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RESUMO

Silva AO. Efeito do tratamento com metotrexato associado a nanoparticula lipidica, LDE,
sobre as alteracOes cardiovasculares em ratos com hipertensdo arterial sistémica

espontanea [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2026.

Introducdo: A hipertenséo arterial sistémica (HAS) esta associada com a hipertrofia e a
fibrose no ventriculo esquerdo que sdo fundamentais na génese da disfuncdo ventricular.
A incorporacdo do quimioterdpico metotrexato (MTX), um inibidor do &cido félico, em
nanoparticulas lipidicas (LDE) aumenta acentuadamente a captacdo celular e diminui a
toxicidade do MTX. A associacdo LDEMTX mostrou potente efeito anti-inflamatdrio e
anti-proliferativo em modelos experimentais de coelhos com aterosclerose e de artrite.
Em ratos com inducéo de infarto agudo do miocérdio, a LDEMTX reduziu o tamanho do
infarto e a disfuncédo do ventriculo esquerdo. Assim, o tratamento com a LDEMTX pode
ser promissor na prevencdo do remodelamento cardiaco que ocorre na HAS. Obijetivo:
Avaliar se a LDEMTX pode prevenir o surgimento de alteracdes cardiacas da HAS no
modelo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Métodos: Ratos machos com 6
semanas de idade foram estudados em 4 grupos (n=67): Controle (CT): ratos Wistar-
Kyoto que receberam injecdes com solugéo salina; SHR-LDE: SHR tratados apenas com
LDE; SHR-MTX: SHR tratados com MTX comercial (0,63mg/Kg/semana) e SHR-
LDEMTX: SHR tratados com LDEMTX (1mg/Kg/semana, I.P.). A medicdo indireta da
pressdo arterial (PA) foi realizada antes e apds as 20 semanas do inicio do tratamento.
Apb6s o tratamento, foi realizada a avaliagdo da hemodindmica, bem como, a
ecocardiografia, morfometria, expressdo proteica e génica no ventriculo esquerdo.
Resultados: Em comparacdo ao grupo CT, todos os grupos SHR apresentaram valores
mais elevados de pressdo arterial sistélica (PAS) no periodo basal, demonstrando
homogeneidade entre os grupos hipertensos. Ap6s 20 semanas, 0s animais SHR-LDE
apresentaram aumento da PAS, diastélica (PAD) e média (PAM), em comparacéo ao CT.
Os tratamentos com LDEMTX ou com MTX ndo modificaram esses parametros. Na
avaliacdo autonémica, o grupo SHR-LDE apresentou aumento da modulagdo simpaética
cardiaca (1BF-IP em unidades normalizadas), reducdo da modulacdo parassimpatica
cardiaca (| AF-IP em unidades normalizadas) e aumento da modulagéo simpatica vascular
(1BF-PAS) em relagdo ao CT. O tratamento com LDEMT X néo alterou esses parametros,
enguanto 0 MTX comercial manteve os componentes AF-IP e BF-IP semelhantes aos do
grupo CT, apesar da persisténcia da hipertensdo. A ecocardiografia mostrou que 0s
animais SHR-LDE apresentaram dilatacdo ventricular (aumento dos diametros sistolico
e diastélico do ventriculo esquerdo) e disfuncao sistolica (reducdo das fracdes de ejecdo
e de encurtamento) em comparacdo ao CT, sem efeito dos tratamentos com LDEMTX ou
MTX. Na avaliagdo da fibrose ventricular, os animais SHR-LDE apresentaram maior
fracdo de volume de colageno (FVC) nas regides intersticial do ventriculo esquerdo,
acompanhada de maior expressdo de colageno tipo I. Tratamento com LDEMTX reduziu
a FVC na regido intersticial, possivelmente pela redugdo da expressdo de colageno do
tipo I, ao passo que o tratamento com MTX aumentou a FVC nas regides subendocardica
e intersticial. Além disso, o grupo SHR-LDE apresentou presenca de hipoxia miocardica,
caracterizada por aumento da expressao de HIF-3a e redugdo da expressdo de ECA2. O
tratamento com LDEMTX reduziu a hipdxia ventricular (|HIF-3a), promoveu
angiogénese (TVEGF), aumentou a expressdo de ECA2 e elevou a biodisponibilidade
intracelular de adenosina por meio do aumento da expressdao do receptor A2B de



adenosina. Observou-se correlagdo positiva entre a expressdo de HIF-3a e a fibrose
intersticial (r=0,470; p=0,021), bem como entre as expressoes proteicas de VEGF e ECA2
(r=0,952; p<0,0001). Além disso, foi identificada correlacdo negativa entre as expressoes
de VEGF e HIF-3a (r=-0,580; p=0,04). Concluséo: O tratamento com LDEMTX néo
alterou a PAS, a modulacao autondmica cardiaca e vascular, a dilatacdo ventricular ou a
disfuncdo sistolica. No entanto, o tratamento com LDEMTX apresentou efeito
antifibrotico no ventriculo esquerdo, associado a modulagdo da expressdo de ECA2 e
VEGF e a reducdo da hipoxia miocérdica, sugerindo potencial protecdo contra a
insuficiéncia cardiaca. Além disso, demonstrou boa tolerabilidade, seguranca e auséncia
de toxicidade, indicando potencial para futuras aplicacOes terapéuticas.

Palavras-chaves: Hipertenséo arterial sisttmica. Nanoparticulas. Metotrexato. Fibrose.
Angiogénese. Adenosina.



ABSTRACT

Silva AO. Effect of treatment with methotrexate associated with the lipid nanoparticle,
LDE, on cardiovascular alterations in rats with spontaneous systemic arterial
hypertension [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sdo Paulo”;
2026.

Introduction: Systemic arterial hypertension (SAH) is associated with left ventricular
hypertrophy and fibrosis, which are key contributors to the development of ventricular
dysfunction. Incorporation of the chemotherapeutic agent methotrexate (MTX), a folic
acid inhibitor, into lipid nanoparticles (LDE) markedly enhances cellular uptake while
reducing MTX toxicity. LDEMTX has demonstrated potent anti-inflammatory and
antiproliferative effects in experimental models of atherosclerosis and arthritis. In rats
with experimentally induced acute myocardial infarction, LDEMTX reduced infarct size
and improved left ventricular function. Therefore, LDEMTX treatment may represent a
promising strategy to prevent cardiac remodeling associated with SAH. Objective: To
evaluate whether LDEMTX prevents the development of cardiac alterations in
spontaneously hypertensive rats (SHR). Methods: Six-week-old male rats were allocated
into four groups (n = 67): Control (CT), Wistar-Kyoto rats receiving saline injections;
SHR-LDE, SHR treated with LDE alone; SHR-MTX, SHR treated with commercial
MTX (0.63 mg/kg/week); and SHR-LDEMTX, SHR treated with LDEMTX (1
mag/kg/week, intraperitoneally). Indirect blood pressure (BP) was measured before
treatment and after 20 weeks. At the end of the protocol, hemodynamic,
echocardiographic, morphometric, protein, and gene expression analyses were performed
in the left ventricle. Results: At baseline, all SHR groups exhibited higher systolic blood
pressure than the CT group, confirming homogeneity among hypertensive animals. After
20 weeks, SHR-LDE rats showed increased systolic, diastolic, and mean arterial pressure,
compared with CT. Neither LDEMTX nor MTX affected these parameters. Autonomic
evaluation showed increased cardiac sympathetic modulation (1LF-PI, normalized units),
reduced cardiac parasympathetic modulation (|HF-PI, normalized units), and increased
vascular sympathetic modulation (1LF-SAP) in SHR-LDE animals compared with CT.
LDEMTX did not modify these parameters, whereas commercial MTX preserved HF-PI
and LF-PI values similar to CT despite persistent hypertension. Echocardiography
demonstrated left ventricular dilation (increased systolic and diastolic diameters) and
systolic dysfunction (reduced ejection fraction and fractional shortening) in SHR-LDE
animals, with no improvement following MTX or LDEMTX treatment. SHR-LDE rats
also exhibited increased interstitial collagen volume fraction and higher type | collagen
expression. LDEMTX reduced interstitial collagen volume fraction, likely through
decreased type I collagen expression, whereas MTX increased collagen deposition in both
the subendocardial and interstitial regions. In addition, SHR-LDE animals showed
evidence of myocardial hypoxia, characterized by increased HIF-3a expression and
reduced ACE2 expression. LDEMTX attenuated ventricular hypoxia (JHIF-3a),
promoted angiogenesis (1 VEGF), increased ACE2 expression, and enhanced intracellular
adenosine bioavailability by upregulating the A2B adenosine receptor. A positive
correlation was observed between HIF-3a expression and interstitial fibrosis (r = 0.470;
p = 0.021), as well as between VEGF and ACE2 protein expression (r = 0.952; p <
0.0001). A negative correlation was also found between VEGF and HIF-3a expression (r



= —(0.580; p = 0.04). Conclusion: LDEMTX treatment did not affect systolic blood
pressure, cardiac and vascular autonomic modulation, ventricular dilation, or systolic
dysfunction. However, it exerted a marked antifibrotic effect in the left ventricle,
associated with modulation of ACE2 and VEGF expression and attenuation of myocardial
hypoxia, suggesting a potential protective role against the development of heart failure.
Furthermore, LDEMTX demonstrated good tolerability, safety, and no detectable
toxicity, supporting its potential for future therapeutic applications.

Keywords: Hypertension. Lipid nanoparticles. Methotrexate. Fibrosis. Angiogenesis.
Adenosine.
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1. INTRODUCAO

1.1 Definicao e Epidemiologia da Hipertensdo Arterial Sistémica

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é uma doenca cronica ndo transmissivel definida
por niveis elevados da presséo arterial (PA), em que os beneficios do tratamento, seja ele ndo
medicamentoso ou medicamentoso, superam 0s riscos associados (McEvoy JW et al., 2024).
Segundo as Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, a HAS ¢ caracterizada pela presenca da
pressdo arterial sistélica (PAS) igual ou superior a 140 mmHg e/ou uma pressao arterial
diastélica (PAD) igual ou superior a 90 mmHg, desde que esses valores sejam obtidos com a
técnica correta e na auséncia de medicacdo anti-hipertensiva (Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2025).

Nos ultimos 30 anos, o numero de adultos com HAS, entre 30 e 79 anos, duplicou passando
de 650 milhdes para 1,3 bilhdes no mundo, de acordo com a primeira analise global abrangente
das tendéncias na prevaléncia, detecgéo, tratamento e controle da hipertenséo (NCD Risk Factor
Collaboration, 2021). Nos Estados Unidos, a HAS provoca cerca de 500.000 mortes anualmente
e gera um custo de por volta de US$ 131 a 198 bilhGes por ano ao pais, segundo os Centros de
Controle e Prevencdo de Doencas Norteamericano, (CDC, 2022). No Brasil, segundo o relatério
da Organizacdo Mundial de Satde (OMS), a prevaléncia de HAS é de 45% na populacdo adulta,
0 que equivale a um alarmante contingente de 51 milhdes de pacientes, sendo que 67% s&o
diagnosticados e apenas 33% estdo controlados (OMS, 2023). A taxa de mortalidade por HAS
atingiu o maior valor dos ultimos dez anos no Brasil, com a ocorréncia de 18,7 6bitos por 100
mil habitantes em 2021 e um custo anual de mais de R$ 2 bilhdes ao Sistema Unico de Saude
(Nilson et al., 2018; Brasil, 2023).
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1.2 Fisiopatologia

As causas da HAS ainda ndo sdao completamente compreendidas. Na maioria dos casos,
ndo se atribuem a uma Unica causa, caracterizando, assim, a hipertensdo priméaria ou essencial
que é responsavel por aproximadamente 95% dos casos (Reuter e Jordan, 2019). A HAS
primaria é o resultado de interacbes complexas entre fatores genéticos, ambientais e
comportamentais, tais como historico familiar, ingestdo excessiva de sodio, sedentarismo e
influéncias emocionais (Goodfriend e Lyerly, 2009). Se a HAS for causada por uma condicéo
conhecida como, por exemplo, aldosteronismo primério, feocromocitoma ou estenose da artéria

renal, ela € denominada hipertensdo secundaria (Rimoldi; Scherrer; Messerli, 2014).

A presséo arterial (PA) é determinada pelo produto do débito cardiaco e da resisténcia
vascular periférica (Elliott, 2007). A regulagdo dos niveis fisiologicos da PA é um processo
complexo que engloba uma interacdo multifacetada entre diversos componentes de um sistema
neuro-humoral integrado. Esse sistema envolve o sistema nervoso simpético (SNS), o
funcionamento da regulacdo da homeostase do sodio, do sistema renina-angiotensina-
aldosterona (SRAA), a funcdo dos peptideos natriuréticos e pelo endotélio, além do papel
importante do sistema imunoldgico. Qualquer disfuncdo ou desequilibrio em um desses
sistemas pode provocar, direta ou indiretamente, aumento na PA média, na sua variabilidade,
ou em ambos, ao longo do tempo (Figura 1). Tais alteracbes podem culminar em danos aos
6rgdos-alvo, como a insuficiéncia ventricular esquerda e a doenca renal cronica, contribuindo

para desfechos adversos em doengas cardiovasculares (DCVs) (Oparil et al., 2018).



24

SNS Peptideos Endotélio Sistema
Natriuréticos Imune
Ativagao Natriurese de presso - Manutengo do + Outras substancias
do SNS ¢ equilibrio de Na+ vasoativas Células anti-
e PA durante a * Sensibilidade ao sal inflamatdrias
e ol «_Ténus vascular
- = « Natriurese
Llhemcao_de » Vasodilatagdo
catecolaminas * Retengdo Na+ Oxido nitrico
t + Vasoconstrigdo l
T Al l Células pro-
| t[v{dade inflamatérias
simpética renal
Cronotropismo e l
lnotrqp\smo SRAA T PA
cardiaco e
EETTIED Angiotensina Il
»
AT AT2 Endotelina -1

Figura 1. Mecanismos da fisiopatologia da HAS. SRAA: Sistema Renina - Angiotensina - Aldosterona, PA:

Pressdo Arterial. SNS: Sistema Nervoso Simpatico. Fonte: Adaptado de Oparil et al., 2018.

1.2.1 Sistema Nervoso Simpatico

Na HAS, ocorre comprometimento do controle autondmico cardiovascular,
caracterizado pela reducdo da atividade parassimpatica e pelo aumento da influéncia simpatica
sobre o coracdo e a circulacdo periférica. Essa hiperatividade simpatica resulta da interacdo de
diversos mecanismos reflexos e nédo reflexos, contribuindo para o desenvolvimento e a
progressdo da HAS em diferentes estdgios da doenca, desde formas limitrofes até casos
moderados, graves e resistentes ao tratamento. Além disso, a ativacdo adrenérgica exacerbada
estd envolvida na fisiopatologia das alteragdes cardiometabolicas associadas a HAS,
favorecendo o surgimento de lesdes em 6rgaos-alvo ao longo da evolucéo clinica da doenca
(Grassi e Ram, 2016).

O sistema nervoso simpatico regula a PA influenciando funcionalmente a vasculatura,
0s rins e o coragdo. A fungdo simpética alterada esta firmemente estabelecida no
desenvolvimento, manutencdo e fisiopatologia de numerosas doencas cardiovasculares,
incluindo a HAS (Brody et al., 1991; Esler, 2000; Grassi; Bertoli; Seravalle, 2012). O aumento

na atividade do SNS também €é observado em pessoas com obesidade, especialmente em
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homens em comparacdo com mulheres, em individuos mais jovens em relagéo aos idosos, e em

pacientes com doenca renal avancada (Augustyniak et al., 2002; Augustyniak et al., 2010).

