndo representados na figura) e ganham a via sensitiva apropriada na medula
espinhal, conduzindo-a assim da periferia até o SNC. IL1B3: Interleucina 1 beta; TNFa: Fator
de necrose tumoral alfa; TRPAL: Receptor de potencial transitério anquirina tipo 1; TRPV1:
Receptor de potencial transitério vaniléide tipo 1; P2X: Receptor purinérgico X; DAMPs:
Padr6es Moleculares Associados a Danos; TLRs: Receptores Toll-likes. Figura adaptada da
referéncia (105).

Como parte da resposta inflamatéria sistémica, ocorre uma importante resposta
comportamental, por atuacdo em areas do hipotalamo (Figura 5) seguindo o que se
denomina de cascata de sinalizagdo imunocerebral, Essa sinalizacdo é indutora do
comportamento alterado na doenca: inapeténcia, alteracbes do humor, fadiga,

aumento de sensibilidade a dor (107).
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Figura 5. Diagrama esquemaético da cascata da sinalizagdo imunocerebral indutora do
comportamento alterado na doenca. Patégenos invadem o organismo, reconhecimento de
patdégenos pelo sistema imune, produgdo de citocinas, transporte de citocinas para o cérebro
via circulacdo sanguinea e nervosa — nervos; finalmente, uma reacao cerebral causada pela
estimulacao inflamatéria gerando febre, inapeténcia, alteragdes do humor, fadiga, aumento
de sensibilidade a dor. Figura adaptada da referéncia (107).

1.4 METABOLISMO CARDIACO E CEREBRAL - TOMOGRAFIA POR
EMISSAO DE POSITRONS (PET - POSITRON EMISSION TOMOGRAPHY)

A tomografia por emissao de pésitrons — PET (Positron Emission Tomography)
€ um método de imagem que permite visualizar (e quantificar) certos processos
fisiologicos in vivo. Tem por base a propriedade de isétopos emitirem pésitrons que
se incorporam a moléculas que fazem parte de processos fisiolégicos. Carbono-11,
Fluor-18 sdo exemplos de tracadores - radioisotopos que sao fonte de pdésitrons —
que sdo incorporados a moléculas envolvidas em processos fisiologicos como a

glicose, por exemplo. Ou seja, os tracadores marcados (‘rotulados”) com
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radionuclideos emissores de positrons podem ser incorporados a substancias
quimicas como glicose, agua, amdnia, refletindo processos bioldgicos especificos.

Apés administracdo, o decaimento dos pdsitrons é medido no corpo  por
detectores de alta sensibilidade pelo scanner ao redor do sujeito, e as imagens dai
resultantes, visualizadas usando-se escalas de cor, exibem as concentracbes
radioativas no tecido estudado (108). O tracador para PET mais comumente utilizado
€ 0 18F-2-fluoro-2desoxiglucose, conhecido como FDG, e sua captacéo reflete o
consumo local de glicose. O FDG é um analogo de substrato, no caso a glicose, que
fica retido metabolicamente no tecido alvo, fornecendo amplificacao do sinal e melhora
na qualidade da imagem. A captacao e retencdo de FDG traduz a atividade de varios
transportadores de glicose (GLUT, de glucose transporter) e da fosforilacdo mediada
por hexoquinases de forma similar a glicose ndo marcada. O PET 18F-FDG avalia,
portanto, processos metabdlicos dependentes de glicose (11).

Tanto em pesquisa basica quanto na clinica o uso de PET tem aumentado
consideravelmente nos ultimos anos, e de maneira continua, desde 1977 (108),
sendo hoje cada vez mais comum em oncologia, neurologia, psiquiatria, cardiologia e
pesquisa.

Nas areas de neurologia e psiquiatria, as aplicacées do PET, alimentadas pelo
desenvolvimento de novos tragcadores, tém sido focadas na mensuracdo da funcéo
cerebral geral, no estudo da integridade da barreira hematoencefélica, na
neuroinflamacéo, atividade enzimética, liberagdo e sintese de neurotransmissores,
metabolismo, ou seja, em processos subjacentes servindo de estudo em doencas
como Alzheimer, Parkinson, tumores cerebrais, Doenca de Huntington, Esquizofrenia,
Sindrome depressiva, Transtornos ansiosos e outras doencas do espectro

neuropsiquiatrico. Também, no desenvolvimento de drogas que atuem no sistema
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nervoso ou na funcdo mental (mecanismos de acdo de drogas, ocupacdo de
receptores e metabolismo da droga, por exemplo) (108).

Na cardiologia, também beneficiada pelo desenvolvimento de novos
tracadores, o PET tem sido aplicado em areas como metabolismo cardiaco (Figura 6),
imagem de neuro receptores cardiacos (alteracbes geradas por disfuncdo cardiaca
de origem pré-sinaptica e pos-sinaptica, e.g. Insuficiéncia Cardiaca, angiogénese,
remodelacdo miocéardica poés-infarto, viabilidade miocardica no 1AM, aterosclerose)
(11). O uso do PET clinico no IAM esta bem estabelecido, como apontam estudos
recentes na avaliacdo da atividade celular imunolégica/processo inflamatoério que o

acompanha (22,39,41,109,110,111).

> 00008
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Figura 6. Captacéo do analogo da glicose ®F-FDG no PET-scan. Mapa polar do ventriculo
esquerdo de um camundongo normal (acima) e em um camundongo com infarto agudo do
miocardio (abaixo). [Software MunichHeart] (112).

Recentemente, comecaram a surgir na literatura trabalhos de carater

translacional, trabalhos de imagem multiparamétrica e trabalhos de multimodalidade
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de imagem, como nos exemplos a seguir. De carater translacional: a incorporacao de
exames de imagem e avaliacdo cognitiva nas terapias de modulacdo da resposta
inflamatoria ao infarto do miocardio (39). De imagem multiparamétrica, isto €, que
testam simultaneamente multiplos biomarcadores: caso do uso de PET/RNM e
imagem optica multicanal nas doencas cardiovasculares (113). De multimodalidade
de imagem: com o uso de PET cardiaco e RNM cardiaca na caracterizacdo do
miocardio agudamente infartado e inflamado (40).

A vantagem dos exames de imagem é a de que podem ser usadas para
registrar/medir o que estd acontecendo em diversos sistemas e mecanismos ao
mesmo tempo, como por exemplo, a resposta de um determinado 6rgdo ou tecido a
um insulto deflagrado em outro 6rgéao (IAM — respostas autondmicas — cérebro).

A Figura 7 mostra um exemplo de um circuito — dentre outros possiveis - ha
doenca cardiovascular, onde vemos 4 sistemas em interface uns com ou outros. E
um exemplo de como uma doenca cardiovascular, afetando vasos que conectam
multiplos sistemas biolégicos, permite a interacdo entre os érgados por meio da
circulacdo. Abordagens como essa (usando PET) permitem visualizar/quantificar e
confirmar que a resposta inflamatdéria depois do IAM néo € apenas local mas também

sistémica (40,114), avaliando redes dindmicas inflamatorias sistémicas fornecendo,

portanto, informacgdes sobre respostas globais a partir do tecido lesionado (41).



36

Inflamacgdo cardiaca

R

=

A ¥ B
Inflamagdo . g /\
vascular : / Interagdo sistema Q\Q 1
imuno-cardiovascular 3 i)}
() - \ ‘// v
Interagdo sistema - Fo X |
hematopoiético g ®

Interagdo sistema nervoso

ERS *‘ y
Y o ’\ ¢
>¥ SR
w 5 :
By -;\ ,;,'V\ "T1 J
=

~ -

LA

1 o —
o

&
>

&/

Sistema nervoso simpatico

Figura 7. Exemplo de um circuito na doenca cardiovascular. Interacdes
imunocardiovasculares, hematopoiéticas e do sistema nervoso, formando um circuito na
doenca cardiovascular. Figura adaptada da referéncia (113).

1.5 PIRIDOSTIGMINA COMO AGENTE FARMACOLOGICO NA

NEUROIMUNOMODULACAO

A piridostigmina € um anticolinesterasico, ou seja, uma droga que inibe a
acetilcolinesterase, enzima que degrada a acetilcolina. A piridostigmina, por ser uma
amina quaternaria, tem acéo periférica e ndo atravessa a barreira hematoencefalica
BHE. Na pratica clinica, é um farmaco utilizado no tratamento da Miastenia Gravis

(115), reduzindo a hidrélise da acetilcolina.
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Dados de nosso laboratdrio, como também de outros grupos, demonstraram
que a disfuncéo do barorreflexo, a reducdo da modulagcéo parassimpatica e o aumento
da resposta simpatica identificadas apos infarto do miocéardio (IAM), podem ser
restauradas com intervencgdes fisioldgicas e farmacoldgicas que atuam na via anti-
inflamatoria colinérgica (27,28,84,116). De forma significativa, os efeitos da
estimulacdo colinérgica estdo relacionados com uma modulacdo na inflamacéo e
melhora da funcéo ventricular dos animais pés IAM. No IAM, demonstramos que a
administracdo precoce de piridostigmina, iniciando-se logo apés a ligadura da artéria
coronariana em ratos normotensos (Wistar) e mantida por 7 dias, se associou a um
significativo efeito anti-inflamatoério no tecido cardiaco, caracterizado por aumento do
recrutamento de células imunes com perfil anti-inflamatério, menor producdo de
citocinas pro-inflamatorias e menor estresse oxidativo (27,28). Nesses estudos, nédo
foi avaliado se a piridostigmina tem alguma influéncia, mesmo que de forma indireta,
sobre metabolismo energético. Ainda de acordo com dados do nosso laboratério, o
protocolo de tratamento com piridostigmina inibe aproximadamente 40% da atividade

plasmética da acetilcolinesterase (117).

1.6 JUSTIFICATIVA DO TRABALHO

Do exposto, fica claro que o IAM compromete o equilibrio do meio interno
causando alteracdes fisiopatoldgicas relacionadas a pelo menos 4 condi¢cdes
associadas: alteracdes hemodinamicas (IC), desequilibrio simpato-vagal no controle
reflexo cardiovascular, resposta inflamatoéria e perfuséao cerebral. O uso de farmacos

gue aumentam a atividade colinérgica (anticolinesterasicos) se mostrou efetivo na
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reducdo da atividade inflamatéria, na melhora de alguns parametros de funcao
ventricular na fase aguda apds IAM e no balanco autonémico cardiaco. Entretanto,
nao se investigou o quanto essas drogas interferem no metabolismo energético
miocardico e cerebral diante das mudancas hemodinamicas, autondémicas,
inflamatorias e no sistema nervoso central. Considerando-se que a piridostigmina é
uma droga de acao periférica (ndo atravessa a barreira hematoencefalica) com efeitos
terapéuticos positivos sobre o coracdo infartado, pode-se inferir que a mesma,
melhorando a funcao cardiaca localmente e/ou por meio de ativacdo da via colinérgica
anti-inflamatoria, otimize o metabolismo miocardico e cerebral.

A ideia central do trabalho é a de que a melhora da funcdo miocardica pela
piridostigmina melhore o rendimento metabdlico cardiaco e cerebral.

