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RESUMO

O infarto agudo do miocérdio (IAM) é acompanhado por intenso remodelamento cardiaco
e como consequéncia pode levar a insuficiéncia cardiaca (IC) e a alteragbes autondmicas
como a hiperativacdo simpatica e redugdo da atividade parassimpatica. A formacdo do
estresse oxidativo € um dos mecanismos responséveis pela hiperativacdo simpética na IC
e é o principal fator de ativagdo das metaloproteinases da matriz extracelular (MMPs) que
participam do remodelamento ventricular pds-IAM. O objetivo deste estudo foi avaliar
se a inibicdo da MMP-2 promove alteragdes hemodinadmicas e nas respostas autondmicas
reflexas frente a ativacdo barorreceptora em ratos com IC ap6s o IAM. Foram utilizados
ratos Wistar, randomizados nos seguintes grupos: 1) Ratos sham; 2) Ratos com IC
induzida por infarto agudo do miocérdio; 3) Ratos com IC induzida por infarto agudo do
miocéardio e 4) Ratos com IC induzida por infarto agudo do miocéardio tratados
doxiciclina. O modelo de IC induzido por IAM foi produzido pela ligadura da artéria
coronaria descendente anterior esquerda. Os ratos sham foram submetidos a mesma
cirurgia, porém sem a ligadura arterial. A doxiciclina foi administrada diariamente (30
mg/Kg/dia, p.o.) iniciando 24h apds a cirurgia do IAM e mantido por 4 semanas. Ao final
do tratamento, os ratos foram submetidos a um exame ecocardiografico e posteriormente
tiveram a artéria e veia femoral canuladas. Apds 24 horas, o registro dos pardmetros
hemodindmicos basais, pressdo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC), foram realizados
com os animais acordados para analise da sensibilidade barorreflexa espontanea, e
induzida por drogas vasoativas (fenilefrina e nitroprussiato). O coragéo, arco da aorta,
aorta abdominal e o bulbo foram coletados para avaliar a atividade das MMPs por
zimografia em gel e o remodelamento, por técnicas histologicas para a quantificagdo da
area de seccdo transversal. Os resultados da ecocardiografia demonstraram que o
tratamento com doxiciclina ndo foi capaz de melhorar nenhum paradmetro associado a
morfologia ou funcdes sistdlicas do ventriculo esquerdo nos animais infartados (p>0,05).
Em relacdo & area de seccéo transversal, o IAM promoveu diminuicdo na espessura da
parede ventricular esquerda (p<0,05) que ndo foi aumentada pelo tratamento com
doxiciclina, porém a doxiciclina atenuou de maneira significativa a hipertrofia cardiaca
encontrada nos animais infartados (p<0,05). N&o houve diferenca significativa entre os
grupos e os tratamentos para espessura média do septo intraventricular (p>0,05). Na
atividade barorreflexa, o IAM também reduziu significativamente o indice de efetividade
barorreflexa, (p<0,05) e ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos (p>0,05).
J& para o ganho barorreflexo, observou-se que os animais com IAM exibiram diminuicdo
da sensibilidade do barorreflexo e que o tratamento com a doxiciclina impediu essa
alteracdo de maneira significativa (p>0,05). Em relacdo a efetividade do barorreflexo
induzido por drogas vasoativas, ndo foi possivel detectar diferencas significativas
(p>0,05) entre os grupos em relagdo a curva taquicardica, porém na curva bradicérdica,
houve diferenca significativa (p<0,05) somente entre os animais infartados em relagéo
aos sham. Os géis de zimografia do coracdo revelaram bandas de MMP-2 e que houve
um aumento significativo da expressdéo da MMP-2 nos animais infartados quando
comparados aos sham (p<0,05), porém a doxiciclina ndo atenuou a atividade encontrada
nos animais infartados (p>0,05). Os géis de zimografia do arco da aorta e da aorta
abdominal também revelaram bandas de MMP-2, porém ndo houve diferenca
significativa da expressdo da MMP-2 entre os grupos (p>0,05). Nenhuma banda de MMP-
2 foi encontrada no gel de zimografia do bulbo, mas foi possivel observar bandas da
MMP-9, que mostram uma tendéncia, ainda que nao significativa, de estar aumentada no
bulbo de animais infartados. Em conclusdo, foram evidenciados efeitos positivos da
doxiciclina na morfologia cardiaca, e ganho barorreflexo espontaneo p6s IAM e embora



a MMP-2 tenha sido estudada no contexto de doencgas cardiovasculares, a relagéo direta
entre a MMP-2 e a regulacéo do barorreflexo continua sendo uma area que requer mais
investigacéo, com grande potencial para ferramenta terapéutica para a pratica clinica.

Palavras-chave: Doxiciclina. Infarto agudo do miocardio. Metaloproteinase da matriz
extracelular. Remodelamento cardiovascular. Barorreflexo.



ABSTRACT

Acute myocardial infarction (AMI) is accompanied by intense cardiac remodeling and,
therefore can lead to heart failure (HF) and autonomic changes such as sympathetic
hyperactivation and reduced parasympathetic activity. The formation of oxidative stress
is one of the controls responsible for sympathetic hyperactivation in HF and is the main
factor of activation of extracellular matrix metalloproteinases (MMPSs) that participate in
post-AMI ventricular remodeling. The aim of this study was to evaluate whether the
influence of MMP-2 promotes changes in hemodynamics and in reflex autonomic
responses to baroreceptor activation in rats with HF after AMI. Wistar rats were used,
randomized into the following groups: 1) sham rats; 2) Rats with HF induced by acute
myocardial infarction; 3) Rats with HF induced by acute myocardial infarction and 4)
Rats with HF induced by acute myocardial infarction treated with doxycycline. The AMI-
induced HF model was produced by ligation of the left anterior descending coronary
artery. Sham rats were admitted to the same surgery, but without arterial ligation.
Doxycycline was administered daily (30 mg/Kg/day, p.o.) starting 24 hours after AMI
surgery and maintained for 4 weeks. At the end of treatment, the rats were submitted to
an echocardiographic examination and subsequently had a femoral vein cannulated. After
24 hours, the recording of baseline hemodynamic parameters, blood pressure (BP) and
heart rate (HR), were performed with the animals awake for analysis of spontaneous
baroreflex sensitivity and induced by vasoactive drugs (phenylephrine and nitroprusside).
The heart, aortic arch, abdominal aorta and medulla oblongata were collected to assess
MMP activity by gel zymography and the remodeling by histological techniques to
quantify the cross-sectional area. The echocardiography results showed that treatment
with doxycycline was not able to improve any parameter associated with the morphology
or systolic functions of the left ventricle in the infarcted animals (p>0,05). Regarding the
cross-sectional area, AMI promoted a decrease in left ventricular wall thickness (p<0,05)
that was not increased by treatment with doxycycline, but doxycycline significantly
attenuated the cardiac hypertrophy found in infarcted animals (p <0,05). There was no
significant difference between groups and treatments for the mean intraventricular septal
thickness (p>0,05). In the baroreflex activity, AMI also significantly reduced the
baroreflex effectiveness index (p<0,05) and there was no significant difference between
treatments (p>0,05). As for baroreflex gain, it was observed that animals with AMI
exhibited a decrease in baroreflex sensitivity and that treatment with doxycycline
significantly prevented this change (p>0,05). Regarding the effectiveness of the
baroreflex induced by vasoactive drugs, it was not possible to detect significant
differences (p>0,05) between the groups in relation to the tachycardic slope, but in the
bradycardic slope, there was a significant difference (p<0,05) only between infarcted
animals compared to sham. Heart zymography gels revealed MMP-2 bands and that there
was a significant increase in MMP-2 expression in infarcted animals when compared to
sham (p<0,05), but doxycycline did not attenuate the activity found in infarcted animals
(p>0,05). Aortic arch and abdominal aorta zymography gels also revealed MMP-2 bands,
but there was no significant difference in MMP-2 expression between groups (p>0,05).
No MMP-2 band was found in the medulla oblongata zymography gel, but it was possible
to observe MMP-9 bands, which show a non-significant tendency, to be increased in the
medulla oblongata of infarcted animals. In conclusion, positive effects of doxycycline on
cardiac morphology and spontaneous baroreflex gain after AMI were evidenced, and
although MMP-2 has been studied in the context of cardiovascular diseases, the direct
relationship between MMP-2 and baroreflex regulation remains an issue area that requires
further investigation, with great potential for a therapeutic tool for clinical practice.