Estudos clinicos identificaram marcadores dessa hiperatividade simpatica, como o
aumento na liberagdo de catecolaminas e a atividade do nervo sural, avaliada por
microneurografia, at¢é mesmo em individuos normotensos com historico familiar de HAS
(Grassi et al., 1998; Smith et al., 2004). O estudo realizado por Mancia e colaboradores
evidenciou um aumento na atividade simpatica neural durante os estagios iniciais do
desenvolvimento da HAS (Mancia et al., 1993).

As catecolaminas interagem com os receptores adrenérgicos alfa (a) e beta (B). No
sistema cardiovascular, 0s receptores ol-adrenérgicos sdo importantes mediadores das
respostas do SNS, particularmente aqueles envolvidos na homeostase cardiovascular, como a
constricdo do musculo liso arteriolar (Grahan et al., 1996). J& os receptores B-adrenérgicos
promovem cronotropismo ¢ inotropismo positivo cardiaco (f1) e no rim a liberacao de renina
nas células justaglomerulares (f2) no rim (Neto; Rascado; Bendhack, 2006; Bortolotto e
Consolim-Colombo, 2009). Esses efeitos contribuem significativamente para o

desenvolvimento e a manutengéo da doenca (Fujita, 2014).

1.2.2 Regulacdo da homeostase de sédio

O sodio desempenha um papel essencial na regulacdo do volume sanguineo:
concentracgdes elevadas de sddio plasmatico promovem a retencdo de liquidos, o que resulta no

aumento do volume sanguineo e, consequentemente, da PA.

O consumo excessivo de sddio contribui para o desenvolvimento da HAS por aumentar
a retencdo de liquidos, resultando em expansdo do volume intravascular e elevacdo da pré-
carga, o que leva ao aumento do débito cardiaco. Além disso, a retencdo renal de sodio reforca
esse mecanismo ao favorecer a manutencdo da expansdo volémica e do aumento do débito
cardiaco. Paralelamente, mecanismos independentes do volume também desempenham papel
importante na elevacdo da pressdo arterial, incluindo os efeitos da angiotensina Il sobre o
sistema nervoso central, que estimulam respostas pressoras, e 0 aumento da atividade do SNS,

contribuindo para a manutencdo da HAS (Khoury e Ratchford, 2018).
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Em individuos normotensos, o aumento de sodio na dieta desencadeia ajustes
hemodindmicos compensatorios para manter a PA estavel. Essas adaptacdes incluem a
diminuicdo da resisténcia vascular renal e periférica, juntamente com um aumento na producéo
de oxido nitrico (NO), um composto vasodilatador, pelo endotélio vascular. Contudo, a
auséncia ou a limitacdo dos efeitos do NO, como na disfuncdo endotelial, podem levar ao
aumento da PA (Feng; Italia; Sander, 2017).

A disfuncéo endotelial representa um fator de risco no desenvolvimento da sensibilidade
ao sodio e, consequentemente, no surgimento da HAS. A sensibilidade ao sal refere-se a um
consideravel aumento na PA apds a ingestdo de uma carga de sédio superior a 5g (Rust e
Kmekcioglu, 2017). Essa sensibilidade é marcada por um aumento na PAS de, pelo menos, 10
mmHg algumas horas ap6s o consumo. Individuos sensiveis ao sal muitas vezes apresentam
disfuncédo endotelial subjacente, influenciada por fatores genéticos ou ambientais (MacGregor,
2001).

Diante de uma elevada carga de sal, esses individuos costumam demonstrar um aumento
na produgdo do fator transformador de crescimento B (TGF-f), o que amplia o risco de fibrose,
estresse oxidativo e reducao da biodisponibilidade do NO. Mesmo em individuos considerados
resistentes ao sal, a ingestéo cronica elevada de sal pode levar a disfuncéo endotelial (He et al.,
2020).

1.2.3 Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona

O SRAA ¢ encontrado em nivel celular em vérios 6rgaos e desempenha um papel
fundamental na regulacéo da PA, influenciando diversos processos fisioldgicos. A renina junto
com seu precursor pro-renina sdo sintetizados e armazenados nas células justaglomerulares do
rim, sendo liberados em resposta a diversos estimulos (Varagic et al., 2014). A funcao
primordial da renina € clivar o angiotensinogénio para formar a angiotensina I. Posteriormente,
a enzima conversora de angiotensina 1 (ECAL) converte a angiotensina | em angiotensina Il
(Dandona et al., 2007). A angiotensina Il interage com os receptores do tipo 1 (AT1), que
desempenha um papel central no desenvolvimento da HAS, e do tipo 2 (AT2), que possui agdes

opostas ao receptor AT1 (Riet et al., 2015).
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O receptor AT1 estd amplamente distribuido em diversos tipos de células incluindo coracao,
rins, vasos, glandulas adrenais e pituitarias (Allen e Mendelsohn, 2000). No coragdo a interagéo
da angiotensina Il com o receptor AT1 esta associada com aumento do inotropismo e
cronotropismo (Wollert e Drexler, 2000); nos rins com 0 aumento da reabsor¢do de sédio no
tubulo proximal (Hiranyachattada et al., 1996); no sistema nervoso central estimula a &rea
rostral ventrolateral do bulbo (&rea pressora) (Andreatta et al., 1988) e facilita a liberacdo de
noradrenalina pelas terminagdes nervosas simpaticas exercendo uma comunicacéo de feedback
positivo entre sistema nervoso simpatico e sistema renina-angiotensina, sendo que estas agdes
se reforcam mutuamente (Fagard et al., 1995). J& nos vasos promove a proliferagdo de células
musculares lisas promovendo a vasoconstricdo. Além disso, essa interacdo da angiotensina Il
com o receptor AT1 induz a sintese e liberacdo de aldosterona pela glandula adrenal (Campell;
Brooks; Pettinger, 2015). Em estados patogénicos a ativacdo do receptor AT1 esta associada a
disfungdo endotelial, além de ter efeitos pro-fibréticos e pré-inflamatorios, principalmente
devido ao aumento do estresse oxidativo. Esse quadro resulta em lesdes renais, cardiacas e
vasculares, estando intimamente ligado aos danos nos 6rgdos-alvo na HAS (Dandona et al.,
2007).

O receptor AT2 € expresso principalmente em tecidos fetais e a expressdo diminui na idade
adulta (Carey et al., 2000). Em adultos, é distribuido no coracdo, nos rins, nas glandulas
adrenais e no cérebro (Tsutsumi e Saavedra et al., 1991; Ozono et al., 1997; Wang et al., 1998).
O receptor AT2 medeia os efeitos opostos e protetores da angiotensina Il através do receptor
AT1. Essas acdes inibem a inflamacdo, a fibrose e o fluxo simpético central e promovem a

vasodilatacéo e a natriurese (Naito et al., 2010; Namsolleck et al., 2014).

A enzima conversora de angiotensina 2 (ECAZ2) surgiu como um modulador importante na
fisiopatologia da HAS, doencas cardiovasculares e renais, devido a sua fungdo na
metabolizacdo da angiotensina Il em angiotensina-(1-7) (Gurley et al., 2003). Esta ltima induz
vasodilatacdo sistémica e regional, diurese e natriurese, e exerce efeitos antiproliferativos e
anti-inflamatérios em varias células (Santos et al., 2003). Além disso, apresenta efeitos
protetores para o coracdo e os rins, mediados pelo receptor Mas do proto-oncogene, por meio
da inibicao de diversas vias de sinalizacdo, incluindo proteinas quinases ativadas por mitdgeno
(MAPK), fosfatidilinositol-3-quinase — ptoteina quinase B (PI3K - AKT), NADPH oxidase,
TGF-B, o receptor do fator de crescimento epidérmico e atividade do fator nuclear kappa B
(NF-xB) (Varagic et al., 2003; Ferrario, 2011; Zimmerman e Burns, 2012).
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A aldosterona desempenha um papel importante na hipertensdo ao ligar-se ao receptor
mineralocorticoide que incluem a ativagdo do canal de sddio sensivel a amilorida, conhecido
como canal de sodio epitelial e resultam na estimulacéo da reabsorcdo renal de Na+ no ducto
coletor cortical (Zhou e Bubien, 2001). Ademais, a aldosterona promove a proliferacdo de
células musculares lisas vasculares, deposicdo de matriz extracelular vascular, fibrose e
aumento do estresse oxidativo que contribuem para a disfungdo endotelial, vasoconstri¢éo e

hipertensdo arterial (McCurley e Jaffe, 2012).

1.2.4 Peptideos natriuréticos

Os peptideos natriuréticos, como o peptideo natriurético atrial (ANP) e o peptideo
natriurético cerebral (BNP), atuam na regulacdo da sensibilidade ao sédio. Eles exibem
propriedades significativas de eliminacdo de sdédio e vasodilatagdo, contribuindo para a
manutencdo do equilibrio de sddio e na PA durante a exposicdo a cargas de sodio (Kerkela et
al., 2015). Apos a sobrecarga de sddio, o estiramento dos atrios e ventriculos desencadeia a
liberacdo do ANP e BNP, respectivamente, resultando em vasodilatacéo sistémica e na reducéo
do volume plasmético (transferéncia de fluido do compartimento intravascular para o
intersticial), levando a diminuicdo da PA (Curry, 2005). Esses peptideos natriuréticos
aumentam a taxa de filtracdo glomerular, modulando o ténus arteriolar eferente em estados de
volume aumentado, e inibem a reabsorcdo de sodio nos rins por meio de efeitos diretos e
indiretos. Os efeitos diretos incluem a reducdo da atividade da Na*™-K*-ATPase e do
cotransportador sodio-glicose no tdbulo proximal, além da inibi¢do do canal epitelial de sddio
no néfron distal. Enquanto os efeitos indiretos compreendem a inibicao da liberacdo de renina
e aldosterona (Woodard e Rosado, 2008).

A deficiéncia de corin, uma serina protease presente no coragdo que converte 0s
precursores inativos (pr6-ANP e pro-BNP) em suas formas ativas, foi associada a sobrecarga
de volume, insuficiéncia cardiaca e hipertensdo sensivel ao sédio (Armaly et al., 2013). Além
disso, foi mostrado também que os niveis de pro-ANP sdo significativamente reduzidos em

pacientes hipertensos com sindrome metabolica (Rubatto et al., 2007).
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1.2.5 Endotélio

O endotélio atua na regulacdo do ténus vascular e na sensibilidade ao sodio,
principalmente por meio da liberacdo de NO. As células endoteliais sdo responsaveis pela
producdo de varias substancias vasoativas, sendo o NO o principal na regulacdo da PA (Sandoo
et al., 2013). Ele ¢é continuamente liberado em resposta ao estresse de cisalhamento induzido
pelo fluxo sanguineo, promovendo o relaxamento do musculo liso vascular através da ativacao
da guanilato ciclase e da geracdo de monofosfato de guanosina ciclico intracelular. Qualquer
interrupgdo na producdo de NO, geralmente mediada pela inibigdo da NO sintase endotelial
expressa constitutivamente, resulta na elevacdo da PA e no desenvolvimento da HAS,
fendmeno observado tanto em modelos animais quanto em seres humanos (Vapaatalo;
Mervaala; Nerminin, 2000; Spieker; Flammer; Lusher, 2006). Estudos em humanos tém
evidenciado a redugéo da producdo de NO em todo o corpo em pacientes hipertensos quando

comparados a individuos normotensos (Panza et al., 1993; Ayub et al., 2011).

Além do NO, as células endoteliais também secretam uma gama de outras substancias
que regulam o tbénus vascular, incluindo vasodilatadores como a prostaciclina e fatores
hiperpolarizantes derivados do endotélio, assim como vasoconstritores como a endotelina-1
(ET-1), angiotensina Il gerada localmente, tromboxano A2 e prostaglandina A2. A ET-1, um
potente vasoconstritor, ativa seus receptores ET-A no musculo liso vascular (Kohan et al.,
2014). Outras substancias vasodilatadoras, provenientes de diferentes tipos celulares, como o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina, a adrenomedulina e a substancia P, agem
principalmente aumentando a liberacdo de NO pelas células endoteliais (Serrano-Ponz et al.,
2016). O equilibrio entre esses diferentes fatores, juntamente com o NO e a ET-1, determina o
efeito global do endotélio no tonus vascular. Embora os niveis circulantes de ET-1 ndo
apresentem um aumento consistente na HAS, existe uma tendéncia a amplificacdo da
sensibilidade aos efeitos vasoconstritores e hipertensivos da ET-1 em individuos hipertensos
(Lazich e Bakris, 2011). Os antagonistas dos receptores ET-A tém demonstrado reduzir ou
anular a hipertensdo em modelos experimentais e mostraram-se eficazes na reducdo da PA em

seres humanos (Guo et al., 2018).
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1.2.6 Inflamacéo e Sistema Imune

Diversos estudos recentes tém mostrado um papel importante da inflamagédo e do
sistema imune na patogénese da HAS (Didion, 2017; Zhang et al., 2023; Xu et al., 2023). As
citocinas desempenham um papel central na formacdo de uma camada arterial neointima
reduzindo o didmetro dos vasos de resisténcia, como as pequenas artérias e arteriolas essenciais
na regulacdo da PA. Elas também estimulam a fibrose vascular, aumentando a resisténcia dos
vasos e sua rigidez (De Ciuceis et al., 2005). Ademais, Xu e colaboradores mostraram uma
correlacdo positiva entre o indice de inflamagdo imunoldgica sistémica e a HAS (Xu et al.,
2023)

As respostas imunes adaptativas através de células T também tém sido associadas a génese
da HAS e aos danos aos 6rgdos-alvo (Rodriguez, 2016; Harrsison e Berstein, 2018). As células
T expressam receptores AT1 e medeiam a HAS dependente de angiotensina Il (Rodriguez,
2016). Foi demonstrado que a deplecao de linfécitos maduros melhorou a hipertenséo e a lesdo
renal resultante de uma dieta rica em sal em ratos Dahl salt-sensitive (Mattson et al., 2013).
Anormalidades tanto nas células T pré-inflamatérias (TH17) quanto nas células T reguladoras
estdo implicadas em danos a 6rgdos-alvo induzidos pela HAS, pois regulam 0s processos
inflamatdrios no rim e na vasculatura que estdo subjacentes a doenca renal induzida pela

hipertensdo (Harrison e Berstein, 2018).

As células T reguladoras liberam fatores soltveis, como IL-10 e IL-35, que exibem
propriedades anti-inflamatdrias e estudos mostraram que essas células, tem um papel na
reducdo da PA (Shevach, 2009, Schiffrin, 2014, Taylor et al., 2019). O aumento da PA induzido
pela aldosterona em camundongos, a disfuncdo endotelial, o estresse oxidativo e a infiltracdo
da aorta e do rim com células imunes foram atenuados pela transferéncia adotiva de células T
reguladoras (Kasal, et al., 2012). Além disso, a transferéncia dessas células isoladas de
camundongos normotensos para camundongos hipertensos reduziu significativamente a PA e
melhorou o relaxamento dependente do endotélio nas arteriolas coronérias (Kassan et al., 2011).
Um estudo identificou que mondcitos de pacientes com HAS essencial sdo pré-ativados,
produzindo maiores quantidades de interleucinas-1p (IL-1B), TNF-a e interleucinas-6 (IL-6)
apos estimulacdo ex vivo com angiotensina Il ou lipopolissacarideo do que mondcitos de

controles saudaveis (Dorffel et al., 1999).
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1.3 Lesoes de Orgédo Alvo na HAS

A elevacdo da PA pode afetar um grupo especifico de 6rgédos, denominado ““lesdes de 6rgéo-
alvo” que inclui lesbes em vasos, vasculopatia; cérebro; lesdes cerebrovasculares e deméncia;
olho, retinopatia; rim, insuficiéncia renal; e coracdo, insuficiéncia cardiaca (Nadar et al., 2006).
Lesdo em Orgao-alvo caracteriza-se pela presenca de alteracdes estruturais e/ou funcionais em

artérias ou orgdos, causadas pela elevagédo da PA.