O presente trabalho visa quantificar alteracdes locais e sistémicas no IAM e a
interacdo coracdo-cérebro do IAM; determinar se a regulacao cardiaca e imunologica
pelo nervo vago estariam associadas antes e depois da estimulagdo colinérgica;

identificar padrdes de resposta dependentes do efeito periférico de um farmaco.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do anticolinesterasico, brometo de piridostigmina, sobre
parametros hemodinamicos, autonémicos, inflamatorios e do metabolismo da glicose
nos tecidos cardiaco e cerebral avaliado pelo 8F-FDG PET-scan, em ratos SHR

infartados.
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2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar o efeito do uso de piridostigmina por 7 dias pos-IAM em ratos SHR, sobre:

a) Aspectos morfofuncionais do coracdo por meio de ecoDopplercardiografia, e
quantificacdo de variaveis hemodinamicas por meio de registro de medida de
presséao arterial invasiva;

b) Aspectos funcionais do sistema nervoso autbnomo por meio da variabilidade
da frequéncia cardiaca (VFC) e da variabilidade da presséo arterial (VPA);

c) A expressao génica de citocinas pro e anti-inflamatoérias no tecido ventricular
esquerdo (TNF-q, IL -1B, IL-10, IL-13 e IL-17-A);

d) O metabolismo cardiaco e cerebral quantificado pela captacdo miocéardica e

cerebral de 8F-FDG PET-scan em ratos SHR infartados.
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os procedimentos foram executados de acordo com o Guidelines for the
Care and Use of Laboratory Animals [National Institutes of Health (NIH) Publication
No. 85-23, Revised 1985]. O projeto de pesquisa teve aprovacido do Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Nove de Julho (CEUA/UNINOVE), protocolo
nimero 7612011118. Também foram observados os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal

— CONCEA, de outubro de 2008.

3.1. ANIMAIS

Ratos SHR machos adultos (12 a 15 meses de idade, peso 200-300g) foram
acomodados em gaiolas plasticas coletivas (4 animais por gaiola), em ambiente com
temperatura controlada (23°C), com um ciclo de 12 horas escuro/luz e racao e agua
ad libitum. Os ratos foram submetidos a ligadura da artéria coronaria esquerda e
randomicamente distribuidos em 3 grupos: Grupo SHAM (ratos operados — cirurgia
sham), n=16; Grupo |IAM sem tratamento (controle IAM), n=19; Grupo IAM+PI ( ratos
infartados tratados com piridostigmina), n=18. Todos os animais foram monitorados
durante um tempo total de 7 dias. Ratos do Grupo IAM+Pl receberam o
anticolinesterasico Piridostigmina (DCB 07161) na dose de 40mg/kg/dia por gavagem,

1 vez ao dia, durante 7 dias.

3.2. MODELO EXPERIMENTAL DE INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

A ligacdo da artéria coronéaria descendente € o método de indugéo de infarto

(Figura 8) mais comum para pequenos animais, e vem sendo utilizado pelo menos
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desde 1954 (Johns TN, Olson BJ. Experimental myocardial infarction. I. A method of
coronary occlusion in small animals Ann Surg 1954; 140: 675-82). As linhagens mais
usadas sao Wistar e Sprague-Dawley, com animais tendo peso entre 200 e 250 g, 0
gue corresponde a um animal adulto jovem e apresentam mortalidade menor que em
animais mais velhos. E importante que os animais utilizados sejam do mesmo sexo,
pois esta variavel é um fator importante nas adaptacdes cardiacas em resposta a
diferentes estimulos (Experimental myocardium infarction in rats: analysis of the
model. Leonardo A. M. Zornoff; Sergio A. R. Paiva; Marcos F. Minicucci; Joel Spadaro.

Arg. Bras. Cardiol. vol.93 no.4 S&o Paulo Oct. 2009 http://dx.doi.org/10.1590/S0066-

782X2009001000018. Além disso, a acomodacédo e a manutencéo de ratos sao de

custos bem mais baixos em relacdo a animais maiores e possibilita aumentar o
namero de animais em determinados estudos, promovendo maior poder estatistico.
Também permite o uso de avancos tecnologicos de diversos tipos como
ecocardiografia, exames de imagem, cateteres e outros; também possibilita o uso de
analises postmortem como técnicas histoldgicas e de biologia molecular. A literatura
corrente refere-se ao modelo como modelo de sucessso e amplamente usado tanto
na pesquisa basica como na translacional (Small Animal Models of Heart Failure
Development of Novel Therapies, Past and Present. Richard Patten RD, Hall-Porter
MR. Circ Heart Fail. 2009; 2:138-144).

Os animais foram pesados e anestesiados com uma mistura de Ketamina (80
mg/kg) e Xilazina (12mg/kg) via intraperitoneal e colocados em decubito dorsal e
entubados (Gelko-14G) para a respiracao artificial; foi realizada entdo a toracotomia
em hemitérax esquerdo, na altura do quarto espaco intercostal, sendo colocado um
afastador entre as costelas para permitir melhor visualizagdo. O pericardio foi

seccionado e o atrio esquerdo afastado para visualizacdo da artéria coronaria


http://dx.doi.org/10.1590/S0066-782X2009001000018
http://dx.doi.org/10.1590/S0066-782X2009001000018
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esquerda (ACE). A ACE foi ligada (fio mononylon 6.0) provocando a isquemia
miocardica. Apoés a ligadura da coronaria a inciséo toracica foi fechada (fio mononylon
5.0) e o pneumotoérax retirado mediante a suc¢do do ar com uma agulha (5x7)
conectado a uma seringa de 10 ml. Logo apos o animal foi retirado da ventilacdo
artificial e estimulada a respiracdo espontanea. Os musculos afastados foram
reposicionados pela pele suturada (fio mononylon 4.0). Os animais receberam 30000
Ul de benzilpenicilinabenzatina (Penretard, Cibran, Tanqua, RJ, Brasil, .M.) e foram

colocados em ambiente aquecido para recuperacgao.

- B
2

e,

Figura 8. Inducéo do infarto agudo do miocardio por ligadura da artéria coronaria.
Fonte:arquivo do grupo de trabalho.

3.3. CANULACAO

Os animais foram anestesiados com Ketamina (80 mg.kg) e Xilazina (12 mg/kg)
e mantidos em mesa cirargica aquecida (37° C), utilizando de procedimentos
assépticos e lupa cirargica (surgical microscope — DFV — M90) para a colocacédo de
canulas de polietileno (PE-10, com diametro interno de 0,01lmm conectadas a uma
peca de PE-50, com diametro interno de 0,05 mm). A canula foi preenchida com soro
fisiolégico e posicionada no interior da artéria femural esquerda para registro da PA e
frequéncia cardiaca. A extremidade conectada ao transdutor de pressao foi fechada
com pinos de aco inoxidavel. Através de uma pequena incisdo na regido inguinal

esquerda em direcéo ao feixe vasculonervoso femoral, as extremidades da canula de
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menor calibre (PE-10) foram introduzidas na luz da artéria femoral. A canula foi fixada
com fio de algoddo na artéria e sua extremidade mais calibrosa passada no
subcuténeo, exteriorizadas no dorso da regido Inter escapular, fixadas com fio de
algodao na pele. Apos o término da cirurgia os animais foram tratados com uma unica
injecdo de penicilina (Benzetacill, Fontoura-Wyeth, 60.000 U). Para a manutencao da
canula, a fim de se evitar obstrucdes, foi feita lavagem precedente ao registro de PA,
usando-se 0,02ml de heparina sodica (Liquemine — Roche, 5.000U) em 0,5 ml de
solucéo fisiolégica de NaCl 0,9%. Apds a canulacdo todos os animais foram mantidos

em caixas individuais (Plexiglas, 25x15x10cm) até a sua eutanasia.

3.4. MEDIDAS HEMODINAMICAS

Os registros de pressao pulsétil foram realizados com tempo de 60 minutos,
dos quais foram aproveitados os 15 minutos mais estaveis, fornecendo valores diretos
da pressdao 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 (Kent Instruments, EUA) que, por sua
vez, era conectada a um pré-amplificador (Hewlet-Packard 8805C, Puerto Rico, EUA).
Sinais de pressao arterial foram gravados em um microcomputador equipado com um
sistema de aquisicdo de dados (Windaq, 2KHz, DATAQ Instruments, Akron, OH,
EUA), permitindo andlise dos pulsos de pressao, batimento-a-batimento, com uma
frequéncia de amostragem de 2000 Hz por canal, para estudo dos valores
hemodindmicos. A analise dos sinais de pressado foi realizada utilizando-se um
programa comercial associado ao sistema de aquisi¢do (Windag™ Waveform Browser
version 2.92, DATAQ Instruments, Inc.). Este programa permite a deteccéo de pico

(sistole), vale (diastole) e periodos (entre um pico e outro) para cada onda de pulso,
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fornecendo os valores de presséo arterial sistélica (PAS), diastdlica (PAD) e média
(PAM) pela integral da area sob a curva no tempo. A frequéncia cardiaca é 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 sé&o
apresentados em valores médios e erros padrées dos periodos em que os dados

forem analisados para PA e FC.

3.5. ANALISE DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA (VFC)

Os parametros para analise da VFC no dominio do tempo consistem em
calcular os valores médios dos intervalos de pulso. A variabilidade desta mesma
variavel foi quantificada pelo seu respectivo desvio padrao; além disso, foi quantificada
a raiz quadrada da média do quadrado das diferencas entre intervalos RR normais
adjacentes, elevados ao quadrado (rMSSD), que representa a atividade
parassimpatica; e o desvio padréo de todos os intervalos RR normais gravados em
um intervalo de tempo (SDNN), obtido a partir de registros de longa duragcéao e que
representa as atividades simpética e parassimpatica, porém nao permite distinguir
quando as alteracfes da VFC sdo devidas ao aumento do tbnus simpatico ou a
retirada do ténus vagal. Para a andlise no dominio da frequéncia, foi realizada a
analise espectral dos registros basais utilizando o método da Transformada Rapida
de Fourier (FFT). A poténcia foi obtida usando-se o Método do Periodograma de
Welch em séries de 16384 pontos das séries temporais decimadas de intervalo de
pulso e presséo arterial, com uma janela Hanning de 512 pontos e com 50% de
sobreposicao (MATLAB 6.0, Mathworks, Inc.). As poténcias para as bandas de muito

baixa (VLF, 0,0-0,20 Hz; modulacdo humoral), baixa (LF, 0,20-0.75 Hz; modulacao
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simpatica) e alta (HF, 0.75-3.0 Hz; modulacdo parassimpatica) frequéncias foram
calculadas pela integracao da poténcia nas bandas de interesse e apresentadas como
valores absolutos e normalizados. Para a normalizacéo, as poténcias das bandas de
LF e HF foram divididas pela variancia subtraida da poténcia na banda VLF. O
acoplamento entre intervalo de pulso e pressao arterial sistélica foi estimado pela
funcdo de coeréncia. Valores de coeréncia (K) maiores que 0.5 foram considerados

significativos.