Keywords: Doxycycline. Acute myocardial infarction. Cardiovascular remodeling.
Extracellular matrix metalloproteinases. Autonomic and reflex modulation. Baroreflex.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Estruturas que participam do barorreflexo..........ccooooveiieiiiiiiiiiciinciee 3
Figura 2 - AlteracOes reflexas e autondmicas na iNSUfICIENCIA...........cc.corerereieiiciieneenns 4
Figura 3 - A cicatrizag8o do MIOCAIAIO. .........evvirueririieiieie s 8

Figura 4 - Efeito do tratamento com doxiciclina sobre o indice de hipertrofia cardiaca,
espessura da parede ventricular esquerda e espessura do septo intraventricular............. 20
Figura 5 - Efeito do tratamento com doxiciclina sobre o indice de efetividade barorreflexa
e ganho de resposta DArOITETIEXa. ..........c.cveri ittt e 21
Figura 6- Curva de regressoes lineares do barorreflexo dos grupos, ratos sham, ratos
Sham+doXi, LAM € TAMAFUOXI. ...ccciiicuiiiiieceie ettt te e st ae e s sabb e e ens 22

Figura 7 - Efeitos do tratamento com doxiciclina sobre a expresséo da MMP-2 no

Figura 8 - Efeitos do tratamento com doxiciclina sobre a expresséo da MMP-2 no
(010 2= 1ot (o T T TSP TSP PP PPTPRPI 23
Figura 9 - Efeitos do tratamento com doxiciclina sobre a expressdo da MMP-2 no Aorta
ADAOMINAL ... e et e et e 24
Figura 10 - Efeitos do tratamento com doxiciclina sobre a expressdo da MMP-2 na aorta

o g o I 0 F- Y10 o - VTR RRRTRRRRT 25



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 - Avaliagdo ecocardiografica mostrando os pardmetros em MODO M de
espessura do septo intraventricular na diastole (mm-I1VS;d), espessura do septo
intraventricular na sistole (mm-I1VS;s), didmetro diastélico (mm-LVID;d), diametro
sistélico (mm-LVID;s), espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na
diastole (mm-LVPW:;d), espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na sistole
(mm-LVPW;s), fracdo de ejecdo (%-EF), fracdo de encurtamento (%-FS), massa
ventricular esquerda (mg-LV Mass), massa ventricular esquerda corrigida (mg-LV
Mass corrected), volume diastdlico ventricular esquerdo (uL-LV Vol;d), volume
sistélico ventricular esquerdo (uL-LV Vol;s), Frequéncia cardiaca (BPM-FC) e débito
cardiaco calculado (ML/min—CO calculated)...........ccoerriiiriinicieciee e e 19
Tabela 02 - Valores de média e EPM do Ganho barorreflexo das respostas taquicardicas
e bradicérdicas, correlacdo entre as alteraces de PAM para 10, 20, 30 e 40 mmHg e os
respectivos valores de FC dos grupos ratos sham, ratos sham+doxi, IAM e
AIMATOXI. ..+ttt bt et bt es et et et e en b er e e 22



LISTA DE ABREVIATURAS

ANOVA Analise de Variancia

AST Area de secco transversal

BEI Efetividade barorreflexa

BPM Batimentos por minuto

CO calculated Débito cardiaco calculado

eNOS Oxido nitrico sintase endotelial

EF Fracgéo de ejecéo

EPM Erro padrdo da média

ERO Espécies reativas de oxigénio

ERN Espécies reativas de nitrogénio

FC Frequéncia cardiaca

FDA US Food and drug administration

FS Fracéo de encurtamento

HAS Hipertensdo arterial sistémica

IAM Infarto agudo do miocérdio

IC Insuficiéncia cardiaca

IP Intervalo de pulso

IVS;d Espessura do septo intraventricular na diéstole
IVS; s Espessura do septo intraventricular na sistole
LVID:d Diametro diastolico do ventriculo esquerdo
LVID:s Diametro sistolico do ventriculo esquerdo
LV Mass Massa ventricular esquerda

LVPW:d Espessura da parede posterior do ventriculo

esquerdo na diastole

Espessura da parede posterior do ventriculo

LVPW:s esquerdo na sistole

LV Vold Volume diastolico ventricular esquerdo
LV Vol;s Volume sistolico ventricular esquerdo
MEC Matriz extracelular

MMP Metaloproteinase da matriz extracelular



NADPH B-Nicotinamida adenosina dinucleotido fosfato

NO Oxido nitrico

NOS Oxido nitrico sintase

NTS Nucleo do trato solitario
PA Presséo arterial

PAM Pressdo arterial média
PAS Pressdo arterial sistdlica
PNA Peptideo natriurético atrial
SFB Soro fetal bovino

SNC Sistema nervoso central
TMZ Trimetazidina

2R1C 2 rins 1 clipe



SUMARIO

L INTRODUGAO ..ottt ettt ettt ettt ena sttt e 1
1.1 IMPORTANCIA DO INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO E DA
INSUFICIENCIA CARDIACA ..ottt et 1
1.2 ALTERACOES AUTONOMICAS E REFLEXAS NO INFARTO AGUDO DO
MIOCARDIO E INSUFICIENCIA CARDIACA .......c.coooieeeeeeeeeeeeee oo 2
1.3 ESTRESSE OXIDATIVO E SISTEMA NERVOSO AUTONOMO ...........cc..o....... 5
1.4 METALOPROTEINASES DA MATRIZ EXTRACELULAR (MMPS.................. 7
1.5 INIBICAO DAS METALOPROTEINASES DA MATRIZ EXTARCELULAR
(MMPS) POR DOXICICLINA COMO ESTRATEGIA TERAPEUTICA..................... 9
2. JUSTIFICATIVA ..ottt et oo 11
2. HIPOTESE ... ittt ettt sttt en e ne s tentnes 12
B, OBIETIVO ..ottt e en e e an s, 13
T 1Y, 1 = @] 0 7RO 14
5.1. ANIMAIS, PROCEDIMENTO CIRURGICO (INFARTO DO MIOCARDIO) E
TRATAMENTOS. ..ottt eee et e eeeness et asenaes s enae e, 14
5.2. ANALISE DA FUNCAO CARDIACA (ECOCARDIOGRAFIA)........cccooeveeren. 15
5.3. ANALISE HISTOLOGICA DO CORACAO, COLETA E PREPARACAO DAS
AMOSTRAS ...ttt ettt s r et enerae s e aen e, 15
5.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE BARORREFLEXA E ANALISE DOS DADOS
.................................................................................................................................. 16
5.5. EXPRESSAO DA MMP-2 NO CORACAO, AORTA ABDOMINAL E SNC
(BULBO), COLETA E PREPARACAQO DAS AMOSTRAS .......oevreereereeeeere e 17
5.6. ANALISE ESTATISTICA ... .oiieeiee et 18
B. RESULTADOS ...ttt e es sttt et s s s enen e 18
6.1. EFEITOS DA DOXICICLINA SOBRE AS ALTERACOES CARDIACAS
AVALIADAS POR ECOCARDIOGRAFIA.......cocoooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeees e 18
6.2. EFEITOS DA DOXICICLINA SOBRE O REMODELAMENTO CARDIACO
DECORRENTE DO INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO .........coeeveerreceeerenas 19
6.3 EFEITOS DA DOXICICLINA SOBRE O INDICE DE EFETIVIDADE
BARORREFLEXA E O GANHO NA RESPOSTA BARORREFLEXA..................... 20
6.4 EFEITOS DA DOXICICLINA SOBRE EFETIVIDADE DO BARORREFLEXO
INDUZIDO POR DROGAS VASOATIVAS. .....covveeeeeeeeeeeeeeeeee et 21
6.5. EFEITOS DA DOXICICLINA SOBRE A ATIVIDADE DA MMP-2 NO BULBO
.................................................................................................................................. 22