A vasculopatia hipertensiva é caracterizada por disfuncdo do endotélio e o espessamento
das camadas musculares e proliferacdo da camada intima de grandes e pequenas artérias
(Mancia et al., 2009). Além disso, ha aumento da producdo de agentes pro-coagulantes e
inflamatorios, o que conduz a uma reduzida capacidade de vasodilatacdo (Carvalho et al.,
2001). Essas alteragGes se manifestam clinicamente como entre outras coisas, angina resultante
da reserva coronariana reduzida, formacéo de placas de aterosclerose, estenoses e aneurismas,

especialmente na aorta (Schmieder et al., 2010).

A HAS representa o fator de risco mais significativo para o acidente vascular cerebral,
sendo responsavel por 80% dos casos (Queresh et al., 2007). Além disso, a HAS ndo tratada ou
tratada de forma inadequada muitas vezes esta associada ao desenvolvimento de deméncia.
Uma correlacdo inversa entre pressao arterial e deficiéncia cognitiva tem sido evidenciada em
diversos estudos epidemioldgicos e de intervencdo. O Framingham Heart Study foi pioneiro ao
revelar que os niveis de PA e a duracdo da HAS apresentam uma relagdo inversamente
proporcional com as medidas de atencdo e memoria (Elias et al., 1998). Em um extenso estudo
conduzido em Uppsala, Suécia, envolvendo 999 homens com idades entre 50 e 70 anos,
mostrou que a HAS e as alteracBes metabdlicas associadas podem aumentar o risco de
comprometimento cognitivo, destacando a importancia de intervencdes precoces antes do
desenvolvimento da deméncia (Kilander et al., 1998). A HAS surge como um fator de risco
para condi¢Ges como aterosclerose, acidente vascular cerebral e infarto cerebral, os quais, por
sua vez, podem desencadear um declinio cognitivo. Mesmo na auséncia de eventos vasculares
cerebrais 6bvios, o comprometimento cognitivo pode ser atribuido a obstrucdo da

microvasculatura (Stranburger et al., 1997).
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A retinopatia hipertensiva e geralmente observada em olhos de pacientes com HAS néo
controlada de longa data (Chatterjee et al., 2002). Em situa¢des normais, a vasculatura da retina
é protegida dos aumentos da PA por fatores metabdlicos e mecanismos miogénicos. Alteracdo
na funcdo endotelial na HAS contribui para o fracasso da autorregulacdo. Sinais de retinopatia
hipertensiva podem ser amplamente agrupados em alteracfes da parede arteriolar da retina, tais
como éareas generalizadas e focais de estreitamento arteriolar, alteracfes de cruzamento
arteriovenoso ou corte, esclerose e opacificacdo da parede arteriolar, e lesdes microvasculares
da retina que refletem danos teciduais mais avancados com a ruptura da barreira
hematorretiniana, como hemorragias, microaneurismas, exsudados duros e manchas

algodonosas (Cheung et al., 2022).

Pressbes de perfusdo elevadas no rim por um tempo prolongado podem levar a
vasoconstricao significativa, que pode entdo provocar danos ao glomérulo (Bianchi; Bigazzi;
Campese, 1999). A microalbuminuria é resultante de alteracGes estruturais e funcionais nos
glomérulos, envolvendo o endotélio, a membrana basal glomerular e os poddcitos, o que esta
correlacionado ao aumento da permeabilidade. E notavel que esse disturbio na permeabilidade
n&o se restrinja aos vasos renais, estendendo-se por todo o sistema vascular. Essa observacéo
justifica por que a albumindria ndo apenas prediz o desenvolvimento de insuficiéncia renal
crbnica, mas também se mostra como um indicador de complicacBes cardiovasculares
(Schmieder et al., 2006).

1.3.1 HAS e as alteraces cardiacas

A HAS é reconhecida como um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento
de insuficiéncia cardiaca. Evidéncias provenientes do Framingham Heart Study, que
acompanhou 5.143 individuos por até 20 anos (média de 14,1 anos), mostraram que a HAS
precedeu o surgimento da insuficiéncia cardiaca em 91% dos casos recém-diagnosticados (Levy
et al., 1996). Apds ajuste para idade e outros fatores de risco cardiovasculares, individuos
hipertensos apresentaram risco aproximadamente duas vezes maior de desenvolver
insuficiéncia cardiaca quando comparados aos normotensos, sendo esse aumento de risco ainda
mais expressivo em mulheres, nas quais foi cerca de trés vezes superior. Além disso, a HAS
apresentou elevada fracdo atribuivel populacional para insuficiéncia cardiaca, sendo

responsavel por aproximadamente 39% dos casos em homens e 59% em mulheres. Entre os
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individuos hipertensos, a ocorréncia de infarto do miocérdio, diabetes mellitus, hipertrofia
ventricular esquerda e valvopatias foi associada a um risco adicional para o desenvolvimento
para a doenca. Dados da mesma coorte também evidenciaram que, aos 80 anos de idade, o risco
vitalicio de insuficiéncia cardiaca era de aproximadamente 20%, dobrando em individuos com
niveis pressoricos de 160/100 mmHg quando comparados aqueles com PA de 140/90 mmHg.
Esses achados reforcam a relevancia da HAS como um dos principais determinantes da

incidéncia e progressdo da insuficiéncia cardiaca (Lloyd-Jones et al., 2002)

A principal funcéo do coracdo € manter a perfusdo dos 6rgéos periféricos atendendo sua
demanda durante condi¢cbes normais e de estresse. Para realizar essa tarefa na presenca de
aumento da PA os cardiomiocitos respondem a essas alteracdes, modificando suas estruturas
moleculares e celulares. Esse fendmeno é conhecido como remodelamento cardiaco (Nakamura
e Sadoshima, 2018). O remodelamento cardiaco abrange um conjunto de alteragdes genéticas,
moleculares, neuro-humorais, celulares e intersticiais cardiacas, manifestadas clinicamente
como modificacdes de tamanho, massa, geometria e funcdo do coracdo, em resposta a injdria

ou sobrecarga cronica de pressdo ou de volume (Pontes e Ledes, 2004).

A principio o remodelamento cardiaco na HAS permite que o miocérdio se adapte as
novas condigOes de funcionamento, envolvendo diversos mediadores, que incluem estresse
parietal, neuro-hormdnios (SNS, SRAA, ET-1), citocinas, estresse oxidativo e isquemia. Esses
mediadores se potencializam mutuamente, agindo de forma inter-relacionada. A longo prazo,
isso leva a um ciclo vicioso que leva a hipertrofia e hiperplasia dos cardiomidcitos, dilatacdo
do ventriculo esquerdo, alteracbes de contratilidade e relaxamento e aumento do volume
sistélico e diastolico final. Essas alteracdes sdo progressivas, sempre deletérias e associadas ao
mau prognostico, e fornecem a base para o desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca (Schmidt,
2001).

Um dos principais processos do remodelamento ventricular na HAS € a hipertrofia
ventricular esquerda. Como resposta ao aumento do estresse na parede do ventriculo esquerdo,
ocorre um processo de espessamento dessa parede, impulsionado pelo crescimento dos
cardiomidcitos através da adicdo de sarcOmeros. Esse fendmeno resulta em um acréscimo na
massa do ventriculo esquerdo. O desdobramento desse processo culmina na normalizag¢do do
estresse na parede e na manifestacdo de um padréo estrutural denominado hipertrofia

conceéntrica (Nadruz, 2015). Os dados do Estudo de Framingham foram pioneiros ao demonstrar
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claramente a relacdo entre a hipertrofia ventricular esquerda e prognosticos futuros (Kannel e
Cobb, 1992). Desde entdo, diversos estudos confirmaram essa ligacéo direta entre a hipertrofia
ventricular esquerda identificada no exame inicial e 0 aumento do risco de eventos adversos
graves ou morte em populacdes clinicas e epidemiologicas (Bikkina et al., 1994; Okin et al.,
2004). Além disso, a hipertrofia ventricular esquerda leva a um risco elevado de arritmias,
disfuncdo diastolica, reducdo da contratilidade e comprometimento da reserva coronariana,
contribuindo para um aumento da mortalidade e morbidade (Frohlich, 2001). A regresséo da
hipertrofia com tratamento parece reduzir as chances de morbidade e mortalidade
cardiovascular, além de melhorar a funcdo diastdlica do ventriculo esquerdo (Devereux e
Roman, 1999).

Outra caracteristica importante observada quanto ao remodelamento estrutural do
ventriculo esquerdo na cardiopatia hipertensiva € a presenca da fibrose, caracterizada por um
acumulo intensificado de tecido fibroso visto como um aumento difuso nas fibras (fibrose
intersticial) e como uma deposic¢éo localizada (fibrose perivascular e cicatrizes microscopicas).
Diversos estudos feitos em espécimes pos-morte de coragdo humano e endomiocardio em
amostras de bidpsia humana mostraram que a fracdo de volume de colageno (FVC) é
significativamente aumentada nos coracdes de pacientes com HAS em comparagdo com 0s

participantes normotensos (Tanaka et al., 1986).

O aumento de fibrose ventricular pode ser provocado tanto por fatores hemodinamicos
como ndo-hemodinadmicos (Diez, 2007). Conforme evidenciado por experimentos in vivo, a
sobrecarga de pressdo no ventriculo esquerdo esta correlacionada com um aumento da sintese
de colageno e uma diminuicdo de colagenases (Bishop et al., 1999; Ldpez et al., 2004). Estudos
in vitro mostraram que fibroblastos cardiacos submetidos a carga mecénica aumentaram a
sintese de colageno tipo | e houve também a inibicdo da expressdo de colagenases (Lbpez et
al., 2004). Esse estudo mostrou que o estiramento dos fibroblatos in vitro ativa diversas vias de
sinalizacdo, incluindo aquelas mediadas por proteina quinase B e quinases reguladas por sinal
extracelular 1 e 2 (ERK1/2) que promovem a ativacdo e proliferacdo de fibroblastos. Desta
forma, a sobrecarga hemodindmica do ventriculo esquerdo pode contribuir com a fibrose

ventricular.

Além dos fatores hemodindmicos, estudos sugerem que outros fatores podem contribuir

para a fibrose ventricular na HAS. Brilla e colaboradores mostraram que a capacidade do
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tratamento anti-hipertensivo de regredir a fibrose em pacientes hipertensos independe de sua
eficacia anti-hipertensiva (Brilla et al., 2000). Além disso, horm6nios do SRAA sdo relevantes
para o processo de fibrose. Descobertas experimentais indicam que a interacdo da angiotensina
com o receptor AT1 exerce varios efeitos pro-fibroticos no coracgéo, estes efeitos incluem
inducdo de hiperplasia dos fibroblastos, ativacdo das vias de biossintese de colageno e inibigdo
das vias degradativas de colageno (Ehanire et al., 2015). Adicionalmente, a fibrose pode
representar uma resposta reparadora a inflamacdo e ao estresse oxidativo induzidos pela

interacdo da angiotensina Il com receptor AT1 (Gurantz et al., 2005).

Extensas evidéncias sugerem que a aldosterona pode também desempenhar um papel
importante na ativacao dos fibroblastos. Estudos mostraram que em fibroblastos a aldosterona
desencadeia uma resposta proliferativa, estimula a migracdo e promove a sintese de matriz
extracelular pelo menos em parte por meio da ativacdo de cascatas de MAPK (Neumann et al.,
2002). Além disso, a estimulacdo adrenérgica pode também ativar fibroblastos e induzir a
fibrose cardiaca. Benjamim e colaboradores mostraram in vivo que a infusdo de agonista ndo
seletivo do receptor B adrenérgico promove fibrose miocardica (Benjamim et al., 1989). A
ativacgdo in vitro dos receptores 3 adrenérgicos mostrou estimular a proliferacéo de fibroblastos

cardiacos ativando a via de sinalizacdo MAPK1 (Molkentin et al., 2017).

Além dissso, na HAS ocorrem alteragdes estruturais na microcirculacdo coronariana,
incluindo rarefacéo capilar, remodelamento vascular, desequilibrio entre os fatores pré e anti
angiogenico e disfuncdo endotelial, que reduzem a oferta de oxigénio ao miocardio e leva a
instalacdo de hipoxia tecidual crénica (Durante et al., 2024). Esse ambiente hipoxico ativam
fatores de transcrigdo como o HIF-1a, HIF-2a e HIF-3a que induz a expressao de diversos
mediadores pré-fibréticos, como TGF-B (Sabbah et al., 1995). Esses mediadores atuam
diretamente sobre os fibroblastos cardiacos, promovendo a sua ativacao e a diferenciacdo em
miofibroblastos, ademais, estimulando o recrutamento e a ativacdo de macréfagos fibrogénicos
e linfdcitos, esses processos desencadeiam um programa fibrogénico nos cardiomiocitos e enas
células vasculares desempenhando um papel significativo na patogénese da fibrose cardiaca
(Koyanagi et al., 2000). Além disso, a hipdxia potencializa o estresse oxidativo e a inflamacgéo,
amplificando vias de sinaliza¢do associadas ao remodelamento cardiaco e a rigidez miocérdica.
Dessa forma, a hipdxia atua como um importante elo entre a HAS e a progressdo da fibrose
ventricular, contribuindo para disfuncao diastolica e pior prognostico cardiovascular (Sugihara
et al., 1988; McLenaehan e Dargie, 1990; Querejeta et al., 2004)
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1.4 Tratamento da HAS

O manejo de pacientes com HAS inclui tratamento ndo medicamentoso e
medicamentoso. A terapia ndo medicamentosa abrange a promocao de atividades fisicas, perda
de peso, reeducacdo alimentar com énfase na redugdo da ingestdo de sodio, eliminagdo do
consumo de alcool e tabaco, além de outras modificacbes no estilo de vida. Ja a terapia
medicamentosa inclui farmacos anti-hipertensivos, sendo as cinco principais classes: 0s
inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA), os blogueadores dos receptores da
angiotensina Il (BRAs), os bloqueadores dos canais de calcio, os diuréticos tiazidicos e 0s
betabloqueadores. IECAs, BRASs, bloqueadores dos canais de calcio e diuréticos sao
recomendados como tratamento de primeira linha para a maioria dos pacientes hipertensos,
enquanto os betabloqueadores podem ser adicionados preferencialmente em condicoes
especificas, como angina, insuficiéncia cardiaca, pos-infarto do miocérdio e controle da
frequéncia cardiaca. Entretanto, os betabloqueadores apresentam menor eficacia na prevencéo
do acidente vascular cerebral e maior incidéncia de efeitos adversos quando comparados as
demais classes. (Mancia et al., 2023; McEvoy JW et al., 2024). A escolha do tratamento
medicamentoso deve ser individualizada, levando em consideracéo as caracteristicas clinicas

do paciente e sua resposta ao tratamento.