3.6. ECODOPPLERCARDIOGRAMA

Procedimento realizado no sexto dia apos o infarto do miocardio ou cirurgia
sham, com a finalidade de mensurar a area infartada e fracdo de ejecéo e calculo dos
seguintes parametros: espessura relativa de parede (RWT, relative wall thickness),
razdo onda E onda A (E/A), razdo onda E'onda A"(E'/A"), tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV, ms), E/TRIV (razdo onda E/TRIV), indice de performance
miocardica (MPI, myocardial performance index), AE (atrio esquerdo, em mm), AO/AE
(razado aorta/atrio esquerdo), VES diam (diametro final ventricular esquerdo durante a
sistole, mm?), VED diam (diametro final ventricular esquerdo durante a diastole, mm?),
VES vol (volume sistdlico final do VE, ul), VED vol (volume diastdlico final, ul), VES
area (area ventricular esquerda durante a sistole, mm?), VED &rea (area ventricular
esquerda durante a diastole, mm?), VE massa (massa ventricular esquerda, g/Kg),
VEFE% (fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, %), VE FAC (%) (variacdo fracional
da area ventricular esquerda, %) como descrito a seguir e com mais detalhes na
literatura (28,118).

O exame ecocardiografico foi realizado para a quantificacdo da area infartada

e avaliagédo de parametros morfuncionais, em especial, a fungéo ventricular, de acordo
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com a técnica ja padronizada em nosso laboratétio. Apds anestesia com uma solucéo
intraperitoneal de 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 multifrequencial (10-14mHz), que permite imagens bidimensional e
monodimensional simultadneas, além da analise de fluxo por efeito Doppler espectral
eletrocardiografico, mediante a colocacao de trés eletrodos para a derivacédo DII. A
profundidade de imagem trabalhada foi de 02 cm. Foram utilizadas as janelas
longitudinais paraesternal direita para obtencéo dos cortes longitudinal e transversal
e a longitudinal paraesternal esquerda para a obtencéo dos cortes apical (duas, quatro
e cinco camaras). As medidas lineares foram realizadas nas imagens obtidas pelo
modo-M, e foram feitas medidas de area e eixo longitudinal do VE. A funcao sistélica
foi avaliada pela fracdo de ejecdo (FE%) pelo método Simpson modificado, por se
mostrar mais fidedigno em coracdes infartados e pela velocidade de encurtamento
circunferencial (VEC-circ/seg). A fungéo diastodlica foi avaliada utilizando-se os indices
derivados da curva de velocidade de fluxo diastélico mitral e do fluxo sistolico da via
de saida do ventriculo esquerdo obtidos pela técnica de Doppler pulsatil. A curva de
velocidade do fluxo diastélico foi obtida a partir da imagem apical quatro cameras,
posicionando-se o volume amostra proximo a face ventricular da valva mitral. Foram
quantificadas: relagcdo E/A - razdo entre a velocidade méaxima da onda E e a
velocidade maxima da onda A, tempo de desaceleracédo da onda E (DESAC E) tempo
em milissegundos (ms) entre o pico da onda E e o ponto em que a rampa de
desaceleracao intercepta a linha de base da curva de velocidade do fluxo diastolico

mitral. A curva de velocidade dos fluxos para andlise do tempo de relaxamento
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isovolumétrico (TRIV) foi obtida posicionando-se o volume amostra numa posi¢ao
intermediaria entra a valva mitral e a via de saida do ventriculo esquerdo.

Além das avaliacbes das funcdes sistdlica e diastdlica em separado, foi
utilizado outro método de avaliacdo funcional combinado, o indice de desempenho
miocardico (IPM), derivado de intervalos obtidos pelo Doppler pulsétil. Todas as

medidas seguiram as recomendacdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia.

3.7. PROTOCOLO PARA AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA DE

mRNA DE CITOCINAS NO CORACAO.

PCR em tempo real foi realizada para avaliar a expressdo de MCP-1, IL-1B3, TNF-q,
IL-6, IL-13, IL-17A e IL-10. Os primers especificos para esses genes foram
desenhados utilizando-se o Primer-Blast do NCBI (National Center for Biotechnology
Information).

O RNA total foi extraido do ventriculo esquerdo, utilizando o método de Trizol
(Invitrogen, CA, USA), conforme protocolo indicado pelo fabricante. A quantidade e
pureza de RNA foi medida usando o espectrometro NanoDrop ND-2000 (nanoDrop
Products, Wilmington, DE, USA). O cDNA, foi sintetizado usando o kit High-Capacity
cDNA Reverse Transcription (Invitrogen, Califérnia, EUA). ApGs a reacdo, as amostras
de cDNA foram mantidas a -20°C. Para realizacdo da PCR em tempo real foi utilizado
o kit SYBR Green (Invitrogen, Califérnia, EUA). Ciclos (40) de 95°C por 15 segundos,
60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, e curva de melting foram realizados
no equipamento 7500™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, California
EUA). Os genes diferencialmente expressos foram normalizados pelo nivel de

expressado do gene housekeeping B-actina. Os valores de ACt das amostras foram
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determinadas pela subtrac&o do valor de Ct médio do mRNA do gene alvo a partir do

valor médio de Ct do gene housekeeping. O parametro 2-2ACt

expressar os dados da expressao relativa.

foi utilizado para

Os primers para deteccdo de mRNA de TNF-q, IL-18, IL-6, IL-10, IL-13, IL-17A e MCP-

1 estdo na tabela 1 a sequir:

Tabela 1. Lista dos primers utilizados na expresséo génica de citocinas do ventriculo

esquerdo.
Escala
Nome do de Purificacéo

oligonucleotideo Sequéncia sintese
TNF a R sense CTCAAGCCCTGGTATGAGCC 25N | Dessalinizado | DSL
TNF a R antisense CTCCAAAGTAGACCTGCCCG 25N Dessalinizado | DSL
IL-1beta R sense AAATGCCTCGTGCTGTCTGA 25N | Dessalinizado | DSL
IL-1beta R antisense GCTGTTTTAGGGACACCGGA 25N Dessalinizado | DSL
IL-6 R sense AGCGATGATGCACTGTCAGA 25N | Dessalinizado | DSL
IL-6 R antisense GGAACTCCAGAAGACCAGAGC 25N | Dessalinizado | DSL
IL-13 R sense CCTGGAATCCCTGACCAACA 25N Dessalinizado | DSL
IL-13 R antisense ATCCGAGGCCTTTTGGTTACA 25N Dessalinizado | DSL
IL-17A R sense CAAACGCCGAGGCCAATAAC 25N Dessalinizado | DSL
IL-17A R antisense GGGTGAAGTGGAACGGTTGA 25N Dessalinizado | DSL
IL-10 R sense TTGAACCACCCGGCATCTAC 25N Dessalinizado | DSL
IL-10 R antisense CCAAGGAGTTGCTCCCGTTA 25N | Dessalinizado | DSL
BACTIN RM sense 5 - AGGAGTACGATGAGTCCGGCCC -3 | 2°N | Dessalinizado | DSL
25N Dessalinizado | DSL

BACTIN RM antisense

5 — GCAGCTCAGTAACAGTCCGCCT - 3’
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3.8. PROTOCOLO PARA REALIZACAO DE IMAGEM PET - 8F-FDG DO
CEREBRO E DO CORACAO

Os exames de imagem PET (positron emission tomography) foram realizados
no INRAD - Instituto de Radiologia do Hospital das Clinicas da Universidade de Séo
Paulo, em S&o Paulo — SP. No sétimo dia ap0s a inducao de IAM, depois de mantidos
em jejum por 3 horas, os animais foram devidamente acondicionados para o
transporte e levados do biotério do INCOR - Instituto do Coracdo do Hospital das
Clinicas da Universidade de Sao Paulo - SP até o INRAD (Instituto de Radiologia do

Hospital das Clinicas da Universidade de Séao Paulo — SP).
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Figura 9. Anélise do metabolismo cardiaco e cerebral com a técnica de Pet-Scan. (A)
Captacao corporal do tragador, “body uptake”; (B) Mapas segmentares cardiacos usados para
definicdo das areas afetadas pelo infarto; (C) Montagem das imagens usando o template da
ressonancia magnética.

Fonte: InRAD, Instituto de Radiologia da USP, julho de 2019.
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As imagens PET com o radiofarmaco ¥F-FDG foram adquiridas em um
equipamento especifico para pequenos animais (Triumph® Il Trimodality System
Gamma medica ideas). Durante todos o0s procedimentos os animais foram
anestesiados (isoflurano 2-3% em oxigénio 100%). Uma inje¢&o intravenosa de 1
mCi (37 MBq) do *¥F-FDG foi realizada na veia peniana. A aquisicdo da imagem PET
foi iniciada 45 minutos apds a administracdo do ®F-FDG, e cada aquisicéo teve uma
duracdo de 60 minutos. O encéfalo foi posicionado no centro do campo de visao do
equipamento PET. A cada 10 minutos de aquisicdo da imagem a maca se movia
automaticamente para dentro do equipamento para aquisicdo de imagem de uma
nova regido, garantindo assim uma imagem unica da regido do encéfalo e do coracéo
do rato estudado. As imagens foram reconstruidas com algoritmo OSEM 3D, 20
iteracOes e 4 subgrupos.

As imagens PET foram analisadas utilizando software PMOD 3.4® a partir da
fusdo com o template de ressonancia magnética, no caso do encéfalo (Figura 9 C) ou
no moédulo cardiaco. Apds a fusdo de imagens, utilizou-se as ferramentas de andlise
do software com os VOIs (Volumes of interesting) cerebrais especificos do rato,
disponiveis no software. Os dados estdo expressos em Valor de Captacéo
Padronizado, o SUV (Standard Uptake Value) ou % de captacdo para os de
metabolismo cardiaco para cada regido de interesse. A férmula para calculo do SUV
€: SUV =[ ] KBg/ml/ Dl/peso (g), onde: kBq = kilobecquerel; ml = mililitros; DI= dose
injetada; g = gramas.

O SUV € uma avaliacdo semiquantitativa da captacdo do radiotracador a partir
da imagem PET estética, sendo representado como minima, maxima ou média na

regido de interesse. A média SUV representa a média matematica de todos os pixels
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na regiao de interesse, fornecendo uma informacao semiquantitativa do metabolismo
da glicose nos tecidos, corrigido pela atenuacgéo, e normalizado pela dose injetada e
pelo peso do paciente, na maioria dos casos. Permite comparacdes entre diferentes
imagens e individuos, no entanto sem levar em conta a propor¢cdo de captacédo do
tracador livre no tecido ou da captacéo devido a ligacdo ndo especifica. Um SUV=1
indica que a concentracao de radioatividade em um tecido € aguela que ocorreria em
uma captacdo homogénea por toda a parte do corpo (presumindo uma densidade
corporal de 1g/mL). Um SUV maior que 1 indica acumulo do tracador; abaixo de 1,

captacao ou aporte limitados dentro de um tecido particular (108).

As variaveis analisadas no PET cerebral foram 84 SUVs de um total de 59 VOlIs, que
representam as areas cerebrais disponiveis no software. Esta discrepancia entre o
namero de SUVs e o numero de VOIs, deve-se ao fato de nos registros dos SUVs séo
também elencadas as médias entre 2 regides homénimas. Por exemplo Nucleus
accumbens direito, Nucleus accumbens esquerdo e Nucleus accumbens média geram
3 SUVs, mas que correspondem somente a 2 regides, a direita e a esquerda.