6.6. EFEITOS DA DOXICICLINA SOBRE A ATIVIDADE DA MMP-2 NO
Y (007X =] 5] (@ SRS 23



6.7. EFEITOS DA DOXICICLINA SOBRE A ATIVIDADE DA MMP-2 NA AORTA

.................................................................................................................................. 24
6.8. EFEITOS DA DOXICICLINA SOBRE A ATIVIDADE DA MMP-2 NO ARCO

DA AORT A oo e e ettt e e e ettt ettt et airaren 24
A 5] 101 U517 N @ TSRS 25
8. CONGCLUSAOD ..o ettt e et e et e et e et e et eee e et eeaee e ereeeeaeeeeeeeens 34

REFERENCIAS ..o oot e et et e et et e e e et e et e e e e eaeereeeeeseer e e eeeeeeeaens 34



1 INTRODUCAO

1.1 Importéancia do infarto agudo do miocardio e da insuficiéncia
cardiaca

O infarto agudo do miocéardio (IAM), é uma das doencas cardiovasculares de
maior importancia para a saude publica, sendo responsével pela maior incidéncia de
mortes no Brasil e no mundo, inclusive de maneira prematura, impactando
economicamente familias e sistemas de saide (MALTA et al., 2014; OECD, 2021,
SALARI et al., 2023). No Brasil, ocorrem de 300 mil a 400 mil casos anuais de infarto e
que acada 5 a 7 casos, um 6bito, o qual é associado aos fatores de risco como a obesidade,
alto consumo de bebidas alcoolicas, tabagismo e hipertensdo (SANTOS et al., 2018;
BRASIL, 2023). O IAM é definido patologicamente como morte celular miocérdica
devido a isquemia, ap6s a ocluséo coronariana em decorréncia da formacéo de trombos
(THYGESEN et al., 2018; BRASIL, 2023). As primeiras alteragdes observadas séo, a
reducdo do glicogénio celular, relaxamento das miofibrilas e desarranjo no sarcolema.
Posteriormente, sdo observadas anormalidades mitocondriais progressivas, as quais
podem ocasionar necrose dos midcitos e provocam mudangas estruturais na parede do
miocérdio, resultando em alteragcbes morfoldgicas do ventriculo esquerdo. Esse processo
é conhecido como remodelamento cardiaco, o qual consiste na substituicdo dos
cardiomidcitos mortos por uma cicatriz de coldgeno permanente, denominada fibrose
(TALMAN, 2016). ApOs o estresse cardiaco, eventos compensatorios ocorrem no
miocérdio e contribuem para disfungdo do ventriculo esquerdo e a progridem para
insuficiéncia cardiaca (IC) (SPINALE, 2007).

A IC, que comumente coexiste com doengas isquemicas do coracdo em
consequéncia do comprometimento da acéo deste 6rgdo como bomba de sustentacdo da
circulacdo (CONRAD et al., 2017), devido a anormalidades estruturais ou funcionais
causadas pelo IAM e a associada disfungdo ventricular esquerda, torna-se uma sindrome
clinica complexa de sintomas e sinais como, dispneia, fadiga e edema decorrentes da

congestéo pulmonar e sistémica (AMBROSY et al., 2014).



1.2 Alteragdes autonémicas e reflexas no infarto agudo do miocéardio e
insuficiéncia cardiaca

AlteragOes neuro-humorais significativas como a ativagédo do sistema nervoso
simpético, expresso como o aumento dos niveis de catecolaminas circulantes, e do
sistema renina-angiotensina estdo presentes em pacientes que sofreram 1AM, assim como
alto nivel sérico de peptideo natriurético atrial (PNA) que pode neutralizar os efeitos dos
sistemas vasoconstritores. Esta ativacdo € uma resposta compensatdria para preservar a
homeostase circulatdria, porém cronicamente pode ser deletéria e estd expressivamente
relacionada com um progndstico adverso, sendo determinantes no desenvolvimento da
IC (FRENNEAUX, 2004).

Além disso, na IC sdo observadas alteragdes no controle barorreflexo arterial, no
reflexo cardiopulmonar e no quimiorreflexo, os quais contribuem para agravar ainda mais
a disfuncdo autondmica e ventricular (FRENNEAUX, 2004).

Em condig¢6es normais, o sistema nervoso autdnomo fornece controle momento a
momento da presséo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) por meio de barorreflexos
(GUYENET, 2006). O controle barorreflexo atua por intermédio de receptores sensiveis
ao estiramento, ativados quando a PA e/ou volume sanguineo aumentam. S&o
encontrados nas paredes do arco adrtico e do seio carotideo e permitem que o sistema
circulatdrio se adapte diversas situacfes cotidianas, mantendo a PA, a FC e o volume
sanguineo dentro de uma faixa fisiologica finamente delimitada. Os barorreceptores
sinalizam continuamente o nucleo do trato solitdrio (NTS), localizado no tronco
encefalico, através dos nervos vago e glossofaringeo (Figura 1). Apos sua estimulag&o,
0s neurdnios do NTS seguem em direcdo ao nucleo dorsal motor do vago e nucleo
ambiguo, que aumentam o tonus vagal no coragdo e reduzem a FC. Além disso, 0s
neurdnios do NTS também atuam no bulbo ventrolateral caudal que inibe o bulbo
ventrolateral rostral, reduzindo o tdnus simpéatico no coracéo e nos vasos (THOMAS,
2011). Para conter o aumento, os barorreceptores evocam inibigdo reflexa de sinais
simpéticos eferentes, causando vasodilatagdo, diminui¢do da FC, do volume sistdlico, do
débito cardiaco e consequentemente da PA. Quando as vias do barorreflexo séo

danificadas, esses ritmos fisioldgicos séo perdidos ou atenuados (HAINSWORTH, 2014).



Figura 01 -Estruturas envolvidas no barorreflexo. Neurdnios sensoriais aferentes de bararreflexo
com receptores no arco da aorta, seios carotideos e no coragdo, nos ganglios nodoso e petroso dos nervos
glossofaringeo e vago que realizam sinapse com neurdnios na medula oblonga (bulbo) do tronco encefalico
no nucleo do trato solitdrio (NTS). ACh denota acetilcolina, IML coluna celular intermedio lateral,
norepinefrina NE, n6 sinoatrial SAN e medula ventrolateral caudal CVLM.
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Fonte: Modificado de KAUFMANN et al., 2020

Devido a reducdo da sensibilidade do barorreflexo ocasionada pela IC, ha uma
ativagdo neuro-humoral permanente ocasionando um aumento do tbnus simpatico por
meio do aumento dos niveis seéricos de catecolaminas, diminui¢do do tonus
parassimpatico e ativacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona que contribuem
para 0 aumento da FC, do volume sistolico, do retorno venoso e da resisténcia vascular
periférica (GADEMAN et al., 2008; MORTARA et al., 1997). O controle do reflexo
cardiopulmonar também esta sensivelmente alterado nos pacientes com IC, apresentando
reducdo da sensibilidade nervosa simpatica reflexa em resposta ao volume de enchimento
cardiaco. Além disso, esses pacientes apresentam comprometimento na resposta vascular,
sendo no aumento ou diminuicdo da pré-carga, as quais também estdo relacionadas a
diminuicéo da sensibilidade deste reflexo (MODESTI et al., 2004).