O uso de IECAs, BRAs e de diuréticos tém mostrado efeitos benéficos na regressao da
hipertrofia e fibrose podendo reverter o processo de insuficiéncia cardiaca causada pela HAS.
Brilla e colaboradores mostraram que o tratamento com IECA, lisinopril, por 12 semanas em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) com 14 semanas de idade normalizou a hipertrofia e
a FVC do ventriculo esquerdo (Brilla et al., 1991). Resultados similares foram obtidos em um
estudo em que o tratamento de animais SHR de 78 semanas de idade com lisinopril por 32
semanas e obtiveram aumento da atividade da MMP-1, com redugéo fibrose ventricular (Brilla
et al., 1992). Outro estudo mostrou que o tratamento com losartana, medicamento que
pertencente & classe dos BRAS, foi associado a inibi¢do da sintese de colageno tipo | e regresséo
da fibrose miocardica em pacientes com hipertensdo primaria (Lépez et al., 2001). Entretanto,
em SHR o tratamento com verapamil, um bloqueador de calcio, por 45 semanas, nem a
concentra¢do, nem a sintese de colageno foram reduzidas, apesar da reducdo na hipertrofia
ventricular associadas & normalizacdo da PA (Ruskoaho e Savolainen, 1985). Em uma extensa

metanalise, os bloqueadores dos canais de calcio demonstraram uma eficacia aparentemente
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inferior em comparagdo com outros regimes para a prevencdo da insuficiéncia cardiaca em
pacientes com HAS, ao passo que os diuréticos se destacaram na prevencao de insuficiéncia
cardiaca (Sciarretta et al., 2011). Novas terapias tém sido estudadas para reverter a hipertrofia

e fibrose provacada pela HAS.

Estudos com intervengdes imunomoduladoras na HAS objetivando reduzir danos ao
coracdo e risco cardiovascular tém sido proeminentes (Murray et al., 2021). Gazzoto Filho e
colaboradores mostraram que a neutralizacdo do TNF-o com infliximab reduziu a PAS e a
hipertrofia do ventriculo esquerdo em SHR (Gazzoto Filho et al., 2012). A inibi¢do do NF-kB
com ditiocarbamato de pirrolidina reduziu a hipertrofia e a fibrose do ventriculo esquerdo em
SHR. O tratamento com platycodin D, uma saponina que possui relatos de efeitos bioldgicos
anticancerigenos, anti-inflamatdrios e antiobesidade, reduziu a hipertrofia e fibrose cardiaca em
SHR (Lin et al., 2018).

1.5 Nanoparticula lipidica, a LDE

A partir de 1992, Maranh&o e colaboradores apresentaram um projeto pioneiro que
introduziu nanoparticulas lipidicas artificiais, denominadas LDE, as quais reproduzem a
estrutura e composic¢do quimica das lipoproteinas de baixa densidade (LDL) com excec¢do da
porcdo proteica da lipoproteina, a apolipoproteina (apo) B-100. A LDE apesar de ndo ser
produzida com a apo B-100, ao ser injetada na circulacdo sanguinea, entra em contato com as
lipoproteinas plasmaticas e adquire a apo E. Essas nanoparticulas tém a capacidade de se
concentrar em células em proliferacdo, permitindo o transporte direcionado de quimioterapicos
especificos para essas células, marcando assim a primeira demonstracdo de direcionamento de
particulas sélidas artificiais para sitios especificos de acdo (Maranhdo et al., 1992; Maranh&o et
al., 1993; Maranhdo et al., 1994)

A apo E, reconhecida pelos receptores da LDL, permite que a LDE seja captada pelas
células por meio do mesmo processo de captacdo da LDL, ou seja, a endocitose mediada pelo
receptor da LDL (Maranhdo et al., 1993; Maranhdo et al., 1997). Essa captacdo é
particularmente pronunciada em células com carater altamente proliferativo, como as
neoplésicas e sob acdo inflamatdria (Ho et al., 1978; Maranh&o et al., 1994). Este fenémeno é

resultado da aceleracdo da mitose dessas células, que demanda lipidios para atender a sintese
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de novas membranas necessarias para a duplicacdo celular, resultando em uma captacao

aumentada da LDL nativa e da LDE por essas células.

Ao associar quimioterdpicos a LDE, os mesmos sdo captados junto com as
nanoparticulas apos a injecdo na corrente circulatéria, concentrando-se assim em células dos
tecidos-alvo (Maranhdo et al., 1994). A alta captacdo dessas nanoparticulas foi documentada
em pacientes com carcinoma de mama e ovario, sendo cinco vezes maiores do que nos tecidos
normais correspondentes, respectivamente (Ades et al., 2001; Graziani et al., 2002). Dados
baseados em cinética plasmatica estimam que a concentragdo da LDE em células de leucemia
mielocitica aguda é cerca de 50 vezes maior (Maranhdo et al., 1994).

No tocante a estabilidade da particula, ensaios in vitro com linhagens celulares
(Rodrigues et al., 2002; Valduga et al., 2003), estudos de farmacocinética em animais
(Rodrigues et al., 2005) e em pacientes (Maranhdo et al., 2002) mostraram que o farmaco
transportado pelas nanoparticulas ndo se dissociou delas na circulacdo, permanecendo na LDE
até a entrada nas células. Isso é um fator indispensavel para a obtencdo do efeito "drug-
targeting”, garantindo assim a estabilidade das preparagdes LDE-quimioterapicos. Estudos
experimentais revelaram que esse processo de veiculagdo reduziu drasticamente a toxicidade
dos quimioterapicos, de cinco a dez vezes em ensaios de determinacdo de doses letais
(Rodrigues et al., 2002; Valduga et al., 2003). Em modelos experimentais, a associacdo dos
quimioterapicos com a LDE intensificou a acdo terapéutica tumoral dos farmacos (Rodrigues
et al., 2005; Lo Prete et al., 2006). Nos ensaios clinicos realizados em pacientes oncolégicos, a
seguranca do uso desses farmacos em preparacdes com a LDE foi confirmada, mesmo em altas
doses, confirmando a reducdo ou até a neutralizacdo de seus efeitos téxicos (Maranhdo et al.,
2002).

1.6 Metotrexato

Nosso grupo do Laboratorio de Metabolismo e Lipides do InCor - HCFMUSP tem
acumulado experiéncia no uso do metrotrexato (MTX) veiculado a LDE com objetivo de
aumentar a captacéo celular do MTX e diminuir a toxicidade da droga (Figura 2). A associagédo
do MTX a LDE foi utilizada no tratamento de animais com aterosclerose (Bulgarelli et al.,

2012), artrite reumatoide (Mello et al., 2016), infarto agudo de miocéardio (Maranhdo et al.,
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2017), transplante cardiaco (Fiorelli et al., 2017) e sindrome de Marfan (Guido et al., 2022). O
MTX é um quimioterdpico com agdo anti-inflamatoria e antiproliferativa utilizado no
tratamento da artrite reumatoide, psoriase, l0pus eritematoso sisttémico e outras doencas
inflamatdrias cronicas (Kempen et al., 2009; Khan et al., 2011; Machado et al., 2014). O MTX
atua como antagonista ao acido folico, que desempenha a fungdo de potente inibidor da
dihidrofolato redutase que catalisa a reducéao da dihidrofolato a sua forma ativa tetrahidrofolato.
Este é precursor da forma ativa do acido folico, que atua como cofator na sintese de purinas e
pirimidinas. A diminuicao do acido folico, consequentemente diminui a sintese e replicacdo do

DNA durante a proliferagéo celular (Cronstein, 2010).

Ainda ha um segundo mecanismo de acdo atribuido ao uso do MTX. Como
consequéncia da quebra do ciclo de duplicacdo do DNA, ocorre o acimulo da enzima 5-
aminoimidazol-4-carboxamidaribonucleotideo (AICAR), que via ativagdo MAPK resulta na
liberagdo de adenosina para o meio extracelular via seus receptores e enzimas catabolicas. A
adenosina € um anti-inflamatorio endégeno que € liberado em importantes sitios inflamatérios
e é produzida pela degradacédo dos nucleotideos purinérgicos liberados pela a¢éo da enzima 5 -
nucleotidase ou pelo catabolismo extracelular da adenosina pelas enzimas adenosina deaminase
e adenosina quinase (Haskd et al., 1996; Belviranli et al., 2015). Apds sua liberacdo a adenosina
se liga a receptores especificos de adenosina (A1, A2a, A2b e A3) que entre outros efeitos, age
como potente vasodilatador (Fredholm et al., 2001). A adenosina tem sido associada a efeitos
cardioprotetores como reducdo de hipertrofia e fibrose na HAS, na fase aguda e cronica do

infarto do miocérdio e durante a progressao da insuficiéncia cardiaca (Puhl et al., 2015).

Estudos desenvolvidos em nosso laboratério demonstraram que a incorporacao do MTX
a LDE aumentou em mais de 90 vezes a captacao da droga em linhagens celulares leucémicos
(Moura et al., 2011). Em estudo realizado em coelhos com aterosclerose mostrou-se que o
tratamento com LDEMT X reduz de maneira marcante a area de lesdes ateroscleréticas, diminui
a espessura de parede da aorta, reduz a expressdo génica de TNF-a ¢ IL-1B e aumenta a
expressdo da IL-10 (Bulgarelli et al., 2013). O tratamento com LDEMTX em um modelo de
transplante cardiaco foi observado menor expressdo génica de fatores pro-inflamatérios
enquanto a expresséo de anti-inflamatdrios foi maior, promovendo a melhora da vasculopatia e
a inflamacg&o no transplante cardiaco (Fiorelli et al., 2017). Em ratos submetidos ao infarto
agudo do miocérdio o tratamento com LDEMTX resultou em diminuicdo do processo

inflamatdrio e aumento da angiogénese que contribuiu para a reducdo do tamanho do infarto e
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em melhora da fung&o cardiaca. Isto se deu, provavelmente pelo aumento da biodisponibilidade
da adenosina intracelular induzida pelo tratamento com LDEMTX (Maranhdo et al., 2017). Em
camundongos com sindrome de Marfan, a LDEMTX preveniu a dilatacéo e disseccdo da aorta.
Essa acdo terapéutica foi resultado da reducéo da inflamacéo, apoptose e fibrose na aorta atraves
do aumento da biodisponibilidade de adenosina intracelular (Guido et al., 2022). J& em um
modelo experimental de sepse induzida por LPS o tratamento com LDEMTX foi efetivo na
prevencdo do desenvolvimento da disfuncdo diastolica e promoveu o desenvolvimento de
hipertrofia compensatéria, bem como estimulou angiogénese e diminuiu hipoxia celular,

respostas que ndo foram observadas no tratamento com MTX comercial (Lopes et al., 2026).

Em um estudo clinico recente mostramos que o tratamento com LDEMTX reduziu o
tamanho de infarto e ndo mostrou toxicidade em pacientes com infarto agudo do miocardio com

supradesnivelamento do segmento ST (Ferrari et al., 2025).
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Figura 2: Mecanismo de a¢do da LDEMTX. A LDE é uma nanoparticula lipidica semelhante & LDL, porém sem
sua porcdo proteica (ApoB-100). Apds entrar na circulacdo, adquire apolipoproteinas, dentre elas, a apoE,
tornando-se reconhecida pelos receptores de LDL (LDLR). Em tecidos com alta atividade proliferativa, como nos
processos inflamatorios e neoplésicos, ha maior expresséo de LDLR. Dessa forma, a LDE atua como veiculo para
direcionar o farmaco para esses tecidos, aumentando sua captagdo celular, a eficacia terapéutica e reduzindo a
toxicidade do farmaco.
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H& poucos estudos na literatura que descrevem potenciais beneficios do tratamento com
MTX na HAS. Estudos observacionais mostraram que o tratamento com MTX esta associado
auma PA clinica mais baixa, um menor risco de DCVs e uma menor mortalidade cardiovascular
em pacientes com artrite reumatoide, o que foi atribuido a qualidade anti-inflamatoria do MTX
(Choi et al., 2002; VVan Halm et al, 2006; Mangoni et al., 2017). Contudo, € importante ressaltar
que o uso crénico do MTX é limitado devido aos potenciais eventos adversos e ao risco
cumulativo de toxicidade. Para aumentar a concentracdo intracelular do MTX e potencializar
seu efeito anti-inflamatdrio e reduzir a toxicidade, alguns pesquisadores tem associado esse
medicamento com lipossomas ou nanoparticulas para que esta associa¢do seja mais captada
pelas células-alvo e tenha efeito inibitério maior que sua formulacdo comercial (Maranhéo et
al., 1993; Williams et al., 1995; Pignatello et al., 2000).
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2. JUSTIFICATIVA

Como vimos a HAS é acompanhada por alteracGes estruturais como aumento de fibrose
e hipertrofia cardiaca que contribuem a disfungdo ventricular. O uso do MTX associado a
nanoparticula LDE, que tem a capacidade de aumentar a eficécia terapéutica e neutralizar a
toxicidade do MTX pode constituir-se em abordagem promissora para diminuir as

complicacdes cardiovasculares da HAS.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar se a LDEMTX pode prevenir o surgimento de alteracdes cardiacas da HAS
em SHR.

3.2 Objetivos especificos

Investigar em SHR o efeito do tratamento com LDEMTX sobre alteracdes
cardiovasculares na disfuncdo ventricular cardiaca, com énfase no desenvolvimento da

hipertrofia e fibrose cardiaca, no processo inflamatdrio e na ativacdo do sistema humoral.

4.0 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo animal

Para a realizacdo deste projeto foram utilizados 17 ratos machos das linhagens Wistar
Kyoto e 50 ratos machos SHR provenientes do biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade de Sdo Paulo. Os animais foram mantidos no Biotério da Divisdao Experimental
do Instituto do Coracdo do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de

Séo Paulo (FMUSP) e receberam racédo balanceada e 4gua ad libitum.
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O protocolo do projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da FMUSP n° 1350/2019. Este estudo foi realizado de acordo com as normas estabelecidas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e pelo The Universities Federation for

Animal Welfare.

O protocolo experimental foi conduzido em dois momentos distintos, com a segunda
etapa realizada para complementar a coleta de variaveis ndo avaliadas inicialmente, garantindo

maior abrangéncia da analise.

4.2 Descricdo do modelo experimental

O modelo SHR foi desenvolvido por Okamoto e Aoki no ano de 1963 e consiste no
cruzamento entre ratos Wistar com hipertenséo espontanea detectada e pelo cruzamento entre
suas proles (irmdos x irmds) durante varias geracdes, resultando em 100% dos descendentes
manifestando a doenca hipertensiva (Okamoto e Aoki, 1963). Desde entdo, o SHR é
reconhecido como um excelente modelo de hipertensdo experimental e como modelo de estudos
clinicos da hipertensdo primaria humana. Esse modelo apresenta vantagens com relacédo a
outros modelos de HAS pela similaridade com as fases de progresséo da hipertensdo humana e

igual resposta a tratamentos (Doggrell e Brown, 1998).

Foi estabelecido que o principal critério determinante para diagnostico da HAS no SHR
é a PAS igual ou superior a 150 mmHg por um periodo superior a um més sem intervencao
externa (Doggrell e Brown, 1998; Pinto et al., 1998). Em estagios iniciais (fase de pré-
hipertensdo entre a 6% e a 8% semana de vida) 0 SHR apresenta um aumento na frequéncia
cardiaca (FC), aumento do débito cardiaco com resisténcia vascular periférica normal o que

corrobora no desenvolvimento da hipertensdo (Dickhout et al., 1998).