No PET miocérdico, depois da reconstrucdo das imagens (software), foram
obtidos cortes reorientados para o eixo de correcdo em 3 planos: eixo curto — corte
axial, do apex para a base; eixo longo vertical — corte sagital, do septo para a parede
lateral; eixo longo horizontal — corte coronal, da parede inferior para a anterior.

A captacao no PET coracdo foi analisada (escores) de acordo com a divisdo do
miocardio (Figuras 9 C e 10) em parede anterior, septal, inferior, lateral e apical, e
conforme o territério arterial envolvido: artéria descendente anterior LAD (left anterior
descending), artéria coronaria direita RCA (right coronary artery), artéria circunflexa
LCX (circumflex artery) e global. Por exemplo, LAD 1 basal anterior, LAD 2 basal

anteroseptal e assim por diante; ver figura 10). Foram usadas a nomenclatura e a
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segmentacao miocardica padronizadas para imagem tomografica do coracao (119):
desta forma, pode-se inferir qual segmento recebe a irrigacao das diferentes artérias.
Eixos, nomenclatura e a segmentacdo miocardica permitem a avaliacdo visual das

imagens.

Segmentacao do ventriculo esquerdo

1. basal anterior 7. medial anterior 13. apical anterior
2. basal anteroseptal 8. medial anteroseptal 14. apical septal
3. basal inferoseptal 9. medial inferoseptal 15. apical inferior
4. basal inferior 10. medial inferior 6. apical lateral
5. basal inferolateral W 17. apex

6. basal anterolateral  +1- medial inferolateral

12. medial anterolateral
LAD-1,2,7,8,13,14,17 RCA -3,4,9,10,15 LCX-5,6,11,12, 16
Territorios das artérias coronarias

Eixo curto Eixo longo vertical
Apical Medial Basal Medial
13 8 . 12 2 6
15 9 L 5
10
4
= 2 =1
LAD RCA LCX

Figura 10. (A) Divisdo miocardica em 17 segmentos, com (B) os territorios arteriais
correspondentes. In: Cerqueira MD et al., 2002. LAD: Artéria descendente anterior; RCA:
Artéria comum direita; LCX: Artéria circunflexa (119).

3.9. EUTANASIA E COLETA DE TECIDOS
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Decapitacdo — por causa da rapidez e eficiéncia. Método usado principalmente
por pesquisadores que trabalham com o SNC (Eutanasia em animais de laboratério.
Ekaterina Akimovna Botovchen Rivera.

http://www.fo.usp.br/wpcontent/uploads/EUTANASIA EM ANIMAIS DE

LABORATORIO.pdf

Os subgrupos de animais direcionados ao estudo de citocinas do miocardio e
cérebro foram submetidos a eutanasia por decapitacdo. O procedimento foi realizado
por técnico capacitado, segundo principios éticos da experimentacdo animal. Apds a
decapitacéo, foram realizados toracotomia, laparotomia e craniectomia e retirados o
coracao, 0s rins e o0 cérebro; o ventriculo esquerdo e os rins foram separados e
colocados em nitrogénio liquido para posterior preparo para quantificacdo proteica
(ELISA). O cérebro foi removido e poés-fixado por 48 horas em paraformaldeido e
crioprotegido com 20% e 30% sucrose em 0,01 M PBS (24 horas em cada soluc¢éo).

Os outros subgrupos de animais foram submetidos a eutanasia por meio de
dose letal de anestésico e a seguir submetidos a perfusdo do coracgéo e rins, para
posterior analise de imuno-histoquimica. Foi utilizada a clorpromazina (medicacgéo
pré-anestésica) na dose de 50 mg/kg (intramuscular), e em seguida administrado
pentobarbital na dose de 50 a 80 mg/K. O monitoramento constante do animal até a
auséncia de reflexos oculopalpebrais e sensitivos foi realizado para garantir a total
anestesia dos animais, logo entdo realizada incisdo abdominal transversal, para
exposicdo dos 6rgdos e secdo do atrio direito e canulagdo do 4pice do ventriculo
esquerdo para perfusdo do animal. O coracgéo foi parado em diastole pelo uso de
solugcdo com cloreto de potassio (14 mmol em solucao fisiolégica), perfundido com
pressdo 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
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tecidos foram deixados de 24 a 48 horas fixando em formol (4% tamponado), para
processamento (por desidratacdo, diafanizacdo e parafinizagdo do material) e
posteriormente cortados em microtomo (5um). Apos o experimento, os animais foram
armazenados em sacos leitosos com identificacdo, refrigerados e encaminhados a

incineracgao.

4.0 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos resultados foi realizada com o programa GraphPad Prism®,
versao 8 para Windows, 2020, da GraphPad Software, San Diego, California. A
normalidade dos dados foi verificada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para
todos os testes estatisticos foi considerado p<0,05 estatisticamente significante.
Todas as variaveis foram apresentadas em meédia e desvio padrdo. Para a
comparacao entre grupos foi usado ANOVA de 1 via (ANOVA One - Way), seguida

de teste post hoc de Bonferroni.



4. RESULTADOS

As tabelas abaixo mostram os valores expressos em média e desvio padréo
e valor de p < 0,05 estatisticamente significante para a comparacao entre 0S grupos
(ANOVA One - Way) e intergrupos (Bonferroni). A analise post hoc (Bonferroni) €
exibida em figuras com barras. A variabilidade dos ns nas tabelas deve-se a fatores
como mortalidade, logistica e disponibilidade na realizacdo dos diferentes
procedimentos.

As medidas hemodinamicas dos ratos SHR realizadas no sexto dia depois
da toracotomia sdo mostradas na Tabela 2. A PAS, a PAD e a PAM (figuras 11, 12
e 13) apresentaram uma significante diminuicdo nos grupos IAM e IAM+PI quando
comparados ao grupo Sham, mostrando o efeito hipotensor do infarto. Essa queda
nos valores da PAS, PAD e PAM néo foi afetada pela piridostigmina no grupo
IAM+PI versus grupo IAM. A FC nao apresentou diferencas estatisticamente

significantes.

Tabela 2 — Comparacdo das médias dos parametros hemodindmicos entre os
grupos Sham, IAM e IAM+PI

Sham IAM IAM+PI p entre
(n=16) (n=19) (n=18) grupos
PAS 204 £ 8,2 174 +21,6% 167 +135¢€ 0,001*
(mmHgQ)
PAD 144 £ 8,4 126 +14,8 # 118 +10,9 € 0,001*
(mmHgQ)
PAM 172 £8,1 149 +17,8# 142 + 11,6 € 0,001*
(mmHg)
FC (bpm) 376 £ 28,1 392 + 27,9 369 + 39,6 0,999

*P<0,05 (ANOVA) estatisticamente significante. PAS = Pressao Arterial Sistélica, PAD =
Presséo Arterial Diastolica, PAM = Pressdo Arterial média, FC = Frequéncia cardiaca.
#p<0,05 IAM vs Sham; €p<0,05 IAM+PI vs Sham.
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Figura 11 — Comparacgéo das médias de Presséo Arterial Sistolica entre os grupos

Sham, IAM e IAM+PI.

#p = 0,001 IAM vs Sham; €p=0,001 IAM+PI vs Sham.
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Figura 12 — Comparacéo das médias de Presséao Arterial Diastdlica entre 0os grupos

Sham, IAM e IAM+PI. #p = 0,001 IAM vs Sham; € p=0,001 IAM+PI vs Sham.
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Figura 13 — Comparacédo das médias de Presséao Arterial Média entre os grupos
Sham, IAM e IAM+PI.
# p=0,001 IAM vs Sham; € p=0,001 IAM+PI vs Sham.

As analises da variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) nos dominios do
tempo e da frequéncia e da variabilidade da presséo arterial sistélica (VPAS) sao
mostradas na Tabela 3.

No dominio do tempo, houve aumento significante do RMSSD e da VARPI
no grupo IAM+PI em relacdo aos grupos IAM e ao grupo Sham (RMSSD: IAM+PI
vs Sham p=0,008 e IAM+PI vs IAM p=0,005; VARPI (IAM+PI vs Sham p=0,001 e
IAM+PI vs IAM p=0,001) (Figuras 14 e 15), id est, um aumento na VFC, inclusive
com valores mais elevados no grupo IAM+PI do que no grupo Sham, evidenciando
um efeito robusto da piridostigmina. No dominio da frequéncia, o valor BF%
aumentou (% simpatico) (Figura 16) e o AF% diminuiu (%parassimpatico) (Figura
17) no grupo IAM em relacdo ao grupo Sham, o que evidencia um predominio da

atividade simpatica nos animais infartados. O valor normalizado de BF (nu)



permaneceu aumentado, mas o valor de AF (nu) mostrou incremento significante
no grupo IAM+PI vs IAM (p=0,003 e p=0,001, respectivamente) e no grupo IAM+PI
vs Sham (p=0,002 e p=0,001, respectivamente) (Figuras 18 e 19, respectivamente),
melhorando, portanto, a atividade vagal no rato tratado com piridostigmina. O
balanco autonémico BF/AF mostrou uma diferenca estatisticamente significante
entre os grupos IAM e Sham, essa diferenca ndo sendo observada no grupo tratado
em relacdo aos dois outros grupos (Figura 20). Tanto a VARPAS (Figura 21) quanto
a PAS (Figura 22) mostraram um decremento em seus niveis no grupo IAM vs
Sham, efeito que se repetiu no grupo IAM+PI vs Sham, indicando que a queda na
variabilidade da pressao arterial sistolica nos ratos infartados néo foi atenuada com
a piridostigmina. O indice-ALFA teve seu valor aumentado no grupo tratado vs
grupo Sham (p=0,026) e no grupo tratado vs grupo infartado (p=0,007) (Figura 23),
indicando um efeito acentuado da piridostigmina sobre a sensibilidade do

barorreceptor.
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Tabela 3. Comparacdo das médias dos parametros autonémicos (variabilidade da
frequéncia céardica (VFC) e variabilidade da pressao arterial (VPAS)) no dominio do
tempo e no dominio da frequéncia entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.

Sham IAM IAM+PI p entre
(n=10) (n=8) (n=10) grupos
VFC
RR (ms) 164 + 14,5 149 + 18,3 160 £ 20,1 0,227
RMSSD (ms) 6,2+2,0 58+2,2 9,3+2,0¢€2 0,002*
VARPI (ms?) 28,5+ 13,0 15,8+6,0 63 +28,1¢€° 0,001*
BF% 194+74 293+7,3% 23,8+6,8 0,035*
AF% 80,6 +7,4 68,3+9,8% 76,2 +6,8 0,012*
BF (nu) 26+2,0 25+1,0 7,8+45¢€0 0,001*
AF (nu) 9,7+3,6 6,0+ 3,0 23,9+ 8,7¢Q 0,001*
BF/AF (ms) 0,3+0,1 0,5+0,2% 0,4+0,2 0,035*
VPAS
VARPAS 57,8 +18,5 28,6 +12,1% 32,1+14,0¢ 0,007*
(mmHg?)
PAS (mmHg) 205,4+£13,7 178,3+26,3* 169,6 £ 21,5 € 0,002*
BF (mmHg?) 14,8 + 8,3 11,2+8,0 8,3+4,7 0,167
indice — ALFA 0,5+0,3 0,6 £0,2 1,1+0,5¢€° 0,005*
(ms/mmHg)

*P<0,05 (ANOVA) estatisticamente significante. VFC: variabilidade da frequéncia cardiaca; RR:
medida dos intervalos RR; RMSSD: raiz quadrada da média da soma dos quadrados das diferengas
entre 0s sucessivos valores de intervalo de pulso; VARPI: variancia do intervalo de pulso; BF % e
AF %: baixa frequéncia e alta frequéncia, respectivamente; BF nu: baixa frequéncia em unidades
normalizadas; AF nu: alta frequéncia em unidades normalizadas; BF/AF: balanco autondmico;
VARPAS: variabilidade da presséo arterial sistélica; PAS: presséo arterial sistdlica.