O controle do quimiorreflexo pode estar profundamente alterado nos pacientes
acometidos pela IC, contribuindo para a hiperativacdo simpética. A hiperestimulago de

quimiorreceptores centrais e periféricos provocam um aumento exagerado na ventilagao



pulmonar e na atividade nervosa simpatica em individuos com IC (ALVES et al., 2012;
SABINO et al., 2013). A hipersensibilidade dos quimiorreceptores na IC parece estar
relacionada com o aumento da concentragdo de angiotensina Il, que por sua vez, acentua
a sensibilidade do quimiorreceptor periférico, aumenta a atividade nervosa simpética e
ativa e promove o aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO). A consequéncia disso
pode ser uma maior elevacio da atividade nervosa simpatica (CORREA et al., 2008; LI
et al., 2007, 2004). Além disso, a angiotensina Il, aldosterona e vasopressina também
contribuem para a retencéo de sal e 4gua na IC. A angiotensina Il tem sido implicada na
progressao da IC descompensada e mais recentemente, foi demonstrado que aldosterona
desempenha um papel importante na IC pela retencdo de sodio e perda de potassio
implicadas a fibrose miocérdica. Por fim, a vasopressina provoca reten¢do de fluidos, o
que aumenta o volume sanguineo e agrava a congestao cardiaca e a IC (NEGRAO, 2008).

Dessa forma, a hiperativagao simpética na IC é causada por diversos fatores dentre
0s quais estdo as alteracdes dos reflexos barorreceptor, cardiopulmonar e quimiorreceptor
que seguem para areas comuns do tronco encefalico e se integram de forma a produzir
efeitos aditivos. Isso ocorre uma vez que a hipersensibilidade quimiorreflexa pode
contribuir para a diminuicdo do controle barorreflexo, e de forma inversa, a diminuicéo
da sensibilidade barorreflexa pode colaborar para a elevagéo da atividade quimiorreflexa
(Figura 2) (CORREA et al., 2008).

Figura 02 - Alteracdes reflexas e autondmicas na insuficiéncia cardiaca.
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Fonte: CORREA et al., 2008



1.3 Estresse oxidativo e sistema nervoso autbnomo

O oxigénio é um componente importante para a respiracdo aerobica e
aproximadamente 95% é consumido como energia. Os outros 5% produzem metabolitos
chamados de espécies reativas de oxigénio (ERO) (NAKAI, 2021). A geracdo de ERO é
um processo fisiolégico continuo e cumpre fungBes bioldgicas relevantes como,
fosforilagdo de proteinas, ativacdo de fatores de transcri¢do, apoptose e imunidade, por
exemplo, todos dependentes de uma produgéo adequada de ERO, sendo que a presenca
destes precisam ser mantidas em um baixo nivel e a producdo excessiva pode conduzir a
danos oxidativos (P1IZZINO 2017).

As espécies reativas de oxigénio (ERO) contém pelo menos um atomo de oxigénio
e um ou mais elétrons desemparelhados, (JAKUBCZYK, 2020). Os principais radicais
livres de oxigénio sdo, superdxido (02), peroxido de hidrogénio (H202), o radical
hidroxila (OH) e inclusos como espécie reativa de nitrogénio (ERN) também o dxido
nitrico (NO) e o peroxinitrito (ONOO) (NAKAI, 2021). Em condices fisiologicas
normais, h4 um equilibrio entre a geracdo e a remocdo de radicais livres do corpo e
pequenas quantidades de ERO sdo formadas durante processos celulares regulares,
entretanto em processos inflamatdrios e patolégicos e condigdes de estresse prolongado,
ocorre 0 aumento de sua produgédo (JAKUBCZYK, 2020).

A interrupcdo do equilibrio na homeostase celular € associada & degradacdo da
saude e as ERO tém sido intimamente associadas ao seu declinio. As ERO, inicialmente
identificadas como subprodutos da atividade celular, tém sido ligadas a ruptura de
macromoléculas como as proteinas, os lipidios e 0 DNA, causando efeitos deletérios na
sobrevivéncia de células e em doencas, devido a sua alta reatividade
(TAUFFENBERGER, 2021).

O encéfalo apresenta-se como o drgdo mais afetado pelo estresse oxidativo. As
membranas celulares cerebrais apresentam alta taxa de concentracdo de &cidos graxos
poli-insaturados, os quais séo afetados por ERO, que provocam reagfes em cadeia de
peroxidacdo lipidica (HIROOKA et al., 2010; ANGELOVA, 2018). Estudos apontam
que o estresse oxidativo no sistema nervoso central é responsdvel por intervir no aumento
do tbnus simpético, que precede o desenvolvimento da hipertensdo arterial e contribui
para a reducdo da funcéo cardiaca apés o IAM (HIROOKA et al., 2010; LINDLEY et al.,
2009; MA et al., 2008; MUNZEL et al., 2015; XIA et al., 2011; ANGELOVA, 2018).

Sendo assim, o estresse oxidativo tornou-se um fator chave na patogénese de diversas



doencas cardiovasculares e nos danos de érgdos-alvo, comegando nos estagios iniciais
(HIROOKA et al., 2010; MUNZEL et al., 2015).

Diversas evidéncias apontam que o aumento da angiotensina Il é um dos
principais mecanismos responsaveis pelo aumento da produgdo de ERO no sistema
nervoso central agindo por meio de receptores AT1, os quais ativam a f-Nicotinamida
adenosina dinucleotido fosfato (NADPH) oxidase (HARRISON, 2009; HIROOKA et al,
2010; XIA et al, 2011; HAACK, 2015; MUNZEL et al, 2015). Desse modo, a elevacéo
da angiotensina Il e, consequentemente, do estresse oxidativo nestas regides sdo
mediadores importante na ativacdo simpatica, levando a desautonomia e contribuindo
para um pior progndstico nas doengas cardiacas (HAACK, 2015; HIROOKA et al., 2010;
KOBA et al., 2014; MUNZEL et al., 2015; XIA et al., 2011). Na IC, estudos mostram
que o mecanismo de inducéo de ERO, por meio da ativacéo dos receptores AT1, ocorre
principalmente na regido do bulbo ventrolateral rostral e desempenham um papel
importante na ativagdo do sistema nervoso simpatico (GAO et al., 2005; ZUCKER et al.,
2009)

Por outro lado, foi mostrado que ERO podem ser produzidas localmente na regiéo
dos barorreceptores, ou mesmo no sistema nervoso central, o que poderia produzir um
efeito direto no reflexo barorreceptor, contribuindo para a desautonomia (LI et al., 1996;
SANTANA-FILHO et al., 2014). No estudo de Li et al (1996) foi observado que as ERO
geradas no bulbo carotideo de coelhos com aterosclerose reduziu a resposta do nervo do
seio carotideo & elevacdes da PA. Consistente com os achados prévios, a administracdo
aguda intravenosa de vitamina C melhorou a sensibilidade barorreflexa em pacientes com
IC, sugerindo participagéo do estresse oxidativo na atenuagédo do barorreflexo presente
em pacientes com IC (NIGHTINGALE et al., 2003)

Portanto, o sistema nervoso autbnomo desempenha um papel importante na
génese e manutengdo de taquiarritmias ventriculares por mecanismos que podem estar
relacionados com o aumento na formagdo de ERO. Porém, ainda é incerto as vias de
sinalizagdo que sdo afetadas pelo estresse oxidativo e poderiam contribuir de maneira
direta para a disfun¢éo autondmica observada no IAM.

A ativacdo de metaloproteases da matriz extracelular (MMPs) é resultado do
aumento na formacdao de angiotensina Il e ERO em vérias doencas (PRADO et al., 2018),
inclusive em situac6es de isquemia cardiaca, como ocorre no IAM, mas sua relagdo com

a disfuncéo na atividade autbnomica permanece por ser esclarecida.