Com a progressdo da hipertensdo para estagios mais estaveis (entre 122 semana e 152
semana) o débito cardiaco retorna ao normal, ha presenca de hipertrofia dos vasos sanguineos
aumentando a resisténcia vascular periférica, no entanto, sem alteracdo marcante na funcéo e
na morfologia dos cardiomidcitos (Doggrell e Brown, 1998; LeGrice et al., 2012). Porém, entre
a 24% e a 282 semanas de idade os animais SHR apresentam hipertrofia dos cardiomiocitos, nesta

idade estabelece-se a hipertrofia compensada com aumento de deposicdo de colagenos do tipo
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I, que se estabiliza entre 482 e 722 semanas, quando ocorre a transi¢do para insuficiéncia cardiaca
entre 722 e 962 semana de idade (Teles et al., 2023). Com base nesses dados, o estudo tera como
objetivo verificar o efeito do tratamento da LDEMT X sobre as alteracfes ventriculares em SHR

entre a 62 semana de vida até a 262 semana dos animais.

4.3 Protocolo experimental

Com o objetivo de avaliar o efeito do tratamento da LDEMTX nas manifestagdes
cardiovasculares dos ratos, foram estudados 4 grupos experimentais.

- Grupo Controle (CT, n=17): Ratos normotensos, Wistar Kyoto, que receberam injecdes com

solucgdo fisioldgica, intraperitoneal (IP.);

- Grupo SHR-LDE (n=16): Ratos hipertensos, SHR, que foram tratados somente com a
nanoparticula LDE (IP.);

- Grupo SHR-MTX (n=17): Ratos hipertensos, SHR, que receberam somente o metrotexato na

sua formulacdo comercial na dose de 0,63 mg/Kg (IP);

- Grupo SHR-LDEMTX (n=17): Ratos hipertensos, SHR, que foram tratados com a associacdo
LDEMTX na dose de 1 mg/Kg (IP).

O tratamento foi iniciado na 6° semana de vida dos animais, com duracdo de 20 doses
semanais. No inicio e ao final do tratamento, foi realizada a pletismografia de cauda. Ao final
do tratamento, apés uma semana da ultima dose, foram realizadas as medidas do
ecocardiograma, da hemodinadmica e da avaliacdo da modulagdo autonémica cardiovascular.
Posteriormente, os animais foram eutanasiados, foi coletado uma amostra de sangue, para
andlise de toxicidade e realizada a retirada do coragéo para analise da morfometria e analise da
expressdo proteica e génicas de marcadores relacionados a HAS, no ventriculo esquerdo, como

descrito adiante.
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4.4 Preparacdo da LDEMTX

O MTX em sua formulagdo comercial (Fagron, Rotterdam, Holanda) foi submetido a
reacdo de derivatizacdo de modo a aumentar seu potencial lipofilico e melhorar sua associagdo
com a LDE (Moura et al., 2011). Para isso, 0 MTX foi diluido em dimetilsulfoxido e foram
adicionados carbonato de césio e brometo de dodecila. Apds 24 horas de agitacdo em
temperatura ambiente, a reacdo foi monitorada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(UHPLC) (Nexera X2 Shimadzu, Nexera X2, Shimadzu, Tokio, Japdo) para a determinacao da
taxa de conversdo do MTX. Em seguida, adicionou-se agua a reacao e o produto foi extraido
por cloroférmio. A fase organica foi submetida a sucessivas lavagens com solugéo saturada de
cloreto de sodio e foi seca com sulfato de magnésio. O produto foi filtrado e concentrado por
rota evaporador (Rotavapor R-300, Buchi, Suica). Finalmente, o derivado do MTX foi
precipitado em metanol, filtrado e seco em dessecador a vacuo (Moura et al, 2011).

A LDE foi preparada a partir de uma mistura de lipides constituida por fosfatidilcolina
(Lipoid, Ludwigshafen, Alemanha), colesterol esterificado (Aesar, MA, EUA), colesterol ndo
esterificado (Fabrichem, Connecticut, EUA) e triglicérides (Sasol Germany GmbH, Hamburg,
Alemanha) (Maranhéo et al, 1993). A emulsificagdo dos lipides, com ou sem o derivado do
MTX, foi realizada adicionando-se Tris-HCI em um homogeneizador de alta presséo
Emulsiflex C5 (Avestin Inc., Ottawa, Canada). O tamanho da particula (50-70nm) foi analisado
por espalhamento de luz dindmico a 90° usando o equipamento ZetaSizer Nano ZS90 (Malvern,
Malvern, Reino Unido). A porcentagem de associacdo do derivado do MTX com a LDE foi
analisada novamente por UHPLC (Nexera X2, Shimadzu, Tékio, Japdo) utilizando o método
isocratico de coluna de silica C18 e acetonitrila (90:10 v/v), a 254nm. As nanoparticulas (apenas
LDE e LDEMTX) foram esterilizadas em filtro de policarbonato 0,22 pum (Merck Millipore,
MA, EUA) em fluxo laminar e armazenada a 4°C em frascos de vidro estéreis.

4.5 Pletismografia de cauda

Antes do inicio do tratamento, quando os animais apresentavam 6 semanas de idade, e ap6s

as 20 semanas de tratamento, a PAS e a FC foram registradas em todos 0s grupos por meio de

pletismografia de cauda, utilizando o sistema BP-2000 (BP-2000 Blood Pressure Analysis
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System, Visitech Systems, Apex, NC, EUA). Este € um sistema de registro indireto da PA em
que os ratos sdo acondicionados em um contensor, no qual sdo aquecidos e ventilados de

maneira adequada para a realizacdo da medicao da PAS e da FC.

Os ratos tiveram acoplados na regido proximal da cauda um manguito de borracha que
possuia a funcéo de insuflar e desinflar automaticamente em intervalos fixos de 15 segundos.
Proximo ao manguito foi acoplado um transdutor de pulso (sensor) que captava 0s sinais que
eram enviados e registrados em sistema de computador. Todos 0s animais passaram por um
periodo de adaptagdo ao experimento através de 5 medidas que ndo foram consideradas na
anélise. Em seguida 15 novas medidas foram realizadas, e assim, PA foi considerada como a

média de no minimo de dez medidas.

4.6 Ecocardiografia

Ao final do protocolo, apd6s as 20 semanas de tratamento, para a avaliacdo
ecocardiografica todos os animais foram submetidos & anestesia por isoflurano (ImL/mL,
Cristalia, Itapira, Brasil) e a tricotomia de térax. Para obtencdo das imagens ecocardiogréficas,
os animais foram posicionados em decubito dorsal. O aparelho utilizado foi o Sequdia 512

(Mountain View, CA), com transdutor linear de 14MHz.

Foram adquiridas imagens bidimensionais, Doppler colorido e pulsétil. Os registros dos
tracados do modo - M e do Doppler tiveram velocidade de 100 mm/s. As imagens foram
gravadas para analise posterior, sendo o resultado final oriundo da média obtida de trés ciclos
cardiacos diferentes. Em todos os exames foram seguidas as normas preconizadas pela

American Society of Echocardiography (Salemi, et al., 2005; Sirvente et al., 2014).

Foram avaliados fracdo de ejecéo (FE) e de encurtamento (FEnc), o didametro diastélico
(DD) e sistolico (DS) do ventriculo esquerdo, espessura do septo interventricular (SI1V) e da
parede posterior (PP), ondas E e A da valva mitral, tempo de relaxamento isovolumétrico
(TRIV) e tempo de desaceleracao do ventriculo esquerdo (DT).
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4.7 Medicbes hemodinamicas e avaliacdo da modulagéo autonémica cardiovascular

Em 35 animais (CT n=9, LDE n=8, MTX n=9 e LDEMTX n=9), apds o tratamento, 0s
animais foram anestesiados com uma mistura de 0,5% a 2% de isoflurano em 98% de O,
administrada a um fluxo de 1,5 L/min. Em seguida, foram implantadas canulas de Tygon com
extremidade de polietileno, previamente preenchidas com solugdo salina heparinizada, na
artéria femoral para a mensuracdo direta da PA. Apos 24 horas da cirurgia, as avaliacdes
hemodinamicas foram realizadas com os animais conscientes e livres para se movimentar em

suas gaiolas.

A cénula foi conectada a um transdutor de pressdo (Blood Pressure XDCR, Kent
Scientific, Litchfield, CT, EUA) para o registro continuo dos sinais de pressao arterial por 30
minutos. Os dados foram adquiridos por meio de um conversor digital (Windaq DI1720, Dataq
Instruments), com frequéncia de amostragem de 4 kHz. Posteriormente, os registros foram
analisados batimento a batimento, permitindo a quantificacdo das varia¢fes na pressdo arterial
média (PAM).

A variabilidade da frequéncia cardiaca foi determinada a partir do sinal pulsatil da PA,
sendo o intervalo de pulso (IP) definido pelo intervalo entre picos sistdlicos consecutivos
(Moraes, 2018). A anélise espectral do IP no dominio da frequéncia foi realizada pela
Transformada Répida de Fourier, permitindo a decomposicdo do sinal em suas diferentes
bandas espectrais. Foram obtidas as poténcias de baixa frequéncia (BF-1P: 0,40-1,50 Hz) e alta
frequéncia (AF-1P: 1,50-5,0 Hz) (Thireau e Zhang, 2008; Pelat at al., 2003). Também foi
calculada a poténcia total, correspondente a soma das poténcias absolutas de todas as bandas
espectrais (MBF-IP + BF-IP + AF-IP), considerada um indice global da modulacéo autonémica
cardiaca. As bandas de baixa e alta frequéncia do intervalo de pulso foram expressas em
unidades normalizadas (u.n.), sendo os valores da banda de MBF excluidos do calculo. As
formulas utilizadas foram: BF-IP u.n. = BF-IP abs/(Poténcia Total — MBF-IP abs) x 100 e AF-
IP u.n. = AF-IP abs/(Poténcia Total — MBF-IP abs) x 100.

A variabilidade da PAS foi determinada a partir dos valores médios da PAS, sendo
calculados a variancia da PAS (VAR-PAS), utilizando a férmula VAR-PAS = Desvio Padrao-

PAS2, Ja a andlise espectral da PAS no dominio da frequéncia foi realizada pela Transformada
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Répida de Fourier, sendo obtida a banda de baixa frequéncia da PAS (BF-PAS: 0,40-1,50 Hz),
parametro considerado marcador indireto da modulacéo simpética vascular (Thireau e Zhang,
2008; Pelat et al., 2003).

4.8 Eutanésia

Os animais foram eutanasiados ap0s a realizacdo das medi¢fes da hemodindmica
utilizando-se uma dose letal tiopental (10mg/Kg endovenoso, Cristalia). Apds a eutanasia foram
devidamente classificados e alocados para recolhimento pela empresa Logistica Ambiental de
Sdo Paulo, onde foram transportados para o crematoério para serem incinerados de acordo com

as normas vigentes de descarte dos residuos de servigo de saude

4.9 Toxicidade e perfil lipidico

Logo apods a eutandsia amostras de sangue foram coletadas da veia cava inferior dos
animais para andlise do perfil hematoldgico e lipidico, fungéo hepatica e renal. Foram avaliados
0s seguintes parametros: hemograma, colesterol total, colesterol da lipoproteina de alta
densidade (HDL-C), colesterol ndo HDL-C, triglicérides, aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), ureia e creatinina. As amostras foram enviadas para o
laboratério — LIMO3 (Laboratério de Investigacdo Médica) do Hospital das Clinicas da

Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo para os ensaios laboratoriais.

Para 0 hemograma, as amostras de sangue total (tubo EDTA) foram analisadas pelo
método automatizado Poch 100iV Diff (Symex Europe GmbH, Hamburg, Alemanha), obtendo
0s parametros: eritrocitos, leucocitos e plaquetas. Para analise de marcadores de fungéo hepatica
e renal e perfil lipidico, o sangue foi coletado em tubo seco. O soro foi obtido por centrifugacéo
a 4000 rpm por 10 minutos. Pelo método enzimatico colorimétrico automatizado foram
determinados os paramétros: creatinina, colesterol total, HDL-C e triglicérides e foi calculado
a concentracdo de colesterol ndo-HDL (Colesterol total —- HDL-C). Os parametros: ALT, AST

e ureia foram determinadas pelo método cinético ultravioleta.



49

4.10 Peso relativo do coracéo

Ap0s a eutanasia dos animais o coracao foi retirado e coletado. O peso relativo do

coragdo foi obtido pelo peso do 6rgao normalizado pelo peso corporal final dos animais.

4.11 Morfometria

Uma fatia transversal do coragdo foi processada em parafina e dela obtidos cortes
histologicos de 5 um de espessura. Apds a microtomia e desparafinizacao das laminas, os cortes
histologicos foram corados com a técnica de hematoxilina-eosina (HE) e de Tricromico de

Masson.

Para a avaliacdo da hipertrofia cardiaca, foram utilizados cortes histoldgicos corados
com hematoxilina-eosina (HE), sob aumento de 400x. A hipertrofia do ventriculo esquerdo foi
medida pelo diametro dos cardiomidcitos em torno do nacleo (um). Foram selecionados apenas

cardiomidcitos com disposicao longitudinal, ndcleos ovalados e centralizados.

Para a avaliacdo da fibrose miocardica foram utilizados cortes histologicos corados com
Tricrdmico de Masson, sob aumento 400x. A fibrose foi estimada pela FVC (%), calculada pela
razdo percentual entre a area de tecido corado positivamente para colageno, em azul, e a area

total do miocardio. As regides estudadas foram subendocérdica e intersticial.

As medidas morfométricas foram realizadas utilizando-se um sistema computadorizado
de imagens (Leica Q500 iW e Leica DMLS, Leica Imaging Systems LTDA, Cambridge, Reino
Unido) (Guido et al., 2007; Koike MK et al., 2007; Guido et al., 2018).
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4.12 Expressao proteica por Western Blot

Fragmentos de 1mg de tecido, dos apices do venticulo esquerdo, foram colocados em
1mL de tampdo RIPA (Tris base pH 8,0, NaCl, NP-40 e glicerol) com os inibidores de
proteinas: aprotinina, leupeptina e fluoreto-fenil-metil-sulfonil (Thermo Fisher Scientific, MA,
EUA) e em seguida foram homogeneizados. As amostras foram agitadas por 2 horas,
centrifugadas a 12.000 rpm, por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante foi coletado. A
determinacdo da concentracdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (Bio-Rad
Laboratories, CA, EUA). Apds a obtencdo das concentracfes das amostras, foi calculado o
volume necessario das amostras para obter uma concentragdo proteica de 30-50ug. Apds esse
calculo, foi acrescentado 1/3 do volume de tampdo de amostra (sample buffer, Tris HCI pH 6,

8, 2-mercaptoetanol, SDS, bromofenol e glicerol).

Para separacdo proteica (eletroforese), utilizamos gel de poliacrilamida. As amostras
foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e aplicadas no gel. Apds a corrida, foi realizada a
transferéncia das proteinas do gel para membrana de nitrocelulose. Com o término da
transferéncia a membrana foi corada com Pounceau S (acido acético 5% e Pounceau S 0,1%)
para verificar a transferéncia das proteinas para a membrana. O blogueio das proteinas
transferidas para a membrana foi em 5% de leite desnatado diluido em tamp&o TBS-T (pH 7,6,

tris base, NaCl e Tween 1x) por no minimo 60 minutos em temperatura ambiente.