#p<0,05 IAM vs Sham; €p<0,05 IAM+PI vs Sham; ?p<0,05 IAM+PI vs IAM
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Figura 14 — Comparacdo das médias da raiz quadrada da média do quadrado das
diferencas entre intervalos RR normais adjacentes (RMSSD) entre os grupos
Sham, IAM e IAM+PI.
€p=0,008 vs Sham; ¢ p=0,005 vs IAM.
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Figura 15 — Comparacgédo das médias da variabilidade do intervalo de pulso
(VARPI) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
€p=0,008 vs Sham; ¢ p=0,005 vs IAM.
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Figura 16 — Comparacao das médias do percentual do componente de baixa

frequéncia (BF) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI. #p=0,031 vs Sham.
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Figura 17 — Comparacéo das meédias do percentual do componente de alta
frequéncia (AF) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.  #p=0,010 vs Sham.
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Figura 18 — Comparacao das médias dos valores normalizados do componente
de baixa frequéncia (BF) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
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Figura 19 — Comparacao das médias dos valores normalizados do componente
de alta frequéncia (AF) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
€p=0,008 vs Sham; © p=0,005 vs IAM.
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Figura 20 — Comparacao das médias do balanco autonémico (razdo BF/AF) entre
0s grupos Sham, IAM e IAM+PI. #p=0,032 vs Sham.
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Figura 21 — Comparacao das médias da variabilidade de pressao arterial sistolica
(VARPAS) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p=0,001 vs Sham; €p=0,004 vs Sham.
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Figura 22 — Comparacao das médias de pressao arterial sistdlica (PAS) entre os
grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p=0,032 vs Sham; €p=0,002 vs Sham.
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Figura 23 — Comparacédo das médias de indice ALFA entre os grupos Sham, IAM
e IAM+PI.
€p=0,007 vs Sham; %p=0,026 vs Sham.

A avaliacao ecocardiografica (doppler) dos ratos SHR submetidos a cirurgia
sham e infarto do miocardio foi realizada no sexto dia de toracotomia, sob anestesia.
Na tabela 4 estdo os resultados das medidas dos parametros morfofuncionais
cardiacos.

Nos ratos infartados sem tratamento, os didmetros, os volumes e as areas
do ventriculo esquerdo (VE) mostraram valores aumentados tanto na fase sistélica
guanto na fase diastdlica, indicando um comprometimento morfofuncional do VE
pelo infarto (Figuras 24 a 29). IAM vs Sham: Diam.VES: p=0,001; Diam.VED:
p=0,004; Vol.VES: p=0,001; Vol.VED: p=0,003; Area VES: p=0,001; Area VED:
p=0,021. Quando comparados aos ratos infartados sem tratamento, 0s ratos
infartados tratados exibiram uma reducdo nos valores dos diametros, dos volumes
e das areas, tanto na fase sistélica quanto na diastélica (Figuras 24 a 29). IAM+PI

vs |IAM: Diam.VES: p=0,013; Diam.VED: p=0,001; Vol.VES: p=0,01; Vol.VED:
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p=0,001; Area VES: p=0,018; Area VED: p=0,003, valores que podem indicar um
efeito da piridostigmina sobre o remodelamento ventricular.

Com relacédo ao volume sistdlico (VS), houve uma reducéo estatisticamente
significante no grupo IAM+PIl vs Sham (p=0,006) e IAM+PI vs IAM (p=0,048),
mostrando um comprometimento desta funcao sistélica nos ratos infartados, sem
compensacao pela piridostigmina (Figura 30). No débito cardiaco, uma variavel
dependente do volume sistolico, também houve uma queda no rato infartado
gquando comparado ao rato Sham (IAM vs Sham p=0,012), também né&o
compensado pela piridostigmina, de modo significante (Figura 31). Os grupos
infartados tiveram reducdo significante da funcdo sistélica mensurada pela fracédo
de ejecdo do VE (FEVE) (IAM vs Sham p=0,002; IAM+PI vs Sham p=0,03) (Figura
32). No entanto, a func¢ao sistdlica do VE, que mostrou uma queda quando medida
pela Variacdo Fracional da Area (VE FAC) (IAM vs Sham p=0,001), foi
significantemente atenuada no grupo tratado (IAM+PI vs IAM p=0,04) (Figura 33).
A avaliacao da funcéo diastélica mostrou que o grupo infartado sem tratamento,
comparado ao grupo Sham, teve um aumento significante na razéo E/A (onda de
enchimento precoce/onda de contracéo atrial tardia); no entanto, ratos tratados com
piridostigmina apresentaram uma redugdo significante na razdo E/A quando
comparados aos ratos infartados sem tratamento (IAM+P1 vs IAM p=0,017) (Figura

34).
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Tabela 4. Comparacdo das médias dos parametros ecocardiograficos avaliados
entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI

Diam. AE (mm)
Razao AO/AE (mm)
Diam. VES (mm?)
Diam. VED (mm?)
Vol. VES (cm?3)

Vol. VED (cm?3)
Area VES (mm?)
Area VED (mm?2)
Massa VE (g/KQ)

FC (bpm)
VS (ml)

DC (ml/min)
FEVE (%)
FAC VE (%)
Razéo E/A
Razéo E'/A’
TRIV (ms)
E/TRIV

Sham
(n=15)
41+0,9

09+0,1
56+0,8
7,6+0,6
158,9 £49,9
305,4 + 53,9
28,3+9,3
49,4 +9,4
476,9 + 70,3
353,8 +28,4
198,3 £52,3
79,1+17,5
49,0 + 9,8
43,8 £ 8,6
15+04
09+0,5
17,8+4,5

814,1 +139,7

IAM
(n=16)
44+10

0,8+0,1
72+13%
86097
283,0 +£ 110,27
407,5+945%
442 +11,3%
60,1+11,1%
524,9 + 143,5
368,9 £ 27,7
177,9£80,4
40,3+8,7%
32,1+17,2%
27,2+9,0%
23+10%*
1,0+£04
18,3+4,6
911,1 +142,7

IAM+PI
(n=17)
3,9+0,6

0,9+0,1
6,0+1,29
7,4+1,09
191,8 +81,2°9
292,8 +88,02
32,7+129°9
46,7 £11,1°
475,3+171,9
357,8+44,4
116,0 + 49,7¢9
66,4 = 23,0
36,5+ 11,1¢
359+9,8¢°
1,6+0,3°2
1,1+0,6
20,0+5,2
761,0 £ 253,3

p entre
grupos
0,305

0,331
0,001*
0,001*
0,001*
0,001*
0,001*
0,002*
0,515
0,459
0,006*
0,012*
0,002*
0,001*
0,006*
0,413
0,397
0,242

*p<0,05 (ANOVA): estatisticamente significante. AE: diametro atrial esquerdo; AO/AE: razao
aorta/diametro atrial; Diam.VES e Diam VED: didmetro ventricular esquerdo sistélico e diastélico,
respectivamente; Vol.VES e Vol.VED: volume sistolico ventricular esquerdo e volume diastolico
ventricular esquerdo, respectivamente; Area VES e Area VED: érea sistdlica ventricular esquerda e
area diastolica ventricular esquerda, respectivamente. VE massa: massa ventricular esquerda; FC:
frequéncia cardiaca; VS: volume sistélico; DC: débito cardiaco; FEVE: fragédo de ejecdo ventricular
esquerda; FAC VE: fun¢éo sistélica global ventricular esquerda estimada pela FAC; FAC: variacdo
fracional da éarea; E: onda do enchimento precoce; A: onda do enchimento tardio; E/A: fluxo
transmitral/razdo E/A da funcéo diastdlica; E'e A": velocidades das ondas E"e A" no doppler tecidual;
E'/A": razdo E'/A’da funcao diastdlica;TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico; E/TRIV: razdo
E/tempo de relaxamento isovolumétrico.
#p<0,05 IAM vs Sham; €p<0,05 IAM+PI vs Sham; ?p<0,05 IAM+PI vs IAM
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Figura 24: Comparacao das médias do diametro ventricular esquerdo sistélico
(Diam. VES) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p=0,001 vs Sham; ¢p=0,013 vs IAM.
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Figura 25: Comparagéao das médias do diametro ventricular esquerdo diastolico
(Diam. VED) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p=0,004 vs Sham; %p=0,001 vs IAM.
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Figura 26 — Comparacgéo das médias do Volume Sistélico Ventricular Esquerdo
(Vol. SVE) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p=0,001 vs Sham; %p=0,010 vs IAM.
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Figura 27 — Comparagdo das médias do volume diastolico ventricular esquerdo
(Vol. DVE) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p=0,003 vs Sham; 2p=0,001 vs IAM.

69



Area Sistolica Ventricular
Esquerda Q
L

60 # I /

40
E
20
0 ] - 1 ]
Sham IAM IAM+PI
Grupos

Figura 28 — Comparacéo das médias da area sistdlica ventricular esquerda (Area
SVE) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p=0,001 vs Sham; ¢p=0,018 vs IAM.
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Figura 29 - Comparacao das meédias da area diastélica ventricular esquerda
(Area DVE) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p=0,021 vs Sham; ?p=0,003 vs IAM.
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Figura 30 — Comparacdo das médias do volume sistélico (VS) entre os grupos
Sham, IAM e IAM+PI.
€0=0,006 vs Sham; “p=0,048 vs IAM.
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Figura 31 — Comparacéo das meédias de débito cardiaco (DC) entre os grupos
Sham, IAM e IAM+PI.
#p= 0,012 vs Sham.
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Figura 32 — Comparacao das médias de fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(FEVE) entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p= 0,002 vs Sham; €p= 0,030 vs Sham.
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Figura 33 — Comparacao das médias da variacao fracional da area (FAC) do
ventriculo esquerdo entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p= 0,001 vs Sham; “p= 0,040 vs IAM.
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Figura 34 — Comparacdo das médias da razdo E/A Fluxo Transmitral entre os
grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p= 0,015 vs Sham; %p= 0,017 vs IAM.