1.4 Metaloproteinases da matriz extracelular (MMPSs)

O coragéo possui uma capacidade muito limitada de regeneracdo ap6s o IAM. As
células destruidas sdo substituidas por uma cicatriz fibrotica, seguido pelo
remodelamento do miocardio periférico e, eventualmente, levando ao comprometimento
da fungdo cardiaca. O processo de remodelamento inclui espessamento (hipertrofia) e
enrijecimento  (fibrose) da parede do ventricular esquerda (SUTTON, 2000;
EYYUPKOCA et al., 2022).

Nesta fase, o remodelamento cardiaco é chamado de adverso e envolve a producéo
excessiva de matriz extracelular (MEC), o que contribui para a alta morbidade e
mortalidade em pacientes com infarto do miocardio. As metaloproteinases da matriz
extracelular (MMPs) regulam o processo de remodelacéo, facilitando a rotatividade da
MEC e a sinalizacéo inflamatoria. Devido ao papel critico que as MMPs desempenham
durante o remodelamento cardiaco, ha uma necessidade de entender melhor o mecanismo
fisiopatoldgico das MMPs.

Niveis elevados de metaloproteinase da matriz correlacionam-se fortemente com
disfuncdo ventricular esquerda (DELEON-PENNELL et al., 2017). Estudos sobre IAM
mostram que as MMPs sdo vitais em processos patolégicos de IAM. Entre elas, a MMP-
2 e a MMP-9, as quais sdo membros importantes da familia das gelatinases, estdo
expressas abundantemente em placas ateroscleréticas (PRADO et al., 2018). A matriz
extracelular leva a ruptura e o derramamento de placas aterosclerdticas por seu efeito de
degradacdo especifico, resultando em infartos de tecidos e drgdos (ZHOU, 2019).
Portanto, os niveis de expressdo de MMP-2 e MMP-9 estdo intimamente relacionados a
ocorréncia de IAM (ZHOU, 2019).

As MMPs possuem uma funcdo fisiologica essencial por degradar as proteinas
presentes na MEC de todos os tecidos corporais que participam de processos de
remodelamento tecidual, porém é sua ativagdo excessiva que compromete a atribui¢do do
6rgdo alvo, como por exemplo, o coragdo (VISSE, 2003; YAMAMOTO et al., 2008).
Apbs o IAM, as MMPs facilitam a degradagéo da MEC e recrutam células inflamatorias
para remocéo de cardiomidcitos necréticos as quais contribuem para ativar ainda mais as
MMPs, pois estdo presentes em mondcitos que migram para o tecido lesionado
aumentando ainda mais sua presenca na area infartada. O miocardio, ap6s IAM depende

do equilibrio entre varios eventos concorrentes que ocorrem durante a resposta de



cicatrizacdo da ferida para formar a cicatriz da MEC (Figura 3) (DELEON-PENNELL et
al., 2017).

O aumento na atividade das MMPs pode ser controlado por diversos fatores como
citocinas, estresse de cisalhamento, integrinas e particularmente, pelas EROs (SPINALE,
2007; SCHULZ, 2007). Resultados mostraram que o aumento da atividade e da
concentracdo da MMP-2 em ratos hipertensos foram reduzidas pelo tratamento com
drogas antioxidantes (RIZZl et al., 2013; CASTRO et al., 2009). Em modelo
experimental de isquemia miocardica, a ativacdo da MMP-2 foi consistentemente
mostrada ser dependente da formacdo de ERO e ERN (PRADO et al., 2018). Em
conjunto, os achados sugerem que ERO e ERN sdo os principais fatores ativadores da

MMP-2 em doengas cardiovasculares.

Figura 03 - A cicatrizacdo do miocardio depende do equilibrio entre a quebra e a sintese da
matriz extracelular (ECM). As metal oproteinases de matriz (MMPS) sdo criticas durante este processo como
principais reguladores da fibrose, angiogénese e inflamagéao. A formacéo de cicatriz 6tima (esquerda) requer
a ocorréncia apropriada de todos os fatores desenhados na figura abaixo. Muito ou pouco desses eventos
resultara em formacéo de escaras insuficiente (direita) e pode facilitar o desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca pés-infarto do miocardio.
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Fonte: DELEON-PENNELL et al., 2017

O desenvolvimento de IC ap6s o IAM pode ser induzido por remodelamento
cardiaco exagerado. E possivel supor que a atividade exagerada das MMPs contribua para

o remodelamento do arco da aorta e em resposta, pode haver redugéo na sensibilidade dos



barorreceptores que estdo concentrados nesta regido, o que levaria a0 comprometimento
da resposta autondmica que se incia nesta regido. No entanto, essa sugestdo ainda néo foi
avaliada em estudos prévios. Além disso, a MMP-2 quando administrada em animais
saudaveis, apds 4 semanas promoveu aumento na formacéo de ERO gerando estresse
oxidativo cardiaco (PRADO et al., 2018) e como o estresse oxidativo participa da
disfuncdo autonomica, é possivel supor que a MMP-2 promove aumento na formagéo de
ERO e consequentemente, contribui para disfungdo da resposta baroreflexa. Porém, esta
hipotese ainda ndo foi avaliada, sendo o primeiro objetivo do presente estudo.

Como a inibicdo das MMPs por doxiciclina (inibidor néo-seletivo de MMPs)
foi associada com melhora da disfuncéo e hipertrofia cardiaca e vascular (RIZZ1 et al.,
2013; CASTRO et al., 2009), este farmaco sera utilizado para avaliar se a inibi¢do das

MMPs contribui para melhora na disfun¢éo autondmica em animais infartados.

1.5 Inibigc&o das Metaloproteinases da matriz extarcelular (MMPs) por
doxiciclina como estratégia terapéutica

A inibicdo das MMPs é atualmente, uma tentativa consideravel de tratamento para
diversas patologias como hipertensdo, insuficiéncia cardiaca e infarto do miocérdio,
dentre outras (RIZZI et al, 2010; SPINALE et al., 2000; VILLAREAL, 2003). Nesse
sentido, a doxiciclina, que é uma tetraciclina capaz de inibir a atividade das MMPs
independentemente de sua a¢do antimicrobiana (GOLUB et al., 1998), pode ser o inibidor
de MMPs mais importante para o tratamento de doencas que envolvem a ativacdo destas
proteases (GOLUB et al., 1998; PETERSON, 2004). O Periostat é o inico medicamento
contendo doxiciclina em dose subantimicrobiana comercialmente disponivel como
inibidor de MMPs aprovado pelo FDA (US Food and Drug Administration), para o
tratamento de doencas periodontais.

O uso da doxiciclina tem mostrado efeitos benéficos no tratamento de outras
doencas em que as MMPs desempenham importantes papéis patoldgicos, como a
diabetes, infarto e a hipertensdo arterial sistémica (HAS) (CASTRO et al., 2012). Estudos
indicam que a doxiciclina reduz significativamente o aumento da atividade da MMP-2
em artérias de resisténcia e de condutancia (CASTRO et al., 2008; BOUVET et al., 2005)

e estabiliza placas aterosclerdticas em cardtidas (AXISA et al., 2002). Castro et al.
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(2008), mostraram que a doxiciclina pode inibir o remodelamento vascular induzido pela
HAS experimental 2R1C (CASTRO et al., 2008; RI1ZZI et al., 2010).