Em seguida, a membrana foi incubada com anticorpo primario, diluido em tampéo TBS-
T, sob agitacdo, por 12 horas a 4°C. A concentragdo do anticorpo foi determinada de acordo
com a bula do fabricante do anticorpo utilizado. Apds incubacdo do anticorpo primario, a
membrana foi incubada com anticorpo secundario, também diluido em tampéo TBS-T por 120
minutos em temperatura ambiente. Para a revelacdo por quimioluminescéncia, utilizamos
revelador quimiolumionescente (Thermo Fisher Scientific Inc, EUA) por 5 minutos. As bandas
foram identificadas em fotodocumentador Amersham Imager 600 (GE Health Care Bio-
Sciences, Bjorkgatan, Suécia). Utilizamos como normalizador o GAPDH e para a analise dos
resultados obtidos utilizamos o programa Image J (National Institutes of Health, Maryland,
EUA).
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Foram estudadas as seguintes proteinas:

- Metaloproteinases: MMP2 e MMP9;

- Fibrose miocardica: colagenos I e IlI;

- Receptores de adenosina: Al, A2a, A2b e A3;

- Receptor 1 adrenérgico

- Atividade neurohumoral: enzima conversora angiotensina ECAL1 e ECA2, receptor AT1 e
AT2.

- VEGF

-TGF-p

Tabela 1: Descricdo dos anticorpos primarios utilizados para 0s ensaios de expressao proteica

por Western blot.

. Peso
Anticorpo primario z/ln?irccoa:'gcc)) d?:;?éelgc;o molecular Diluicéo
(KDa)

Anti-colageno tipo | Abcam Ab90395 139 1:1.000
Anti-colageno tipo IlI Abcam Ab7778 138 1:500
Anti-ECA1 Abcam ADb254222 180 1:1.000
Anti-ECA2 Abcam Ab15348 125 1:500
Anti-GAPDH Millipore CB1001 36 1:10.000
Anti-MMP-2 Abcam Ab37150 72 1:1.000
Anti-MMP-9 Abcam Ab38898 82 1:1.000
Anti-receptor AT1 Abcam Ab124505 41 1:1.000
Anti-receptor AT2 Abcam Ab92445 42 1:1.000
Anti-receptor de adenosina Al Abcam Ab82477 36 1:1.000
Anti-receptor de adenosina A2a Abcam Ab3461 36 1:1.000
Anti-receptor de adenosina A2b Abcam Ab135865 37 1:1.000
Anti-receptor de adenosina A3 Abcam Ab197650 36 1:1.000
Anti-receptor pl1-adrenérgico Abcam Ab3442 50 1:1.000
Anti-TGF-p Abcam Ab92486 44 1:1.000
Anti-VEGF Abcam ADb1316 25 1:500

ECA, enzima conversora de angiotensina; GAPDH, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; MMP,
metaloproteinases; TGF-B, fator de crescimento transformador beta; VEGF, fator de crescimento endotelial
vascular.
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4.13 Expressao génica por gRT-PCR

Em 35 animais (CT n=9, LDE n=8, MTX n=9 e LDEMTX n=9), ap0s a retirada da fatia
equatorial do miocérdio, fragmento (~1 mg de tecido) do apice dos ventriculos esquerdos foram
retirados e conservados em solucdo de RNAlater® (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). O
RNA total foi extraido utilizando-se o reagente TRI1zol® (Thermo Fisher Scientific, MA, USA),
conforme instrucGes do fabricante. A integridade do RNA foi analisada por eletroforese e sua
concentracdo determinada por espectrofotdmetro através do aparelho NanoDrop 2000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Uma aliquota de RNA foi utilizada

para a transcricao reversa.

Para a reacéo de transcricdo reversa do RNA e obtengdo do DNA complementar (cDNA)
adicionou-se 0 mix de SuperScript® VILO™ (SuperScript® VILO™ MasterMix, Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) ao RNA que foram homogeneizadas e incubadas por 10 minutos
a 25°C, por 60 minutos a 42°C e, por fim, por 5 minutos a 85°C. No final, os cDNAs sintetizados

foram diluidos em tampdo Tris-EDTA e armazenados a -20°C.

A expressao génica foi analisada pela técnica de PCR quantitativo em tempo real (QRT-
PCR) e o sistema de emissdo de luz selecionado para o estudo foi o sistema TagMan (Thermo
Fisher Scientific, MA, USA) (Tabela 2)

As reacOes de amplificacdo foram realizadas no equipamento StepOnePlus Real-Time
PCR System (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Todas as reacGes foram realizadas em
duplicata e foram consideradas aceitaveis quando apresentaram desvio padrdao menor que 0,4
ou quando apresentaram diferenca de Ct < 1. Em cada reacgéo utilizou-se o reagente TagMan
Gene Expression Master Mix 2x (Thermo Fisher Scientific, MA, USA), o reagente TagMan
Gene Expression Assays 20x (Thermo Fisher Scientific, MA, USA) especifico para cada gene
alvo a ser analisado, e 0 cDNA. As condi¢Oes de termociclagem da reagdo seguiram 0s
parametros de fabrica do aparelho ajustados para um pré-aquecimento a 50°C, denaturacédo a
95°C por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos de denaturacédo e 60°C por

1 minuto de anelamento dos primers e extensao.
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A quantificacdo da expressdo génica bruta foi calculada através do método Ct
comparativo demonstrado pelo algoritmo 2-ACt descrito por Livak e Schmittgen (2001). O
valor de ACt foi calculado pela diferenca entre o Ct do gene de interesse e o Ct do gene
normalizador. O gene normalizador utilizado foi o GAPDH.

As expressdes génicas no VE de ratos SHR foram analisadas pelo:
- Processo inflamatorio: IL-1p, IL-6 e 1L-10, TNF-a;
- Angiogénese e Hipoxia: VEGF HIF-1, HIF-3

- Processo oxidativo: SOD1 e NOX1

Tabela 2: Descrigéo das identificagdes das TagMan utilizadas para expresséo génica por gRT-
PCR.

Gene Identificacdo da TagMan (Assay ID)
GAPDH Rn01775763_gl

HIF-1a RN00577560_m1

HIF-3a Rn01420147_m1l

IL-1p Rn00580432_m1

IL-6 Rn01410330_m1

IL-10 Rn00563409_m1

NOX1 Rn00586652_m1

SOD1 Rn00566938_m1

TNF-a Rn99999017_m1

GAPDH, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; HIF, fator induzivel por
hipdxia, IL, interleucina, NOX - NADPH Oxidase; SOD, superdxido
dismutase 1, TNF-a, fator de necrose tumoral alfa; VEGF, fator de
crescimento do endotélio vascular.
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4.14 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram expressos em média + desvio padréo. O tipo de distribuicdo das
variaveis e a hipdtese de igualdade das variancias foram testadas em todos os casos. Para
variaveis de distribuicdo normal, utilizamos o teste ANOVA com pds-teste de Tukey para a
realizacdo de comparagdes maltiplas. Para variaveis de distribui¢do ndo normal, foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn. O teste de correlagdo foi utilizado para avaliar
a associacdo entre potenciais variaveis. Para variaveis com distribuicdo normal, foi utilizado o
coeficiente de correlacdo de Pearson, enquanto, para variaveis com distribui¢do ndo normal, foi
utilizado o coeficiente de correlagdo de Spearman. O nivel de significancia estatistica foi
estabelecido pelo valor de p<0,05. Todas as analises foram realizadas pelo programa GraphPad

Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, California, EUA) verséo 5.0.



5.0 RESULTADOS

5.1 Pletismografia PAS e FC basal e final

A Tabela 3 mostra os valores de PAS e FC por pletismografia, método indireto da

medicdo da PA, no periodo basal e ap6s as 20 semanas de tratamento.
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Comparado ao grupo CT, foi observado maior valor de PAS e da FC no periodo basal

em todos o0s grupos experimentais hipertensos e nao foram observadas diferencas significativas

destes parametros entre os grupos, indicando homogeneidade inicial das condic¢des avaliadas.

Apds as 20 semanas, quando comparado ao grupo CT, verificou-se um aumento

significativo da PAS e da FC no grupo SHR-LDE. Os tratamentos com MTX e com a

formulacdo LDEMTX nédo promoveram alteragdes na PAS e FC.

Tabela 3: PAS e FC por plestismografia basal e final

CT SHR-LDE SHR-MTX SHR-LDEMTX
Basal P6s Basal Pés Basal Pés Basal Pos
PAS 134 +11 146 £ 6 149 + 82 176 £13¢ 154 +11° 173 +8° 150 +13% 177 +£11°
(mmHg)
FC 388+14 350+35 468 +28° 429+13° 495+15° 431+21° 482+31° 408+ 17°
(bpm)

PAS, pressdo arterial sistélica. FC, frequéncia cardiaca. a p<0,05 vs CT; b p<0,01 vs CT; ¢ p<0,001 vs CT.
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5.2 Hemodinamica

A Figura 3 mostra os resultados da hemodinamica. Os animais SHR-LDE apresentaram
valores mais elevados de PAS, PAD e PAM em comparacdo aos observados no grupo CT,

conforme esperado, confirmando a validade do modelo animal utilizado para HAS.

Os grupos LDEMTX e MTX apresentaram valores de PAS, PAD, PAM e FC
semelhantes aos observados no grupo SHR-LDE, indicando que ambos os tratamentos,
administrados durante 20 semanas, ndo promoveram alteracdes nesses parametros relacionados
a HAS (Figura 3).
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Figura 3: Pardmetros da hemodindmica nos grupos CT, SHR-LDE, SHR-MTX e SHR-LDEMTX. (A) Pressdo
Avrterial Sistolica, (B) Pressdo Arterial Diastélica, (C) Pressdo Arterial Média, (D) Frequéncia Cardiaca. PAS,
pressao arterial sistolica; PAD, pressdo arterial diatélica; PAM, pressao arterial média; FC, frequéncia cardiaca. a
p<0,05 vs CT; b p<0,01 vs CT; ¢ p<0,001 vs CT.
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5.3 Modulagao autonémica cardiaca no dominio da frequéncia

A Figura 4 mostra os resultados da modulacdo autondmica cardiaca no dominio da
frequéncia. Os animais SHR-LDE apresentaram maior componente de BF-IP e menor
componente de AF-PI em comparacdo ao grupo CT, indicando aumento da modulagéo

simpatica cardiaca e reducdo da modulacéo parassimpatica.

Entretanto, o grupo LDEMTX ndo diferiu do grupo SHR-LDE, indicando que o
tratamento ndo modificou as alteragdes dos parametros de modulacdo autondmica cardiaca
observadas nos animais SHR-LDE. Nao foram observados aumento do componente BF-IP e
diminuicdo do componente AF-IP no grupo SHR-MTX em comparacdo ao grupo CT. Néo
foram observadas diferengas significativas na variancia do intervalo de pulso (VAR-PI) e nem

na poténcia total entre os grupos experimentais.

$=006 p=0532
A . ,
POTENCIATOTAL B VAR-IP
2001 2001
E 1504 a 150
e o
< —
£ "2 100- S "2 100-
c o «© S
2 T T
a8 504 > 504
0 T 0 T
CcT MTX LDEMTX CT LDE MTX LDEMTX
SHR SHR
p=0,008 p=0,008
C BF-IP D AF-IP
501 a . 1001
o o
< 40- - e o
S ©
o ‘S
s i c 604
229 T ge
o3 23 404
i~ 20 I
9] ©
x =
v— - — 20-
= 10 <
0 T 0 T
CcT LDE MTX  LDEMTX CT
SHR SHR

Figura 4: Parametros de modulacéo autondmica cardiaca no dominio da frequéncia nos grupos CT,
SHR-LDE, SHR-MTX e SHR-LDEMTX. (A) Poténcia total, (B) VAR IP, (C) BF-IP, (D) AF-IP BF,
baixa frequéncia; AF, alta frequéncia; IP, intervalo de pulso; VAR, variancia. a p<0,05vs CT; b p<0,01
vs CT.
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5.4 Modulacdo da PAS

Como mostrado na figura 5, a analise da modulacéo da PA revelou aumento do componente
de BF-PAS no grupo SHR-LDE em comparagédo ao grupo CT, indicando aumento da modulagéo

simpética vascular nesses animais.

O tratamento com LDEMTX ou MTX ndo alterou os valores de BF-PAS, demonstrando
que ambos os tratamentos ndo modificaram os parametros de modulagdo simpética vascular nos

animais SHR.

Também nao foram observadas diferencas na variabilidade da pressdo arterial sistélica nos grupos

estudados.
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Figura 5: Pardmetros da PAS nos grupos CT, SHR-LDE, SHR-MTX e SHR-LDEMTX. (A) VAR-PAS, (B) BF-
PAS. BF, baixa frequéncia; PAS, pressdo arterial sistélica; VAR, variancia. a p<0,001 vs CT.
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A Tabela 4 mostra os parametros ecocardiograficos analisados ao final do tratamento.

Em comparagdo com o grupo CT, o grupo SHR-LDE apresentou dilatagdo cardiaca, maior

didmetro sistolico e diastolico e disfuncéo sistdlica do ventriculo esquerdo e uma disfuncéo

sistdlica, representada pela menor fracdo de ejecdo e de encurtamento. O tratamento com MTX

ou LDEMTX néo alteram esses parametros.

N&o houve diferenca na espessura do septo intraventricular, na espessura da parede

posterior e nos parametros da funcdo diastolica (Onda E/A; tempo de relaxamento

isovolumétrico; e tempo de desaceleracdo da onda E) nos grupos estudados.

Tabela 4: Ecocardiografia transtoracica apds 20 semanas do tratamento

CT SHR-LDE SHR-MTX SHR-LDEMTX Valor
n=17 n=16 n=17 n=17 dep
DD (mm/mg) 238+17  276+11° 262+18 28,0+2,1° p<0,0001
DS (mm/mg) 16,3+1,8 21,7+14° 19,8 £2,3° 22,3+2,8° p<0,0001
SIV (mm/mg) 34104 34+0,6 3,8+0,7 35+0,6 p=0,153
PP (mm/mg) 3,7+04 42+07 44+0,8 41+0,6 p=0,095
FE (%) 57,0152 41,2+6,1° 46,6 + 6,6° 40,3 £8,7° p<0,0001
FEnc (%) 31,6 +£3,6 21,3+35° 24,5 +4,0° 20,9 £5,2° p<0,0001
Onda E/A 16+04 16+04 1,8+0,6 19+04 p=0,1780
TRIV (ms) 248+6,9 25,8+ 4,1 216+45 23,0+4,9 p=0,103
DT (ms) 25,0+6,8 228+6,4 24,7+8,1 24170 p=0,896

DD, diametro diastolico; DS, diametro sistélico; SIV, espessura do septo intraventricular; PP, espessura da parede
posterior; FE, fracdo de ejecdo; FEnc, Fracdo de encurtamento; TRIV, tempo de relaxamento isovolumétrico; DT,
tempo de desaceleracdo da onda E. a p<0,05 vs CT; b p<0,01 vs CT; ¢ p<0,001 vs CT.
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5.6 Fibrose cardiaca

Como mostrado na Figura 6, a coloracdo por tricromico de Masson revelou aumento de
FVC na regido intersticial cardiaca do grupo SHR-LDE em compara¢do ao grupo CT. O
tratamento com LDEMT X reduziu a FVC nessa regido. Por outro lado, o tratamento com MTX

produziu efeito oposto, promovendo aumento da FVC tanto nas regides intersticial quanto

subendocérdica do coracao.
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Fotomicrografias do tecido miocardio do ventriculo esquerdo corado com tricdmio de Masson. Representagdo da fibrose
(em azul) nas regides intersticial (INT) e subendocéardica (SE) nos grupos CT, SHR-LDE, SHR-MTX e SHR-
LDEMTX.
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Figura 6. Fibrose cardiaca nos grupos CT, SHR-LDE, SHR-MTX e SHR-LDEMTX. (A) Fotomicrografias
representativas das regides subendocéardica e intersticial do tecido miocérdio do ventriculo esquerdo corado com
tricomico de Masson. (B) Graficos representativos da FVC (%) nas regiGes subendocardica e intersticial. Os dados
estdo expressos pela média + desvio padréo. a p <0,05 vs CT; b p<0,01 vs CT, ¢ p<0,05 vs SHR-LDE, d p<0,05

vs SHR-MTX.