Os resultados das tomografias por emisséo de pdsitrons do coracdo e do
cérebro (PET do coracao e PET cerebral) sdo mostrados nas tabelas a seguir. A
Tabela 5 mostra os valores quantitativos no PET (*¥F-FDG ) do coracéo realizados
nos 3 grupos de ratos SHR (Sham, IAM e IAM+PI). Como pode ser observado, nao
h& diferencas nos niveis de captacdo entre os grupos avaliados (Sham, IAM e
IAM+PI). No entanto, podemos chamar atencéo para a reducédo nos valores das
médias em LAD no grupo IAM e no grupo IAM+PIl em relagdo ao grupo Sham,

mesmo nao havendo diferenca estatistica.

Tabela 5. Comparacao das médias dos valores padronizados de captacédo (SUV)
de radiofarmaco 8F-FDG avaliados no PET scan cardiaco entre os grupos Sham,
IAM e IAM+PI.
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Sham IAM IAM+PI p entre

(n=7) (n=4) (n=7) grupos
LAD 3,3+0,7 3,0+£0,9 2,7+0,6 0,373
RCA 3,1+£0,7 3,7+1,2 3,0+£0,7 0,356
LCX 3,4+0,8 32+1,0 2,8+0,7 0,370
GLOBAL 3,3+0,7 3,3+1,0 2,8+0,6 0,462
TOTAL 3,4+£0,8 3,3+1,0 29+0,6 0,451

LAD: artéria descendente anterior; RCA: artéria coronéria direita; LCX: artéria circunflexa; mid:
segmento mediano.

A Tabela 6 mostra os valores quantitativos dos SUVs obtidos no PET (18F-
FDG ) cerebral nos 3 grupos de ratos SHR (Sham, IAM e IAM+PI). Diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos foram encontradas em 13 dos 17
SUVs cerebrais representados na tabela (de 84 SUVs originais avaliados pelo
exame). A analise post-hoc revelou que estas diferencas aconteceram nos grupos
infartados quando comparados ao grupo Sham (IAM vs Sham e IAM+PI1 vs Sham).
Esses 13 SUVs que mostraram diferencas entre os grupos correspondem, no
entanto, a apenas 9 regides cerebrais no grupo IAM e a 5 regides cerebrais no
grupo IAM+PI (ou por causa de apenas um dos lados (Esquerdo, Direito) mostrarem
a diferenca ou por causa dos valores das médias D + E; por exemplo: Hipotalamo
D, Hipotalamo E, Hipotdlamo med fornecem 3 SUVs de 2 regides). Nao foi
observado nenhum resultado estatisticamente significante da piridostigmina entre
os grupos IAM+PI vs IAM. As 9 areas que mostraram reducdo na captacao nos
ratos infartados foram: cérebro global, Nucleo accumbens E, Nucleo accumbens D,
Hipotalamo E, Hipotalamo D, Bulbo, Amigdala E, Cortex entorrinal E, e Cortex
olfatério E. As 3 ultimas areas indicam uma assimetria de captacdo nas mesmas.
As 5 areas que mostraram reducdo na captacao nos ratos tratados foram: cérebro

global, Nucleo accumbens E, Hipotalamo E, Hipotalamo D e Bulbo.
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Tabela 6. Comparacdo das médias dos valores padronizados de captacédo (SUV)
de radiofarmaco ®F-FDG avaliados no PET scan de regiGes cerebrais entre os
grupos Sham, IAM e IAM+PI.

SUV (média) Sham IAM IAM+PI p entre
(n=5) (n=6) (n=8) grupos
Cérebro (global) 2,21 +0,7 1,35+0,2* 1,45 +0,1¢€ 0,002*
N accumbens E 2,57 +0,9 1,46 +0,37* 1,68 £ 0,1¢€ 0,017*
N accumbens D 2,28+0,8 153+0,4* 1,65+0,2 0,039*
N accumbens med 2,45+ 0,7 1,53+0,4% 1,67 +0,1¢ 0,002*
Hipotalamo E 1,90+ 0,7 1,17+0,2* 1,28 +0,1¢ 0,014*
Hipotalamo D 2,04 +0,6 1,19+0,3% 1,29+0,2¢€ 0,002*
Hipotadlamo med 22+0,6 1,20+ 0,3% 1,28 +0,1¢ 0,002*
Bulbo 2,02+0,7 1,16 £ 0,3% 1,12+0,2€ 0,002*
Amigdala E 1,49+ 0,4 1,08+0,2* 1,19+0,1 0,032*
Amigdala D 1,27+ 0,4 1,15+0,2 1,24+0,1 0,717
Amigdala med 1,47 +0,4 1,12+0,2 1,22+0,1 0,055
Cortex entorrinal E 1,65+0,4 1,21+0,2% 1,35+0,2 0,040*
Cortex entorrinal D 1,62+0,4 1,26 + 0,2 1,38+0,1 0,063
Cortex entorrinal med 1,63+04 1,23+0,2* 1,36+0,1 0,046*
Olfatério E 1,83+0,4 1,31+0,2*% 1,60£0,1 0,011*
Olfatorio D 1,71+ 0,4 1,36 £ 0,2 152+0,1 0,083
Olfatorio med 1,77+ 0,3 1,33+£0,2% 1,56+0,1 0,016*

*P<0,05 (ANOVA): Estatisticamente significante. E: esquerdo; D: direito; med: média; N: Nucleo.

#p<0,05 IAM vs Sham; € p<0,05 IAM+PI vs Sham
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Figura 35 — Comparacao das médias dos valores padronizados de captacao
(SUV) de radiofarmaco 8F-FDG do tecido cerebral total entre os grupos Sham,
IAM e IAM+PI.

#p= 0,003 vs Sham; €p= 0,006 vs Sham.
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Figura 36 — Comparacgao das meédias dos valores padronizados de captacao
(SUV) de radiofarmaco '8F-FDG do nuicleo accumbens esquerdo entre os
grupos Sham, IAM e IAM+PI. #p= 0,005 vs Sham; €p= 0,016 vs Sham.
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Figura 37 - Comparacao das médias dos valores padronizados de captacao
(SUV) de radiofarmaco ®F-FDG do nucleo accumbens direito entre os grupos
Sham, IAM e IAM+PI. #p= 0,050 vs Sham.
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Figura 38 - Comparacédo das médias dos valores padronizados de captacdo
(SUV) de radiofarmaco ®F-FDG da média do nucleo accumbens direito e
esquerdo entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
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#p= 0,004 vs Sham; €p= 0,009 vs Sham.

Hipotalamo Esquerdo
€
[

3= I

1 # 1
|
1

N
|

SUV(média)

-
1

Sham IAM IAM+PI

Grupos

Figura 39 - Comparacado das médias dos valores padronizados de captacdo

(SUV) de radiofarmaco ®F-FDG do hipotalamo esquerdo entre 0os grupos Sham,
#p= 0,019 vs Sham; €p= 0,038 vs Sham.
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Figura 40 - Comparacédo das meédias dos valores padronizados de captacdo
(SUV) de radiofarmaco '®F-FDG do hipotalamo direito entre os grupos Sham,
IAM e IAM+PI.

#p= 0,003 vs Sham; €p= 0,005 vs Sham.
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Figura 41 - Comparacao das médias dos valores padronizados de captacao
(SUV) de radiofarmaco '8F-FDG da média do hipotalamo direito e esquerdo
entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI. #p= 0,004 vs Sham; €p= 0,006 vs Sham.
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Figura 42 - Comparacédo das medias dos valores padronizados de captacao
(SUV) de radiofarmaco ®F-FDG do bulbo entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
#p= 0,007 vs Sham; €p= 0,003 vs Sham.
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Figura 43 - Comparacgdo das médias dos valores padronizados de captacao
(SUV) de radiofarmaco ®F-FDG da amigdala esquerda entre os grupos Sham,
IAM e IAM+PI. #p= 0,035 vs Sham.
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Figura 44 - Comparacao das medias dos valores padronizados de captacao
(SUV) de radiofarmaco 8F-FDG do cértex entorrinal esquerdo entre 0s grupos
Sham, IAM e IAM+PI. #p= 0,041 vs Sham.
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Figura 45 - Comparacgdo das médias dos valores padronizados de captacao
(SUV) de radiofarmaco 8F-FDG da média do cortex entorrinal direito e

esquerdo entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
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Figura 46 - Comparacao das meédias dos valores padronizados de captacao
(SUV) de radiofarmaco ¥F-FDG do olfatério esquerdo entre os grupos Sham,
IAM e IAM+PI.  #p=0,010 vs Sham.
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Figura 47 - Comparacgdo das médias dos valores padronizados de captacao
(SUV) de radiofarmaco 8F-FDG da média do Cortex Olfatério Direito e Esquerdo
entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI. #p= 0,014 vs Sham.

A Tabela 7 mostra valores da expressao génica de mRNA de citocinas do
miocardio (VE) no sétimo dia de infarto, ap6és a eutandsia. Diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos foram observadas em quatro
citocinas: IL-6, IL-10, IL-17A e TNF-a. Os valores de IL-6 (pré-inflamatéria), IL-10
(anti-inflamatéria), IL-17A (pré-inflamatéria) e TNF-a (pro-inflamatoria) estiveram
elevados no grupo infartado tratado tanto em relacdo ao grupo Sham quanto em
relacdo ao grupo sem tratamento (IAM+PI vs Sham e IAM+PI vs IAM), indicando
um efeito biolégico do infarto e/ou da piridostigmina sobre a expressao génica. As

citocinas IL-1B (pro-inflamatoria) e IL-13 (anti-inflamatoria) n&o apresentaram



83

diferencas entre os grupos, e a MCP-1, uma quimiocina reguladora da migracéo e

infiltracdo de mondcitos/macféfagos, também néo apresentou diferencas entre os

grupos.

Tabela 7. Comparacao das médias de expressdo génica miocardica de citocinas
entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.

Sham IAM IAM+PI p entre

(n=5) (n=5) (n=5) grupos
IL-18 0,76 £ 0,29 2,46 + 1,27 6,37 £ 5,19 0,058
IL-6 0,77 +£0,51 1,88+ 0,73 4,48 + 2,95 €9 0,030*
IL-10 0,84 + 0,83 5,53+ 2,33 25,50 + 21,81¢° 0,034*
IL-13 1,42+ 1,74 7,03 +4,23 14,85 + 13,64 0,116
IL-17A 0,50 + 0,46 22,90+ 11,64 107,59 + 73,90 €© 0,018*
TNF- a 0,24 + 0,16 11,98 +10,25 69,95 + 45,46 €2 0,040*
MCP-1 0,78 £ 0,32 0,86 + 0,16 1,93+1,88 0,258

*P<0,05(ANOVA One-way): Estatisticamente significante. 1AM: Infarto agudo miocérdio; PI:
Piridostigmina; IL: interleucina; MCP1: Proteina 1 quimioatrativa de mondcitos; TNF-a: Fator de

necrose tumoral alfa.