Os efeitos benéficos da doxiciclina no remodelamento cardiaco induzido pelo
infarto j& foram estudados e os resultados promissores foram avaliados em estudos
clinicos. Porém, é totalmente desconhecido se a doxiciclina pode atenuar a disfungéo

autondmica e reflexa existente no IAM sendo este um dos objetivos do presente trabalho.
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2. JUSTIFICATIVA

Baseado no exposto acima, a disfuncdo autondmica presente no IAM esta
relacionada com o estresse oxidativo, que é o principal mecanismo de ativacdo das MMPs
em diversas doengas. Embora o aumento na atividade das MMPs ocorra no IAM, nenhum

estudo avaliou sua participagdo nas alteragcdes autondmicas.
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3. HIPOTESE

A hipétese do presente estudo é que o aumento na atividade das MMPs contribui
para as alteracbes autondmicas e reflexas do miocéardio. Para avaliar se a inibi¢do das
MMPs protege a disfuncdo autonOmica, animais infartados foram tratados com

doxiciclina e as alteragdes na atividade autondmica reflexa foram avaliadas.
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4. OBJETIVO

O objetivo geral do estudo foi avaliar a participagédo das MMPs, especialmente MMP-

2, nas respostas hemodinamicas e barorreflexas em animais com IC induzida pelo IAM.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Validar o modelo experimental de IC induzida pelo IAM

2. Avaliar os efeitos do tratamento com a doxiciclina sobre as alteragdes
barorreflexas espontanea e induzida por fA&rmacos vasoativos nos animais sham e
infartados.

3. Auvaliar os efeitos do tratamento com a doxiciclina sobre as alteragdes
morfofuncionais cardiacas nos animais sham e infartados.

4. Avaliar a atividade da MMP-2 em diferentes tecidos (coracdo, aorta da aorta, aorta
abdominal e bulbo) e se o tratamento com a doxiciclina inibiu a atividadedesta

prétese nos tecidos avaliados.
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5. METODOS

5.1. Animais, procedimento cirargico (infarto do miocardio) e
tratamentos

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001. Todo o
protocolo experimental descrito foi realizado com a aprovagdo do Comité Institucional
de Cuidado e Uso de Animais da Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP, Protocolo
n° 04/2019, 22/05/2019). Ratos Wistar machos saudéveis (240-250g) foram mantidos em
ciclo claro / escuro de 12h a 25°C com livre acesso a ragao e agua.

Para a realizac&o deste protocolo os animais foram anestesiados com cetamina e
xilazina (1:1, i.m.) e submetidos & entubacéo orotraqueal para ventilagdo mecénica. O
coragdo foi exposto por meio de uma incisdo no terceiro espago intercostal, e 0 ramo
descendente anterior da artéria coronaria esquerda foi identificado, cuidadosamente
isolado, e ligado com um fio de poliéster (4-0, Ethicon, Sao José dos Campos, SP, Brasil).
Em seguida, o térax do animal foi fechado. Ratos controles foram submetidos a
procedimentos semelhantes aos descritos acima, com exce¢do da ligadura da artéria
coronaria. Ao final do procedimento cirdrgico os animais receberam analgésico (flunixina
meglumina, 2,5 mg/kg, sc) e antibidtico (benzilpenicilina, 24 Ul/g, im) e, em seguida,
foram levados ao biotério do Laboratorio de Biotecnologia da Universidade de Ribeirdo
Preto para recuperagdo. Ap0Os quatro semanas da cirurgia ficticia ou da ligadura da artéria
coronaria, 0s animais foram submetidos aos protocolos experimentais.

O tratamento com a doxiciclina foi realizado diariamente, via gavagem, na dose
de 30 mg/kg/dia, por 4 semanas, comecando 24 horas apds a cirurgia de ligadura da artéria
coronaria (JURIC et al., 2007). A doxiciclina foi diluida em &gua, sendo que a agua foi
utilizada como veiculo. Os grupos experimentais foram 4: Sham+veiculo (Sham),
Infartados+Veiculo (IAM) e Infartados+Doxiciclina (IAM+doxi).

Os animais foram pesados semanalmente. O periodo de tratamento e a
concentracdo da dosagem foram escolhidos com base em evidéncias que mostram 0s
efeitos benéficos da doxiciclina no sistema cardiovascular e, portanto, € interessante
avaliar se a atividade da MMP-2 foi inibida neste mesmo periodo de tratamento (RIZZI
et al., 2010, CAMP et al., 2004). A dosagem e o periodo de tratamento foram mais bem
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discutidos na sesséo de discussdo devido a grande diferenca entre dosagens e periodos de
tratamentos relatados em outros trabalhos.

Ao final da quarta semana de tratamento, as alteragdes hemodindmicas foram
avaliadas e posteriormente, o coragdo, arco da aorta, aorta abdominal e o bulbo dos

animais foram coletados para analises morfoldgicas e bioquimicas descritas a seguir.
5.2. Analise morfofuncional cardiaca (ecocardiografia)

Como o objetivo do estudo foi o de utilizar animais infartados no presente
trabalho, neste protocolo realizamos a padronizagdo do procedimento cirdrgico de
inducgéo da IC por meio do IAM. Para validar se realmente este modelo foi padronizado,
foi realizado a andlise morfofuncional por meio do exame ecocardiogréfico
(Ecocardiografo — sistema de ultrassom VeVo 2100 (120v) Visualsonics Inc. ref. VS
11945 e acessdrios), o qual foi realizado na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da
Universidade de S&o Paulo em colaboracdo com o Prof. Dr. Hélio Cesar Salgado
(Departamento de Fisiologia). Para a realizacdo do ecocardiograma, os animais foram
sedados com Isoflurano na dose de 3% (por litro de O2) para inducéo e 1% para
manutenc¢do anestésica a fim de minimizar possiveis alteracdes cardiovasculares. Ap6s
anestesia inalatéria, os animais tiveram o térax tricotomizados e foram posicionados em
decubito dorsal para melhor posicionamento do transdutor em relagéo ao térax do animal
para a obtencéo das imagens no MODO M (para avaliagdo do movimento das estruturas
cardiacas e suas profundidades), obtendo-se assim o0s parametros de espessura do septo
intraventricular na diastole (mm — 1VS;d), espessura do septo intraventricular na sistole
(mm - 1VS;s), diametro diastélico (mm - LVID;d), diametro sistélico (mm — LVID;s),
espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na diastole (mm - LVPW;d),
espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na sistole (mm — LVPW:;s), fracdo
de ejecdo (% - EF), fragdo de encurtamento (% - FS), massa ventricular esquerda (mg —
LV Mass), massa ventricular esquerda corrigida (mg — LV Mass corrected), volume
diastolico ventricular esquerdo (uL — LV Vol;d), volume sistolico ventricular esquerdo
(uL - LV Vol;s), frequéncia cardiaca (BPM - FC) e débito cardiaco calculado (mL/min
— CO calculated).

5.3. Analise histolégica do coracédo, coleta e preparacdo das amostras
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Para validar os achados morfolégicos fornecidos pelo ecocardiograma, 0s
coragOes foram rapidamente coletados e lavados em solucdo salina gelada, secos com
auxilio de uma gaze e pesados. Posteriormente, o coracdo foi partido ao meio
transversalmente e a base foi designada para analise histoldgica fixadas em formalina
tamponada com fosfato a 10% (pH 7, 3). O &pice cardiaco foi congelado para avaliagdo
da atividade da MMP-2.

A tibia esquerda foi dissecada e seu comprimento medido desde os condilos até a
ponta do maléolo medial com um paquimetro (YIN et al., 1982). O peso do coracgdo
dividido pelo comprimento da tibia foi utilizado como medida de hipertrofia cardiaca.

Para analise histoldgica, cada bloco foi cortado em série na mesma dire¢cdo em
secOes de 4um de espessura e coradas com hematoxilina e eosina. A parede ventricular
esquerda, a espessura do septo e a area correspondente & cAmara ventricular esquerda
foram determinadas nos primeiros 3 cortes histoldgicos de cada bloco. As analises
morfométricas foram realizadas com o software ImageJ (Instituto Nacional de Saude dos

EUA e disponivel na internet em http://rsh.info.nih.gov/nih-image).