5.7 Hipertrofia cardiaca
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A figura 7 mostra que os animais do grupo SHR-LDE apresentaram maior peso relativo

do coracdo em comparacgdo ao grupo CT. O tratamento com MTX ou LDEMTX ndo promoveu

alteracdes nesse parametro. Em relacdo ao didmetro dos cardiomiocitos do ventriculo esquerdo,

ndo foram observadas diferengas significativas entre 0s grupos experimentais.
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Figura 7: Hipertrofia cardiaca nos grupos CT, SHR-LDE, SHR-MTX e SHR-LDEMTX. (A): Peso relativo do

coracdo. (B) Diametro dos cardiomidcitos do ventriculo esquerdo. Os dados estdo expressos pela média + desvio

padrdo. a p<0,01 vs CT; b p<0,0001 vs CT.
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5.8 Colagenos

Como mostrado na Figura 8, o grupo SHR-LDE apresentou maior expressao de
coldgeno tipo | em comparagdo ao grupo CT. Por outro lado, no grupo SHR-LDEMTX,
observou-se menor expressao de coldgeno tipo | em relagdo ao grupo SHR-LDE (Fig. B).

Nos animais SHR, a expressdo de colageno tipo 11l foi menor quando comparada ao
grupo CT. Nos grupos SHR-LDEMTX e SHR-MTX, a expressao de colageno tipo 11 também
foi inferior a observada no grupo CT e semelhante a encontrada no grupo SHR.
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Figura 8: Expressdo proteica dos coldgenos | e Il nos grupos CT, SHR-LDE, SHR-MTX e SHR-LDEMTX.
Bandas representativas (A) e graficos de expressdo proteica por Western Blot de coladgeno do tipo | (B) e de
colageno do tipo Il (C) no ventriculo esquerdo. Os valores foram normalizados em relagdo & expressdo de
GAPDH, e os resultados foram apresentados como uma porcentagem das médias do grupo controle CT. Os dados
estdo expressos pela média + desvio padrdo. a p<0,05 vs CT; b p<0,0001 vs SHR-LDE.
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5.9 Angiotensina

A Figura 9 mostra a expressdo proteica de fatores relacionados a angiotensina. N&o
foram observadas diferencas significativas na expressdo proteica dos receptores AT1 e AT2.
Da mesma forma, a expressdo proteica de ECAL foi semelhante entre os quatro grupos

experimentais.

Por outro lado, a expressao proteica de ECA2 foi menor no grupo SHR-LDE em
comparacdo ao grupo CT. Em relacéo ao grupo SHR-LDE, o tratamento com LDEMTX, mas

ndo com MTX, aumentou a expressdo proteica de ECA2.
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Figura 9: Expressdo proteica dos fatores do sistema renina-angiotensina-aldosterona nos grupos CT, SHR-LDE
SHR-MTX e SHR-LDEMTX. Bandas representativas (A) e graficos de expressdo proteica por Western Blot do
receptor AT1 (B), receptor AT2 (C), ECAL1 (D) e ECA2 (E) no ventriculo esquerdo. Os valores foram
normalizados em relacéo a expressdo de GAPDH, e os resultados foram apresentados como uma porcentagem das
médias do grupo CT. Os dados estdo expressos pela média + desvio padréo. a p<0,05 vs CT e b p<0,05 vs LDE.



65

5.10 Receptor B1 adrenérgico

N&o houve diferenga na expressdo do receptor 3 adrenérgico no ventriculo esquerdo de

animais SHR apds o tratamento com MTX ou LDEMTX.
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Figura 10: Expressdo proteica dos receptores p-adrenérgicos nos grupos CT, SHR-LDE, SHR-MTX e SHR-
LDEMTX. Bandas representativas (A) e graficos de expressdao proteica por Western Blot do receptor B1
adrenérgico (B) no ventriculo esquerdo. Os valores foram normalizados em rela¢do a expressdo de GAPDH, e 0s
resultados foram apresentados como uma porcentagem das médias do grupo CT. Os dados estdo expressos pela
média + desvio padréo.
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5.11 TGF-p e MMPs

Como mostrado na figura 11, ndo houve diferenca na expresséo das metaloproteinases,
MMP-2 e MMP-9, e nem do TGF-f no ventriculo esquerdo dos 4 grupos estudados.
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Figura 11: Expressdo proteica das metaloproteinases e TGF-B nos grupos CT, SHR-LDE, SHR-MTX e SHR-
LDEMTX. Bandas representativas (A) e graficos de expressdo proteica por Western Blot de MMP-2 (B), MMP-9
(C), TGF-B (D) no ventriculo esquerdo. Os valores foram normalizados em relagéo a expressdo de GAPDH, e os
resultados foram apresentados como uma porcentagem das médias do grupo CT. Os dados estdo expressos pela
média + desvio padréo.
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5.12 Marcadores Inflamatorios

Como mostrado na Figura 12, a expressdo génica das citocinas pro-inflamatorias IL-6,
IL-1B e TNF-a, bem como da citocina anti-inflamatoria 1L-10, ndo diferiu entre os quatro
grupos experimentais.
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Figura 12: Expressdo génica de fatores inflamatorios nos grupos CT, SHR-LDE, SHR-MTX ¢ SHR-LDEMTX.
Graficos de expressdo génica por qRT-PCR de IL-6 (A), TNF-a (B), IL-1B (C) e IL-10 (D) no ventriculo esquerdo.
Os valores foram normalizados em relacdo a expressdo de GAPDH, e resultados foram expressos pelos valores de
2°ACT_ Os dados estdo expressos pela média + desvio padrao.
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5.13 Hipdxia e Angiogénese

Como mostrado na Figura 13, a expressao génica de HIF-3o foi maior no grupo SHR-
LDE em comparagéo ao grupo CT. O tratamento com LDEMTX reduziu a expressao de HIF-
30, enquanto o tratamento com MTX ndo alterou essa expressdo em relagdo ao grupo SHR-
LDE.

Além disso, a expressdo de VEGF foi reduzida no grupo SHR-LDE em comparacao ao
grupo CT. O tratamento com LDEMTX aumentou a expressao de VEGF, enquanto o tratamento
com MTX ndo modificou esse pardmetro. Nao foram observadas diferencas na expressao de

HIF-1a entre 0S quatro grupos experimentais.
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Figura 13: Expressdo génica e proteica de fatores relacionados a hipdxia e angiogénese nos grupos CT, SHR-
LDE, SHR-MTX e SHR-LDEMT X. Bandas representativas (A) e graficos de expressao proteica por Western blot
de VEGF (B) e de expresséo génica por gRT-PCR de HIF-1a (C), HIF-3a (D). Os valores foram normalizados
pela expressdao do GAPDH. Os resultados proteicos foram apresentados como uma porcentagem das médias do
grupo CT e os resultados génicos foram expressos pelos valores de 2-2°T. Os dados estdo expressos pela média +
desvio padrédo. a p< 0,05 vs SHR-LDE e b p<0,01 vs CT ¢ p<0,05 vs CT.
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5.14 Estresse oxidativo

Né&o foram observadas diferencas significativas na expressdo dos marcadores de

estresse oxidativo NOX1 e Superoxide dismutase 1 (SOD-1) entre 0s grupos experimentais,

como mostrado na Figura 14.
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Figura 14: Expressdo génica de fatores relacionados ao estresse oxidativo nos grupos CT, SHR-LDE, SHR-MTX
e SHR-LDEMTX. Graficos de expressdo génica por gqRT-PCR de NOX-1 (A), SOD-1 (B) no ventriculo esquerdo.
Os valores foram normalizados em relacdo a expressdo de GAPDH, e resultados foram expressos pelos valores de

2°4CT_Os dados estdo expressos pela média + desvio padréo.
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5.15 Adenosina

Um dos principais mecanismos de acdo do MTX é o aumento da biodisponibilidade
intracelular de adenosina, que pode ser avaliado indiretamente por meio da expressdo dos
receptores de adenosina Al, A2A, A2B e A3.

Como mostrado na Figura 15, ndo foram observadas diferencas na expressdo dos
receptores Al, A2A e A3 entre 0s quatro grupos experimentais. Entretanto, a expressao do
receptor de adenosina A2B no ventriculo esquerdo foi maior nos animais tratados com
LDEMTX em comparacdo ao grupo SHR-LDE.
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Figura 15: Expressdo proteica de fatores relacionados a adenosina nos grupos CT, SHR-LDE, SHR-MTX e SHR-
LDEMTX. Bandas representativas (A) e graficos de expressdo proteica por Western Blot dos receptores de
adenosina Al (B), A2a (C), A2b (D) e A3 (E) no ventriculo esquerdo. Os valores foram normalizados em relagdo
a expressdo de GAPDH, e os resultados foram apresentados como uma porcentagem das medias do grupo CT. Os
dados estdo expressos pela media + desvio padréo. a p< 0,05 vs SHR-LDE.
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A Tabela 5 mostra o perfil hematoldgico, marcadores da funcéo hepética e renal e 0

perfil lipidico. Observou-se que 0s grupos hipertensos apresentaram maior valor na contagem

de eritrdcitos, de plaquetas e no colesterol total em comparacao ao grupo CT. Por outro lado,

ndo foram identificadas diferencas nos marcadores de fungéo hepatica e renal, apos o

tratamento com MTX ou LDEMTX.

Tabela 5: Perfil hematoldgico, marcadores de funcéo hepatica e renal e perfil lipidico

Valor
CT SHR-LDE SHR-MTX  SHR-LDEMTX q
eEp
Eritrécitos (10 mm?) 85+0,9 9,7+15° 9,7+0,8° 10,0 +£1,02 p<0,0001
Leucocitos (10° mm?) 45+272 41+21 52+28 59+15 0,133
Plaquetas (10° mm?®) 455 + 250 832 + 165° 933 + 1942 872 + 1142 p<0,0001
ALT (U/L) 78 £13 60 £ 27 67 £ 22 65+ 11 0,104
AST (U/L) 175+ 70 159 + 104 181 + 97 159 + 50 0,908
Ureia (mg/dL) 38+15 40+ 11 42 +14 43 +9 0,237
Creatinina (mg/dL) 0,36 £0,13 0,33+0,1 0,33+0,11 0,31+0,11 0,759
CT (mg/dL) 87+ 25 56 + 20° 60 £ 17° 48 + 9¢ p<0,0001
HDL-C (mg/dL) 45+ 31 34 +26 32126 22+ 16 0,083
Nao HDL-C (mg/dL) 39+22 22 14 28+14 27 +13 0.083
TG (mg/dL) 34+12 28 +13 29+8 30+10 0,392

ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase; CT, colesterol total; HDL -C, colesterol da lipoproteina
de alta densidade; TG, triglicérides. a p<0,001 vs CT; b p<0,05 vs CT; ¢ p<0,0001 vs CT.
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5.16 Correlacdes

Observou-se correlacao positiva entre a expressdo de HIF-3a e a fibrose intersticial (r =
0,470; p=0,021), bem como entre a expressao proteica de VEGF e a expressdo de ECA2 (r =
0,952; p<0,0001). Além disso, foi identificada correlacdo negativa entre a expressdo proteica
de VEGF e HIF-3a (r =-0,580; p=0,04).
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Figura 16: Graficos de correlagdo entre a expressdo génica de HIF-3 e a FVC intersticial (A), entre a expressao

proteica de VEGF e expressdo génica de ECA2 (B), e entre a expressdo proteica de VEGF e expressdo génica de
HIF-3 (C).
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6.0 DISCUSSAO

O rato SHR € um modelo experimental amplamente estabelecido que reproduz de forma
semelhante as principais caracteristicas fisiopatologicas da HAS essencial humana (Pinto,
1998; Lerman et al., 2019). Nesse contexto, os animais do grupo SHR-LDE apresentaram
elevacdo sustentada da PA, aumento da atividade simpatica cardiaca e vascular, dilatacdo
ventricular, disfuncéo sistdlica, aumento do peso relativo do coragéo, hipdxia cardiaca e maior
deposicdo de colageno ventricular. Essas sdo caracteristicas tipicas desse modelo animal de

HAS, corroborando a validade dos experimentos realizados.

Neste estudo, o tratamento com LDEMTX promoveu uma reducdo expressiva da fibrose
cardiaca observada nos ratos SHR controle. A reducdo da fibrose foi evidenciada pela
diminuicdo da fracao de volume de colageno, um componente fundamental do remodelamento
do ventriculo esquerdo associado a HAS, acompanhada pela reducao da expressdo de coldgeno
tipo I. Além disso, o tratamento com LDEMTX diminuiu a hipoxia celular no ventriculo

esquerdo e aumentou a angiogénese.

Na anélise espectral do IP no dominio da frequéncia evidenciou aumento do componente
BF-IP em valores normalizados nos grupos SHR-LDE e SHR-LDEMTX, associado a redugdo
do componente AF-IP normalizado. Adicionalmente, todos os grupos SHR apresentaram
aumento da BF-PAS. Em conjunto, esses achados refletem predominancia da modulacéo
simpatica cardiaca e vascular nesses animais. De fato, ja é bem estabelecido que na
fisiopatologia da HAS héa presenca da hiperatividade simpatica sustentada associada a reducao
da modulacdo parassimpatica, mecanismos considerados centrais na doenca e que também
contribuem para aumento do risco cardiovascular (Brook e Julius, 2000; Shecaira et al., 2026).
O aumento da BF-IP também pode estar relacionado ao comprometimento da modulacéo
barorreflexa, uma vez que a sensibilidade do barorreflexo encontra-se reduzida nesses animais,
favorecendo maiores oscilagdes em baixa frequéncia. Em contrapartida, a diminuigdo da AF-
IP reforca a reducdo do ténus vagal cardiaco, indicando prejuizo da modulacdo autondémica

cardiaca (Lanfranchi e Somers, 2002).

Por outro lado, ndo foram observadas alteracdes significativas nos componentes BF-IP e

AF-IP no grupo tratado com MTX isoladamente, sugerindo que o tratamento ndo promoveu
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modificacOes detectaveis na modulagéo autondémica cardiaca avaliada por esses parametros. A
auséncia dessas diferencas no grupo hipertenso tratado com MTX sugere uma menor
capacidade de adaptacdo fisioldgica nesses animais. Considerando que ndo houve reducao da
PAS, os animais permaneceram hipertensos, condicdo que naturalmente estd associada ao
predominio da atividade simpaética e a redugdo da modulagdo vagal cardiaca. Nesse contexto,
um estudo demonstrou que o tratamento prolongado com MTX promoveu degeneracao parcial
de fibras nervosas cardiacas, incluindo reducéo de fibras adrenérgicas e colinérgicas no coracédo
de porquinhos-da-india. Esses achados sugerem que o MTX pode estar associado a alteracdes
estruturais das fibras nervosas cardiacas capazes de influenciar a modulagdo autondmica

cardiovascular (Quayum et al., 1988).