€p<0,05 IAM+PI vs Sham; ®p<0,05 IAM+PI vs IAM
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Figura 48. Comparacéo das médias de expressao génica miocardica de interleucina
6 entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI. €p= 0,011 vs Sham; ®p=0,046 vs IAM
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Figura 49. Comparagéo das médias de expressédo génica miocardica de interleucina
10 entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI. €p= 0,011 vs Sham; ?p=0,046 vs IAM
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Figura 50. Comparacéo das médias de expressao génica miocardica de interleucina
17A entre os grupos Sham, IAM e IAM+PI.
€p= 0,011 vs Sham; p=0,046 vs IAM
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Figura 51. Comparagdo das médias de expressdo génica miocardica de TNF-a
entre os grupos Sham, IAM e IAM+Pl.  €p= 0,011 vs Sham; 9p=0,046 vs IAM



5. DISCUSSAO

O presente trabalho avaliou se a administracdo oral de piridostigmina,
atuando sobre variaveis hemodinamicas, autonémicas e inflamatérias em SHRs
com inducédo de IAM, restaura parametros cardiacos morfofuncionais, otimizando,
por sua vez, o metabolismo energético de glicose miocardica e cerebral.

Os achados mais impactantes mostrados por esse estudo sdo uma
assimetria no metabolismo de &reas cerebrais poucos dias apds o IAM,
relacionadas ao sistema limbico, e portanto ao comportamento, integracdo de
respostas autonGmicas, hormonais e sono. O tratamento com 7 dias de
piridostigmina nao interferiu no metabolismo do SNC, porém causou significativa
melhora em diversos parametros morfofuncionais do coracdo e um significante
aumento da expressdo de mRNA de citocinas do ventriculo esquerdo, tanto com
perfil pré- quanto anti-inflamatério.

No nosso estudo, a andlise dos dados do PET 8F-FDG (realizado no sétimo
dia de infarto), mostrou uma reducao na captacdo de glicose pelo cérebro global
em ratos SHR infartados tratados e nao tratados (7 dias de infarto) quando
comparados a ratos Sham, indicando uma alteracdo no metabolismo cerebral
secundario ao infarto do miocardio. Num estudo avaliando a evolucéo dindmica do
metabolismo da glicose e da estrutura neuronal, publicado em janeiro de 2020,
ratos Sprague-Dawley infartados com insuficiéncia cardiaca aguda (10 dias apés o
infarto) mostraram um decremento na captacéo de 18F-FDG no mesencéfalo e na
ponte. Ao mesmo tempo, 0S animais mostraram um incremento na captagédo no
cortex pré-frontal, no cortex pré-frontal medial, no giro do cingulo e nos ganglios da
base, fato este que foi atribuido a mecanismos metabolicos compensatorios; no

entanto, na fase cronica da insuficiéncia cardiaca (60 dias ap0s o infarto), os ratos
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mostraram declinio metabdlico, alteracbes cognitivas e degeneracdo neuronal
avaliada pela coloracdo de Nissl e pela microscopia eletrénica de transmissao
(120). Em humanos, ha estudos com PET 8F-FDG que mostram uma reducéo
significante do metabolismo cerebral em pacientes com doenca cardiaca isquémica
com ou sem insuficiéncia cardiaca (121,122). Normalmente, o cérebro tem a
propriedade de regular seus vasos (autorregulacao cerebral) independentemente
das variacGes na Presséao Arterial Média (PAM) numa faixa de valores para cima e
para baixo — em humanos, entre 60 e 150 mmHg-, 0 que mantém sua perfusao
relativamente constante (123). Se a PAM fica abaixo ou acima dos valores normais
(ndo existe um consenso sobre quais seriam esses valores), a autorregulacéo
cerebral fica comprometida e a perfuséo cerebral passa a depender diretamente da
pressdo arterial. Se a PAM comeca a cair, ocorre uma vasodilatacdo arteriolar
cerebral compensatéria. Na hipertensdo, no entanto, a curva de autorregulacéo
sofre um deslocamento para niveis mais altos (pressdo arterial alta)
comprometendo a autorregulacdo e assim a perfusdo cerebral (123,124). Ha,
portanto, uma relacao entre a PAM e o fluxo sanguineo cerebral.

No nosso estudo, os valores da PAM foram (média + DP) de 172 + 8,1 (Sham), 149
+ 17,8 (IAM) e 142 + 11,6 (IAM+PI), evidenciando uma queda estatisticamente
significante entre os 2 grupos infartados e o grupo Sham (IAM vs Sham e IAM+PI
vs Sham). Portanto, uma queda na PAM que se distanciou dos niveis mais altos
da curva de autorregulacéo cerebral, caindo para niveis abaixo da PAM “normal”
do grupo Sham. Se formos calcular a diferenca de valores entre o grupo infartado
(IAM) e o grupo Sham (Sham), temos uma queda de 13,5% na PAM dos ratos
infartados, e uma queda de 5,5% na dos ratos infartados tratados (IAM+P1I) diante

dos infartados (IAM) sem tratamento. Ocorre que nao sabemos os limites inferiores
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de PAM em ratos SHR que poderiam afetar a autorregulacdo cerebral nessa
espécie animal. Decorre dessa observacao, a ideia de que a queda na PAM pode
ter tido influéncia sobre a reducdo na captacdo nos animais dos 2 grupos
infartados. Os componentes pulsateis da pressdo arterial também séo de
importancia, sendo objeto de estudo nos ultimos anos (125,126,127). A onda de
compressdo direta (para a frente) [FCW, Forward Compression Wave], nao
avaliada em nosso estudo, € gerada a partir da contracéo do ventriculo esquerdo e
é transmitida para a aorta e para 0s vasos cetrvicais e cefalicos. E a onda dominante
na aorta e na caroétida, sendo transmitida para os vasos pequenos do cérebro. Essa
onda promove uma aceleracdo do sangue nos vasos, resultando em aumento da
velocidade de fluxo e pressdo durante a sistole (128). Pode-se assim levantar a
hipétese de que, no nosso estudo, atransmissdo dessa onda de compressao direta
de alta velocidade esteja diminuida vis-a-vis a queda nos valores pressoricos;
prejudicando o fluxo nos pequenos vasos cerebrais, causando um efeito redutor no
metabolismo da glicose. Um efeito restaurador na captacdo global ndo foi
observado com o uso da piridostigmina, apesar da melhora da disfunc¢éo sistélica e
diastolica nos ratos infartados.

Ainda no nosso estudo, a captacao da glicose mostrou-se significantemente
diminuida em 9 regides cerebrais dos ratos infartados (IAM) e em 5 &reas dos ratos
infartados que receberam piridostigmina (IAM+PI). As 9 regifes cerebrais no grupo
IAM foram: cérebro global, Nucleus accumbens E, Nucleus accumbens D,
Hipotalamo E, Hipotalamo D, Bulbo, Amigdala E, Cortex entorrinal E e Olfatorio E.
As 5 regides cerebrais no grupo IAM+PI que mostraram diminuicédo na captacdo da
glicose foram: cérebro global, Nucleo Accumbens E, Hipotalamo E, Hipotalamo D e

Bulbo). Fazendo o exercicio de agrupar essas regides em um sistema, esse seria
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o sistema limbico. Teriamos como componentes especificos desse sistema o
Nucleus accumbens [f:estrutura integradora de informacdo na mediacdo de
comportamentos direcionados] (129) e a amigdala [f: papel na resposta emocional,
papel integrador nas atividades comportamentais, vegetativas e enddcrinas dos
animais em sua relacdo com o ambiente] (130). As outras regifes, ndo sao
estritamente componentes do sistema limbico, mas séo conectadas funcional e/ou
anatomicamente com o mesmo — o cortex entorrinal [f: memoria: codificacdo do
tempo e sua ligacéo a eventos (131);1/3 de suas aferéncias € proveniente do cortex
olfatério (132); o hipotalamo [f: integrador de respostas autonémicas, endocrinas e
sono para homeostase e adaptacao] (133); controle heddnico do apetite (134), e o
cortex olfatério [f: processamento da informacdo odorifera via receptores,
convergéncia axonal de neurdnios que expressam determinados receptores
odoriferos, que resultam na formacao de mapas de odores no bulbo olfatério e no
cortex] (135); Tradicionalmente, as areas olfatérias cerebrais séo a area neocortical
e a area limbica, esta ultima substrato do componente afetivo do odor (136). O
namero de conexdes anatbmicas e funcionais entre cada uma dessas regides é
muito grande (137). O sistema limbico dos vertebrados (roedores e humanos
incluidos) é essencial para a sobrevivéncia, uma vez que controla/regula
comportamentos inatos (agressdo, acasalamento, reacdes de defesa) e respostas
a estimulos de importancia emocional, social, motivacional. Especificamente em
roedores, a ativacdo da circuitaria limbica tem inicio com a estimulacdo sensorial
proveniente da via olfatoria, sendo em seguida processada primariamente pela
amigdala e pelo hipotalamo (138). Sabidamente, o IAM torna o sistema limbico

vulneravel a apoptose(139,140,141).
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Com base no que foi exposto, podemos afirmar que o0 nosso estudo
evidenciou, com a utilizacdo de 18F-FDG PET-scan, uma reducéo estatisticamente
significante na captacédo de glicose em 9 areas limbicas de ratos infartados sem
tratamento. Nesse grupo, uma assimetria na captacdo pode ser observada, uma
vez que a amigdala E, o Cortex entorrinal E e o Cortex olfatério E ndo exibiram o
mesmo fenbmeno nas estruturas correspondentes do lado direito. Nos ratos
infartados com tratamento (IAM+Pl), das 9 éareas limbicas que se mostravam
hipocaptantes nos ratos infartados sem tratamento, apenas 5 mostraram reducao
na captacao de glicose. Ou seja, ratos em uso de piridostigmina mostraram menos
regides com captacdo reduzida do que os infartados, o que pode indicar um efeito
protetor ndo uniforme do farmaco.

Nos parametros hemodinamicos, os valores da presséao arterial sistélica, da
pressédo arterial diastélica e da pressao arterial média foram menores nos grupos
infartados (IAM e IAM+PI) quando comparados ao grupo Sham, evidenciando um
efeito hipotensor do infarto; nenhuma diferenga, no entanto, foi observada na
comparacao entre o grupo tratado e o grupo néao tratado (IAM+PI vs IAM). A FC néo
apresentou diferencas intergrupos. Efeitos terapéuticos da piridostigmina sobre
parametros e cronotrépicos provocados pelo IAM néo foram observados.

A hipotensdo observada imediatamente depois de um IAM por causa do
comprometimento do desempenho cardiaco € um dado consistente em outros
estudos com ratos (18,142). Em um estudo recente (27),uma PAD elevada,
verificada no grupo de ratos infartados sem tratamento, teve seu valor reduzido no
grupo de ratos infartados que tomaram piridostigmina, aproximando os ratos desse

altimo grupo aos ratos do grupo Sham.
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Com relacdo aos parametros autonémicos (VFC), os resultados obtidos no
nosso estudo foram de carater comprobatorio: em seguida ao 1AM, ocorre um
desequilibrio no balanco autonémico, caracterizado por um aumento da atividade
simpatica e um decaimento na atividade parassimpatica (27,69,16,143); a
piridostigmina promove efeitos autonémicos, evidenciados pelo aumento da
atividade vagal melhorada por uma inibicdo de cerca de 40% da atividade da
acetilcolinesterase (27,28).

No dominio do tempo, a medida primaria para estimativa das alteracdes mediadas
pelo vago a RMSSD aumentou no infarto tratado versus o infarto nao tratado 1AM
mostrando um efeito robusto na modulacédo vagal pela piridostigmina, aumentando
a VFC.