5.4. Avaliacdo da atividade barorreflexa e analise dos dados

Apos as 4 semanas de tratamentos, os animais foram anestesiados com Cetamina
e Xilazina (1:1, i.m.) e implantados com cateteres de polietileno (PE-10/PE-50,
Intramedic, Becton Dickinson and Company, Sparks, MD, USA) na artéria e veia
femoral, para registro da PA e administracdo de drogas, respectivamente. As
extremidades dos cateteres vasculares foram exteriorizadas e fixadas no dorso do animal.
Apbs 24h, com os animais completamente recuperados da anestesia, o cateter arterial foi
conectado a um transdutor de pressdo (MLT844, ADInstruments, Brasil) e os sinais de
PA foram amplificados (ML224, ADInstruments, Brasil) e coletados por um sistema de
aquisicdo de dados (Power Lab ML866/P, ADInstruments, Brasil) com uma frequéncia
de amostragem de 2 kHz. A PA média foi calculada a partir da PA pulsétil e a FC foi
calculada a partir dos picos de PAS por meio de um programa computacional especifico
(LabChart, AD Instruments, Mountain View, CA, USA). Os sinais foram armazenados
em um microcomputador para anélise posterior.

Foi realizado o registro dos parametros basais (PA e FC) por 5 minutos, para a

analise da sensibilidade espontanea do barorreflexo. A seguir, a estimulagéo barorreflexa
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foi realizada por infusdo intravenosa de fenilefrina (70ug/mL/kg, 1V, Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) diluida em solucéo salina estéril a 0,9%, na velocidade de infusdo de
0,80uL/min/kg e nitroprussiato de sodio (150ug/mL/kg, 1V, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) diluido em solugdo salina estéril a 0,9%, na velocidade de infusdo de
0,8mL/min/kg , em ordem aleat6ria por meio de bomba de infusdo (KD Scientific, EUA)
conectada & veia femoral (CRESTANI et al., 2009, RESSTEL et al., 2004). Foi possivel
obter variacGes da PAM de aproximadamente 50 mmHg em um periodo de 40 a 50
segundos de infuséo.

A sensibilidade espontanea do barorreflexo foi quantificada por meio do método
da sequéncia descrito por Bertinieri et al (1985). Neste método, séries com pelo menos 4
batimentos consecutivos, onde a PAS e o intervalo de pulso (IP) estdo aumentando ou
diminuindo foram selecionadas pelo programa. Uma regresséo linear entre a PAS e o IP
foi calculada para cada sequéncia encontrada, e o coeficiente angular desta regresséo foi
utilizado como indice de sensibilidade do barorreflexo espontaneo. Foram consideradas
apenas correlagcbes com coeficientes angulares maiores que 0,8. As analises de
variabilidade e da sensibilidade do barorreflexo foram realizadas utilizando o programa
computacional Cardioseries 2.4 (Ribeir&o Preto, SP, Brasil).

A atividade barorreflexa induzida por drogas vasoativas foi analisada por meio
dos dados registrados (PAM e FC) ap6s a infusdo dos agentes vasoativos fenilefrina e
nitroprussiato de sédio e com isso, foi possivel avaliar como a FC dos animais se
comportaram frente as variacdes bruscas de PA. Para a analise separadas das respostas
taquicérdicas e bradicardicas, foi feita a correlagdo entre as alteracbes de PAM para 10,
20, 30 e 40 mmgh e os respectivos valores de FC. Esses valores foram plotados para criar

curvas de regressdo linear. Posteriormente as inclinagdes obtidas foram comparadas.

5.5. Expressdo da MMP-2 no coracéo, aorta abdominal, arco da aorta
e SNC (bulbo), coleta e preparacdo das amostras

As amostras dos tecidos foram pesadas e colocadas em tubos Eppendorf. Nestes tubos,
foram adicionados 50 pL de tampado de extragdo (20 mmol / L Tris-HCI, pH 7,4, 1 mmol
/ L 1,10-Phe (orto fenantrolina), 1 mmol / L fenilmetanossulfonilfluoreto (PMSF), 1
mmol / L N-etilmaleimida (NEM), e 10 mmol / L CaCl2) para cada 0,019 de tecido. As

amostras foram agitadas (em baixa temperatura) por 2 horas para melhorar a extragéo da
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proteina e foram centrifugadas (14000 x g, 15 minutos). O sobrenadante foi coletado para
dosagem de proteinas pelo método de Bradford. As amostras (o coragdo contendo 30 pg
de proteina, a aorta abdominal e o arco da aorta contendo 15 pg de proteina e o bulbo
contendo 20 pg de proteina) foram diluidas em tampd&o de amostra (1: 1, SDS 2%, Tris-
HCI125mM, glicerol 10 % e azul de bromofenol) para aplicagdo de gel de eletroforese
contendo gelatina a 1%. ApGs preparadas, as amostras foram separadas por eletroforese
em sistema descontinuo de tampdo utilizando gel de poliacrilamida na concentragéo de
12%. Apos a eletroforese, esses géis foram submetidos a 2 banhos de Triton X-100 para
remogao do SDS e colocados em tampd&o de ativacéo (Tris-HCI contendo calcio 50 mM)
por 16 horas. Mais adiante, eles foram corados em solugdo de Coommassie Blue e
descoradas. Com o auxilio de um programa de computador (ImageJ), foram quantificadas
as bandas encontradas no gel referente &8 MMP-2. As formas latentes e ativa de MMP-2
foram identificadas por seu peso molecular: 75 kDa, 72 kDa e 64 kDa, respectivamente.

5.6. Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + EPM (erro padrdo da média). Os
testes estatisticos foram conduzidos utilizando o programa GraphPad Prism. Para a
comparacdo os dados foram avaliados quanto & normalidade e varidncias. Os testes
paramétricos e ndo paramétricos foram executados de acordo com o resultado do teste de
normalidade. ANOVA de duas vias foi utilizada para comparagdo entre oS grupos
experimentais. Foram consideradas estatisticamente significativas qualquer diferenca

com p <0,05.

6. RESULTADOS

6.1. Efeitos da doxiciclina sobre as alteragcdes morfofuncionais avaliadas
por ecocardiografia

Ao final do estudo, como esperado, foi possivel observar que os animais infartados
apresentaram reducgdo na fracdo de ejecdo e fracdo de encurtamento quando comparados

aos animais sham (p<0,05; Tabela 1) caracterizando a insuficiéncia cardiaca apés o IAM.
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O débito cardiaco menor e o diametro sistélico e diastélico maiores foram observados
nos animais infartados quando comprados aos animais sham (p<0,05; Tabela 1). O
tratamento com doxiciclina ndo melhorou ou afetou as alteragbes morfofuncionais

encontradas nos animais infartados (p>0,05; Tabela 1).

Tabela 01 - Avaliagdo ecocardiografica mostrando os parametros em MODO M de espessura do
septo intraventricular na diastole (mm-IVS;d), espessura do septo intraventricular na sistole (mm-1VS;s),
diametro diastlico (mm-LVID;d), diametro sistélico (mm-LVID;s), espessura da parede posterior do
ventriculo esquerdo na diastole (mm-LVVPW:;d), espessura da parede posterior do ventriculo esquerdo na
sistole (mm-LVPW;s), fracdo de ejecdo (%-EF), fragdo de encurtamento (%-FS), massa ventricular
esquerda (mg—LV Mass), massa ventricular esquerda corrigida (mg-LV Mass corrected), volume diastdlico
ventricular esquerdo (uL-LV Vol;d), volume sistélico ventricular esquerdo (uUL-LV Val;s), Frequéncia
cardiaca (BPM-FC) e débito cardiaco calculado (mL/min—-CO calculated). Valores expressos como média
+ EPM. N=7-3-13-9/grupo. *p<0,05 vs sham.