A diminuicdo da densidade capilar constitui um importante mecanismo envolvido na
progressao da HAS para a disfuncdo cardiaca, uma vez que compromete a perfusdo tecidual,
favorece a instalagdo de hipoxia miocérdica e contribui para a morte de cardiomidcitos e para
o remodelamento ventricular (Engelman et al., 1987). No presente estudo, os animais tratados
com LDEMTX apresentaram menor expressdo génica de HIF-3a, acompanhada por redugao da
fibrose ventricular e aumento da expressao proteica de VEGF, sugerindo modulacdo favoravel
de vias relacionadas ao remodelamento cardiaco e a adaptacdo ao estresse hipdxico. Embora o
papel do HIF-30 no sistema cardiovascular ainda ndo esteja completamente elucidado,
evidéncias indicam que esse fator atua como modulador da resposta celular a hipdxia cronica,
regulando a atividade transcricional de outros membros da familia HIF (Janaszak-Jasiecka et
al., 2016). Dessa forma, a reducéo de sua expressao no grupo LDEMTX pode refletir menor
ativacdo de mecanismos associados a hipdxia sustentada e ao remodelamento patoldgico do
miocardio. Essa interpretacdo é reforcada pela reducédo da fibrose ventricular, um dos principais
marcadores estruturais da progressdo da lesdo cardiaca na HAS. Além disso, 0 aumento da
expressdo de VEGF sugere preservacdo de mecanismos pré-angiogénicos potencialmente
relacionados a manutencdo da perfusdo tecidual e da integridade vascular cardiaca. Em
conjunto, esses achados indicam que o tratamento com LDEMT X pode ter contribuido para um
ambiente miocéardico menos pré-fibrotico, associado & modulagdo da resposta hipoxica e ao

favorecimento de mecanismos adaptativos vasculares.

Os animais SHR-LDE apresentaram maior expressdao de colageno tipo I, além disso foi
observado menor expressao de colageno tipo Il no ventriculo esquerdo em todos 0s grupos

SHR. Tanto o colageno tipo | quanto o tipo Ill sdo produzidos predominantemente por
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fibroblastos e células musculares lisas e, embora ambos sejam colagenos fibrilares envolvidos
na manutenc¢do da integridade estrutural do miocardio, apresentam propriedades biomecénicas
distintas. As fibrilas de colageno tipo | sdo mais espessas e rigidas, conferindo maior resisténcia
estrutural, estabilidade torsional e coordenacdo da distribuicdo de forcas no tecido cardiaco,
reduzindo, consequentemente, a complacéncia miocardica. Além disso, 0 aumento da
deposicdo de colageno tipo | é frequentemente observado em condigdes cardiovasculares
patoldgicas, como na hipertrofia e cardiomiopatia dilatada (Gelse et al., 2003; Marijianowski
et al., 1995). Em contrapartida, as fibrilas de colageno tipo Il sdo mais finas e elasticas,
proporcionando maior resiliéncia e distensibilidade tecidual, além de contribuirem para a
manutencdo da integridade estrutural durante a expansdo ventricular (Linehan et al., 2001).
Dessa forma, o perfil de remodelamento extracelular observado nos animais SHR caracteriza
um miocardio mais rigido, favorecendo o desenvolvimento de disfuncbes cardiacas e o
tratamento com LDEMTX mostrou-se eficaz na reducdo da deposicao de colageno tipo | no
ventriculo esquerdo, o que pode contribuir para a melhora das propriedades mecéanicas do

miocardio e, consequentemente, da funcéo cardiaca.

Adicionalmente o tratamento com LDEMTX aumentou a expressdo proteica de ECA2.
IntervencGes farmacoldgicas em SHR, especialmente aquelas que modulam o sistema SRAA,
sdo capazes de reduzir a deposi¢do de colageno tipo | e atenuar o remodelamento miocardico
(Diez et al., 1996; Varo et al., 1999). Em situacbes de sobrecarga de pressao e insuficiéncia
cardiaca a ECA2 previne a fibrose cardiaca em parte devido ao aumento da sinalizacdo de Ang
1-7 (Zhong et al., 2010). Grobe e colaboradores demonstraram que a superexpressao de ECA2
no miocardio foi capaz de prevenir a fibrose miocardica induzida por hipdxia, por meio da
inibicdo da producdo de colageno por fibroblastos cardiacos. Esses achados sugerem que a
ECA2 exerce importante efeito antifibrotico no remodelamento cardiaco, possivelmente
atenuando os efeitos deletérios da hipdxia tecidual sobre a ativacao fibroblastica e deposicédo
de matriz extracelular (Grobe et al., 2007). Desta forma, o tratamento com LDEMT X aumentar
a expressdo de ECAZ2 reforca o potencial efeito protetor do tratamento sobre o remodelamento
cardiaco em animais hipertensos. Apesar de o tratamento ter promovido aumento da expressao
de ECAZ2, néo foi observada reducgéo da PAS. Esse achado pode ser explicado pelo fato de que
os efeitos cardioprotetores da ECA2 parecem ocorrer predominantemente por mecanismos
locais no miocardio, modulando o remodelamento cardiaco independentemente de alteracdes
hemodinamicas sistémicas. Nesse contexto, Zhong e colaboradores, mostraram que o aumento

da expressdo de ECA2 foi capaz de atenuar hipertrofia patoldgica, fibrose miocardica e
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disfuncdo cardiaca, mesmo sem reducdo significativa da PAS, sugerindo que os efeitos
benéficos da ECA2 estdo relacionados principalmente a modulagdo local do SRAA cardiaco
(Zhong et al., 2010).

Como discutido anteriormente, uma das formas indiretas de avaliar o aumento da
biodisponibilidade intracelular de adenosina, um dos principais mecanismos de a¢do do MTX,
que pode ser analisada através da expressao de seus receptores. No presente estudo, 0
tratamento com LDEMTX promoveu aumento da expressdo do receptor A2b, sugerindo maior
biodisponibilidade de adenosina. O receptor A2b ja foi identificado como importante mediador
dos efeitos antifibréticos da adenosina, sendo capaz de inibir a proliferacdo de fibroblastos
estimulada por soro fetal bovino, além de reduzir a sintese de colageno e outras proteinas da
matriz extracelular (Dubey et al., 1997). Posteriormente, 0 mesmo grupo de pesquisa,
demonstrou que o silenciamento do receptor A2b em fibroblastos cardiacos promove aumento
da proliferacdo celular e da sintese de coladgeno, confirmando o papel desse receptor na
sinalizacdo antifibrdtica mediada pela adenosina (Dubey et al., 2001b). Além disso, os efeitos
antifibroticos da adenosina também estdo diretamente relacionados a regulacdo da angiogénese,
especialmente por meio da ativacao dos receptores A2A e A2B, que estimulam a expressdo de
fatores pro-angiogénicos, como o VEGF. Em condi¢es de hipdxia e inflamagao, o aumento da
biodisponibilidade de adenosina favorece a proliferacdo e migracdo de células endoteliais,
promovendo formacao de novos vasos sanguineos e melhora da perfuséo tecidual (Feoktistov
et al., 2002; Adair, 2005). Assim, € possivel que o aumento da biodisponibilidade de adenosina
promovida pelo tratamento com LDEMTX observado neste estudo também tenha contribuido
para a modulacdo da expressdo de VEGF e para a reducdo da hipoxia miocardica nos animais,

que pode ter reduzido a fibrose ventricular nos animais tratados com LDEMTX.

O tratamento com MTX comercial promoveu cardiotoxicidade caracterizada pelo aumento
da deposicdo de colageno na regido subendocérdica e intersticial ventricular. Esse acimulo de
matriz extracelular pode comprometer a complacéncia ventricular e favorecer alteracdes
estruturais associadas a disfuncéo cardiaca (Kong e Frangogiannis, 2014). Apesar de nao haver
aumento da expressao de colageno I, possa ser que 0 MTX aumente outros componentes da
matriz extracelular, como colageno tipo IV, fibronectina ou proteoglicanos. Ademais,
observou-se disfuncdo do sistema nervoso autondmico, indicando uma menor adaptacdo
fisiologica na modulagcdo autondmica cardiaca, sendo essa, condi¢do frequentemente associada

a progressdao do remodelamento cardiaco e ao aumento do risco de arritmias e alteracGes
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hemodinamicas (Khan et al., 2018). Estudos demonstraram que a toxicidade induzida pelo
MTX envolve mecanismos relacionados ao estresse oxidativo, inflamagéo e dano celular,
culminando em alteracOes estruturais e funcionais do tecido cardiaco (Al-Abkal et al., 2022).
Dessa forma, os achados sugerem que o MTX pode desencadear alteracGes cardiacas e
fibroticas capazes de impactar negativamente a funcéo cardiovascular. Ademais, esses achados
sugerem que a associagcdo do MTX a LDE é promissora, pois ndo promoveu nenhum tipo de

cardiotoxicidade.

Embora a HAS seja reconhecida como uma condi¢do associada a ativagdo de mecanismos
inflamatorios e de estresse oxidativo ao remodelamento cardiovascular, ndo foram observadas
essas alteracdes na expressao génica dos marcadores, IL-6, TNF-a, IL-1p e IL-10, avaliados no
ventriculo esquerdo dos animais SHR no presente estudo. Esses achados sugerem gue, nas
condigdes experimentais analisadas, na HAS estabelecida ndo foi acompanhada por alteracoes
detectaveis no perfil transcricional dessas citocinas no tecido cardiaco. No entanto, a resposta
inflamatdria associada a HAS é complexa e envolve multiplos niveis de regulacdo molecular.
Dessa forma, a auséncia de alteracdes na expressdo génica desses fatores inflamatorios e anti-
inflamatorio ndo exclui a possibilidade de modificagdes pos-transcricionais, translacionais ou
pos-traducionais capazes de influenciar a sintese, a disponibilidade e a atividade biol6gica
dessas proteinas (Maier et al., 2009; Vogel e Marcotte, 2012). Além disso, a inflamacéo e o
estresse oxidativo cardiovascular pode manifestar-se de maneira tecido-especifica e envolver
mediadores distintos daqueles avaliados neste estudo. Assim, embora os resultados indiquem
auséncia de modulagéo transcricional dos marcadores analisados no ventriculo esquerdo, nao
se pode descartar a ocorréncia de alteracbes em nivel proteico ou em outras vias de sinalizacao
relacionadas a fisiopatologia da HAS. Adicionalmente, a quantificacdo plasmatica poderia
contribuir para uma avaliacdo mais abrangente da resposta inflamatdria e oxidativa, permitindo
distinguir possiveis diferencgas entre a inflamag&o e estresse oxidativo e sistémica e a resposta
local do tecido cardiaco.

Apesar das importantes alteraces estruturais e moleculares promovidas pelo tratamento
com LDEMTX, ndo foram observadas alteraces na funcgdo sistolica e nem na dilatacdo
ventricular. Esse achado pode ser explicado pela manutencéo da sobrecarga mecanica imposta
ao ventriculo, uma vez que o tratamento néo foi capaz de reduzir a PAS nem o tdnus simpatico.
A persisténcia desses estimulos hemodindmicos mantém elevada a pés-carga cardiaca,

favorecendo a continuidade do estresse parietal e da remodelacéo ventricular compensatoria.
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Nesse contexto, embora 0 LDEMTX tenha promovido efeitos benéficos sobre marcadores
estruturais e mecanismos associados ao remodelamento cardiaco, a auséncia de modulacéo dos
principais fatores determinantes da sobrecarga cardiovascular pode ter limitado a recuperacéo

funcional do ventriculo esquerdo.

No ambito da avaliagio de toxicidade, ndo foram observadas diferengas significativas nos
marcadores de funcdo hepatica e renal entre os grupos tratados. Entretanto, foram identificadas
alteracdes na contagem de eritrocitos e plaquetas nos grupos SHR em comparacgdo ao grupo
CT. Estudos prévios demonstraram que ratos SHR apresentam maior contagem de eritrocitos
em comparagdo aos ratos Wistar-Kyoto e que a reducdo da PAS esté associada a diminuigao
dessa contagem (Sen et al., 1972; Lominadze et al., 2002). A maior contagem de eritrocitos
observada nos animais SHR pode estar relacionada ao aumento da producéo de eritropoetina
induzida por hipdxia tecidual relativa no rim, e a caracteristicas genéticas inerentes ao modelo
(Senetal., 1972). Além disso, evidéncias apontam uma associagao positiva entre 0 aumento da
contagem de eritrdcitos e plaquetas, a HAS e outras doencas cardiovasculares (Lassale et al.,
2018; Rojo et al., 2025). Em conjunto, esses achados sugerem que a elevacao da PA em ratos
SHR esté associada a alteragdes hematoldgicas, incluindo aumento da contagem de eritrdcitos,
maior volume plaquetario médio e trombocitose. Além disso, foi observado que em relagdo ao
grupo CT os animais SHR apresentaram menores niveis de colesterol total, 0 que pode ser
justificado por apresentarem menor HDL-C e menor n-HDL-C. A menor concentracdo de
colesterol total observada nos animais SHR foi observada em estudos que mostraram reducéo
dos niveis plasmaticos de colesterol nessa linhagem quando comparada aos ratos Wistar Kyoto.
Esse achado tem sido atribuido a alterag@es intrinsecas do metabolismo lipidico dos SHR,
incluindo reducdo da sintese hepatica de colesterol e modificagdes no metabolismo das
lipoproteinas (Iritani et al., 1977; Kitts et al.,1998)
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7. CONCLUSAO

No presente estudo, os animais SHR apresentaram aumento da PAS, PAD e PAM,
associado a importantes alteragdes autondmicas, estruturais e funcionais cardiacas,
confirmando o fendtipo deletério caracteristico da HAS nesse modelo experimental. A analise
autondmica demonstrou aumento da modulagéo simpatica cardiaca e vascular, evidenciado pelo
aumento dos componentes BF-IP e BF-PAS, concomitantemente a reducdo da modulacéo
parassimpatica, observada pela diminuicdo da AF-IP. Essas alteracdes refletem desequilibrio
autondmico cardiovascular, condicdo frequentemente associada a hiperatividade simpatica
sustentada e ao comprometimento da sensibilidade barorreflexa em animais SHR. Pela
ecocardiografia, observou-se disfuncdo sistolica e dilatacio do ventriculo esquerdo,
acompanhadas por aumento do peso relativo do coracéo, indicando remodelamento cardiaco.
Adicionalmente, os animais SHR-LDE apresentaram maior deposi¢do de colageno tipo |
ventricular, proteina fibrilar associada ao aumento da rigidez miocérdica e prejuizo da
complacéncia ventricular, contribuindo para a progresséo da disfuncéo cardiaca. Paralelamente,
a presenca de hipoxia ventricular sugere comprometimento da perfuséo tecidual e desequilibrio
entre oferta e demanda de oxigénio no miocardio hipertrofiado, condi¢do que pode estimular

processos pro-fibroticos e favorecer a progressao do remodelamento cardiaco patolégico.

O tratamento com LDEMTX foi capaz de atenuar a fibrose no ventriculo esquerdo,
evidenciada pela diminuigdo da expressao de colageno tipo I, principal componente da matriz
extracelular associado ao aumento da rigidez ventricular. Esse efeito possivelmente esta
relacionado a modulacdo da expressdo de ECA2 e VEGF, contribuindo para melhora da
perfusdo tecidual e reducdo da hipoxia miocardica. Além disso, o0 aumento da
biodisponibilidade intracelular de adenosina, potencialmente mediado pela ativacéo do receptor
A2b de adenosina, pode ter contribuido para a reducdo da fibrose observada. Adicionalmente,
o tratamento com LDEMTX apresentou perfil de seguranca favoravel, uma vez que ndo foram
observadas evidéncias de toxicidade hematoldgica, renal ou hepatica nos animais estudados.
Dessa forma, o tratamento com LDEMTX se torna um importante cardioprotetor sobre o
remodelamento deletério do miocardico e de grande relevancia para o retardamento da

progressdo da insuficiéncia cardiaca.
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