Os resultados da VFC no dominio da frequéncia mostram que o grupo IAM+PI
apresentou valores significantemente mais altos na banda LF (nu) e na banda HF
(nu) em comparagédo aos grupos Sham e IAM, ou seja, aumentou as atividades
simpética e parassimpatica, ao mesmo tempo em que trouxe o balanco
simpatovagal para valores semelhantes ao do grupo Sham. Interessante notar o
efeito parassimpatico e simpatico da piridostigmina, apesar de maior no
parassimpatico, como esperado. O calculo do barorreflexo pelo indice-ALFA
mostrou valores mais altos na sensibilidade do barorreceptor nos ratos tratados
com piridostigmina, o que pode indicar um ajuste diferencial do papel autonémico
mediado pela droga, tal qual ocorre apds sessdes de exercicio fisico (144,145).
Pode-se aventar também um ganho na atividade vagal do nervo depressor aortico
promovido pela inibicdo da acetilcolinesterase.

A VARPAS (variabilidade da pressao arterial sistdlica) mostrou valores diminuidos

nos ratos infartados dos 2 grupos em relagdo aos do grupo Sham, sem a
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observacéao de efeito da piridostigmina sobre essa variavel. Isto talvez se deva ao
fato de que o componente BF, tido como modulador simpatico vascular (146) nao
ter sofrido o efeito da estimulacao farmacologica.

A avaliacdo do miocardio com ecodopplercardiografia mostrou um

comprometimento morfolégico causador de disfuncéo sistolica e diastélica do VE.
As variaveis diametro, volume e area, com valores aumentados nos ratos
infartados, foram atenuadas nos ratos sob tratamento. A disfuncédo sistdlica foi
evidenciada por uma reducéo significante na VE FAC% no rato infartado sem
tratamento; este efeito, no entanto, foi compensado nos ratos tratados com
piridostigmina. A disfuncao diastdlica, evidenciada por um aumento nos nimeros
da razéo E/A nos ratos infartados, foi corrigida nos animais tratados, com os valores
da razdo E/A chegando a niveis similares aos ratos do grupo Sham. Portanto, foi
constatado um efeito protetor da droga sobre a disfuncéo sistdlica e diastolica
ventricular esquerda, otimizando o miocardio. A questdo da disfunc&o ventricular
que se segue a lesdo causada pelo infarto, estd associada e tem implicacdes no
processo de remodelacdo miocardica, via estimulos hemodindmicos e neuro-
hormonais que, com o tempo, produzem alteracbes cardiacas piorando a
insuficiéncia cardiaca (147,148).
Talvez seja possivel que a manutengdo do tratamento com piridostigmina por um
tempo maior que 7 dias possa resultar numa melhora sustentada sobre os
parametros ecocardiogréaficos das fungdes sistdlica e diastélica em ratos infartados
(28).

No PET-scan miocéardico, ndo foram observados resultados apontando
diferencas intergrupos nos animais estudados. Uma diminuicdo na captacao

miocardica do tracador foi observada nos ratos infartados, porém sem relevancia
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estatistica, com os valores voltando a aumentar nos animais que usaram
piridostigmina, com padrao discreto de uma curva em “u” na variavel LAD (artéria
coronaria descendente, a artéria onde o rato sofreu a inducéao do infarto, com os
valores 3,1 [Sham], 2,4 [IAM] e 2,7 [IAM+PI]. Isto indica a presenca de um
fendbmeno biologico sem a correspondéncia estatistica esperada. Ndo sabemos
explicar esse fendmeno. Apenas, apoiados em dados da literatura (149) sugerir
uma explicacdo: as analises dos SUVs, no estudo citado, mostraram um
metabolismo aumentado no ventriculo esquerdo nédo infartado de ratos SHR,
guando comparados a ratos WKY. Ratos SHR sem tratamento anti-hipertensivo
evoluem para o padrao classico de cardiomiopatia hipertensiva (espessamento da
parede ventricular esquerda, aumento de colageno e aumento na utilizacdo de
glicose) (149). Também em um estudo recente, foi observado um aumento na
captacdo de glicose em SHRs, com os autores afirmando que a sobrecarga
pressorica cardiaca crbnica causa alteracdes metabodlicas e aumento na captacéo
de glicose (150). Portanto, esses ratos apresentam um metabolismo miocéardico
energético da glicose aumentado. O que nos leva a perguntar se, devido a esse
metabolismo basal de glicose aumentado, ratos SHR (e que esté associado a niveis
mais elevados de captacéo de glicose), nao teriam, mesmo sendo infartados, uma
reducdo na captacdo insuficiente para mostrar um resultado estatisticamente
significante?
Em humanos, estudos apontam que o aumento no metabolismo da glicose na
doenca cardiaca inicial € um mecanismo adaptativo protetor, um remodelamento
metabdlico associado a insuficiéncia cardiaca (151).

A expressao génica dos genes avaliados no nosso estudo permitiu observar

a auséncia de um quadro inflamatorio relevante nos ratos infartados. Apesar do
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achado chamar a atencgao, ha estudos que “falharam” em mostrar alteragdes de
citocinas plasmaticas apos dano cardiaco (152,153); essa observacéo, no entanto,
nao exclui que tais marcadores inflamatérios ndo estejam elevados em momentos
diferentes. Devemos lembrar também que as citocinas sdo moléculas moduladoras
da inflamacdo aguda e crbnica, as vezes com uma interacdo aparentemente
contraditoria (37). Ao mesmo tempo, pudemos observar um quadro inflamatorio
patente nos ratos infartados tratados com piridostigmina, caracterizado por valores
aumentados na expressao génica de citocinas do VE no 7° dia de infarto, com
valores estatisticamente significantes nas citocinas pro-inflamatorias IL-6, I-17A e
TNF-a e na citocina anti-inlamatoria IL-10 (IAM+PI vs IAM). Isto coloca de imediato
uma questdo: o painel inflamatério de expressdo génica foi induzido pela
piridostigmina? poderia sugerir um efeito facilitador (?) da piridostigmina na
expressao génica? A piridostigmina, no entanto, é sabidamente uma droga de acao
periférica. A questdo sobre a possibilidade da piridostigmina atravessar a barreira
hematoencefélica (BHE) e atuar no cérebro em situacdes de estresse foi aventada
h& uns 20 anos atras, mas a suposta inibicdo da colinesterase néao foi reproduzida
experimentalmente (154). No mesmo trabalho, os autores afirmam que n&o a
piridostigmina, mas a fisostigmina, foi indutora de uma diminui¢cdo na colinesterase
cerebral em todos os experimentos. Essa questdo é de suma importancia no nosso
estudo, pois também hé referéncias de que a piridostigmina, em condi¢cdes onde a
BHE seja disfuncional (possivel em ratos SHR), possa chegar ao SNC, provocar
alteracdes na excitabilidade cortical e levar a alteragdes na expresséo génica (155).

A quantidade de estudos na area cardiovascular envolvendo perfis de
expressao génica tem crescido muito (156). No contexto do infarto agudo do

miocardio e seu reparo, a importancia da expressao génica de citocinas no tecido
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cardiaco tem papel de grande importancia, uma vez que um desequilibrio entre
citocinas pré e anti-inflamatorias sdo determinantes no processo de cicatrizacédo e
remodelamento do miocardio infartado (7). Logo depois do infarto, sdo geradas,
além de quimiocinas, citocinas pré-inflamatérias com papel chave na regulacdo da
resposta inflamatoria, tais como IL-1, TNF, IL-6, and IL-18 (157). Por outro lado, o
paradigma de que citocinas e quimiocinas pioram a lesdo isquémica e o
remodelamento ventricular é conflitante com estudos que mostram uma resposta
cardioprotetora desses mediadores (158). Portanto, a polarizacédo existente entre
“‘bom” e “ruim” na resposta inflamatoéria deve ser relativizada.

A IL-17 promove o remodelamento ventricular depois do IAM e sua presenca
aumentada agrava as fases aguda e tardia do mesmo, via apoptose de
cardiomidcitos (159). Por outro lado, ha estudos onde niveis aumentados de IL-17
estariam associados a uma melhor evolugdo cardiovascular, diminuindo a
mortalidade (160,161). A IL-6 € uma citocina produzida localmente logo no inicio do
processo inflamatério em resposta a injurias teciduais (162). O TNF-q,
basicamente de efeito pro-inflamatério, promove adesividade celular leucocitaria
(neutréfilos, mondcitos e linfécitos) mediante 0 aumento na expressdo de
receptores de superficie endoteliais, com um papel reconhecidamente importante
no infarto do miocéardio. E uma citocina gerada em grande quantidade no miocardico
logo depois do infarto, capaz de ativar outras citocinas como IL-1 e IL-6, com papel
fundamental na resposta tecidual inflamatdria; além disso, o TNF-a exibe um fator
preditivo (163). Uma particularidade biologica do TNF-a de grande interesse no
nosso estudo, € a diversidade de vias de sinalizacdo que mudam em diferentes
momentos, ndo so no infarto, como também na insuficiéncia cardiaca (164). Dai o

interesse em drogas antagonistas de TNF-a. Dentre as moléculas que possuem um
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efeito primordial no controle da resposta inflamatoria, a IL-10 € uma das mais
potentes e significantes, com efeito imunossupressor que regula a geracdo de

citocinas pro-inflamatorias como TNF-a, IL-6 e IL-12 (165).

6. CONCLUSAO

Basicamente e com interesses em sua aplicabilidade clinica, esse estudo
procurou investigar os possiveis efeitos terapéuticos da piridostigmina na
inflamacdo (modulacdo do reflexo anti-inflamatério vagal sistémica e local) e na
funcdo miocardica (melhora da funcédo cardiaca) em ratos SHR submetidos a IAM.
Tratou-se também de investigar, com o uso de imagens de PET-scan 18-FDG, o
guanto o metabolismo energético de glicose miocardico e cerebral estariam
afetados nesses animais. Observando-se conjuntamente diversos parametros
envolvendo diferentes sistemas, poder-se-ia obter uma resposta a pergunta: a
piridostigmina, um anticolinesterasico de acéo periférica, atenuando os efeitos
deletérios provocados pela inducdo de infarto agudo do miocardio, melhoraria
também o metabolismo cerebral representado por um aumento na captacédo de
glicose ao PET-scan? O tratamento com 7 dias de piridostigmina causou
significativa melhora em diversos parametros morfofuncionais do coracdo. Os
achados mais marcantes do estudo sédo: a) uma assimetria na captacéo de glicose
por estruturas/regides cerebrais associadas ao sistema limbico: areas cerebrais
que mostraram redugdo no metabolismo energético da glicose em ratos infartados,
nao apresentaram o mesmo fendmeno nos ratos infartados que receberam
piridostigmina; b) um aumento na expressdao génica de mRNA de citocinas do

ventriculo esquerdo, tanto com perfil pré- quanto anti-inflamatério. Tais resultados
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sugerem que a piridostigmina tem efeitos sobre o metabolismo energético da
glicose cerebral e sobre a expressédo génica de citocinas cardiacas. Estudos futuros
que utilizem a piridostigmina no infarto do miocardio podem endossar a escolha
dessa droga como forma de tratamento de uma condicdo que afeta diferentes

sistemas bioldgicos.
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