Parametros Sham+Agua Sham+Doxi Infarto+Agua Infarto+Doxi P

(n=7) [n=3) (n=13) (n=5)
S; d {mm) 1.916 (+0.2019) 1.695 (+0.2157) 1.175 (+0.1519) * 1.130 (+0.3518) * <0.0001
3.097 (+0.3818) 2.864 (+0,1728) 1.209 (+0.1916) * 1.134 (+0.6948) * <0.0001
LVID; d (mm) 6.993 (+0.3140) 7.456 (+0.2138) 10.03 (+0.7025) * 10.05 (+0.8507) * < 0.0001
LVID; 5 (mm) 3.992 (+0.4657) 4.575 (+0.3597) 8.632 (+0.8756) * 8.440 (+1.229) * <0.0001
LVPW; d {(mm) 1.609 (+0.3318) 1.629 (+0.3456) 1.695 (+0.6363) 1.645 (+0.2645) NS

2.440 (£0.5309) 2.452 (£0.4989) 2,341 (£0.7467) 2.435 (£0.4074) NS
72.29 [+ 6.857) 67.06 (+6.311) 28,05 [+8.416) * 32.39 (+10.14) * < 0.0001
42.93 (£5.955) 38.50 (+5.243) 14.09 (+4.493) * 16.44 [+ 5.856) * <0.0001
866.4 [+ 106.7) 884.1 (£ 77.08) 1197 (£ 267.5) * 1149 (+ 198.6) * 0.0018
693.1 [+ 85.35) 707.3 (£ 61.67) 957.9 (£214.0) * 919.1 (£158.9) * 0.0018

LV Vol; d (ul) 255.4 (+26.37) 294.6 (+18.76) 572.0 (£85.71) * 575.2 (£103.2) * <0.0001

LV Vol; s {ul) 70.91 [+ 19.66) 96.70 (+17.58) 213.0 (£89.72) * 397.6 (+117.2) * <0.0001

CO (Calculated) (mi/min) 116.7 (+ 20.88) 94.77 (+16.74) 80.66 (+21.99) * 24.86 (+29.72) * 0.0258
HR (BPM) 337.7 (£ 22.06) 208.0 (+44.00) 358.5 (£79.49) 320.4 (+36.85) NS

6.2. Efeitos da doxiciclina sobre o remodelamento cardiaco decorrente
do infarto agudo do miocardio

Na Figura 4A é possivel observar imagens escaneadas dos cora¢des com as &reas
de infarto com a coloragdo azul. Como observado nos achados do ecocardiograma, o
infarto promove diminuicdo na espessura da parede ventricular esquerda (p<0,05; Figura

4B) que néo foi revertida pelo tratamento com doxiciclina (p>0,05 vs IAM, Figura 4A e
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4B). Porém, quando o coragdo foi pesado e normalizado pelo comprimento da tibia, a
doxiciclina atenuou de maneira significativa a hipertrofia encontrada nos animais
infartados (p<0,05; Figura 4C). Nao houve diferenga significativa entre 0s grupos e 0s

tratamentos para espessura média do septo intraventricular (p>0,05; Figura 4D).

Figura 04 - Imagens representativas de corte transversal de coracdo de ratos sham, ratos
sham+doxi, IAM e IAM+doxi (A). Espessura média da parede ventricular esquerda (B). Indice de
hipertrofia cardiaca obtido por meio da relagdo entre o peso do coragdo (g) pelo comprimento da tibia (mm)
(C) e espessura média do septo (D). Valores expressos como média £ EPM. N= 13-9-9-11/grupo. *p<0,05
vs SHAM. #p,0,05 vs Infarto+Agua.
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6.3 Efeitos da doxiciclina sobre o indice de efetividade barorreflexae o
ganho na resposta barorreflexa.

O infarto do miocérdio reduziu significativamente o indice de efetividade
barorreflexa (BEI, indice que mensura aumentos ou quedas espontaneas de PA que
respondem a respostas reflexas da FC) quando comparado aos animais sham, como pode
ser observado na Figura 5A (p<0,05). N&o houve diferenca significativa entre os
tratamentos (p>0,05; Figura 5A). Na Figura 5B, observa-se uma diferenca significativa
entre 0s grupos nédo tratados (p<0,05; Figura 5B) e que os animais com infarto do
miocéardio exibiram diminuicdo da sensibilidade (ganho) do barorreflexo e que o

tratamento com a doxiciclina impediu essa alteragdo de maneira significativa.
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Figura 05 - (A) Indice de efetividade barorreflexa e (B) Ganho de resposta barorreflexa. Valores

expressos como média = EPM. N= 9-9-10-11/grupo. *p<0,05 vs SHAM. #p<0,05 vs Infarto+Agua.
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6.4 Efeitos da doxiciclina sobre efetividade do barorreflexo induzido
por drogas vasoativas.

As respostas de bradicardia e taquicardia foram analisadas separadamente e para
isso foram pareados os valores de frequéncia cardiaca dos periodos de 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35 e 40 mmHg da pressao arterial média e suas variacdes calculadas. Estes valores
foram utilizados para tragar curvas de regressao linear para cada rato, e as suas inclinagdes
(slope) foram comparadas para examinar modificagdes no ganho do barorreflexo
(CRESTANI et al., 2011).

Em relacdo ao ganho barorreflexo, a Tabela 2 demonstra que ndo foi possivel
detectar diferencas significativas (p>0,05) entre os grupos em relagdo a curva
taquicardica, todavia em relacdo a curva bradicérdica, houve diferenca significativa

(p<0,05) entre os grupos dos animais infartados em relagdo aos animais sham (Figura 6).
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Tabela 02. Valores de média e EPM do Ganho barorreflexo das respostas taquicardicas e
bradicardicas, correlagdo entre as alteracdes de PAM para 10, 20, 30 e 40 mmgh e os respectivos valores
de FC dos grupos ratos sham, ratos sham+doxi, IAM e IAM+doxi. Valores expressos como média + EPM.
N=12-10-11-8/grupo. *p<0,05 vs sham.

Parametros Sham+Agua Sham+Doxi Infarto+Agua Infarto+Doxi P
(n=12) (n=10) (n=11) (n=8)
T\ LoN SRV -2.534 (+ 0.3495) -2.791 (+ 0.4031) -1.895 (+0.2804) *  -1.633 (+ 0.2239) * 0.0114

TN GON (e = -3.147 (£0.4014)  -2.767 (0.2514) 2,810 (£0.3526)  -2.911 (+ 0.5075) NS

Figura 6- Curvas de regressoes lineares do barorreflexo dos grupos, ratos sham, ratos sham+doxi,
IAM e IAM+doxi. Regressdo linear das curvas barorreflexas correlacionando APAM e resposta AFC.
Valores expressos como média £ EPM. N= 13-10-12-8/grupo. *p<0,05 vs SHAM.
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6.5. Efeitos da doxiciclina sobre a atividade da MMP-2 no bulbo

O bulbo é a regido do encéfalo responsavel pelas respostas associadas ao
barorreflexo (KAUFMANN et al., 2020), portanto a atividade das gelatinases foram
avaliadas. Nenhuma banda referente a MMP-2 foi encontrada no gel, mas foi possivel
observar a presenca de bandas de outra gelatinase, a MMP-9. No presente estudo, foi
observado que ha tendéncia, ainda que nao significativa, da MMP-9 estar aumentada no
bulbo de animais infartados (p>0,05; Figura 7B). Nenhuma banda representativa da

MMP-2 foi visualizada no gel contendo amostras de bulbo.
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Figura 07 - (A) Gel representativo de zimografia de extrato de bulbo. SFB: Soro Fetal Bovino.
Representacdo grafica dos valores para as bandas de peso molecular (B) 92 kDa MMP-9. Valores expressos
como média £ EPM. N= 6-5-6-5/grupo. *p<0,05 vs Sham
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6.6. Efeitos da doxiciclina sobre a atividade da MMP-2 no miocardio

Os géis de zimografia do coragdo revelaram bandas de MMP-2 e nos mostra que
houve um aumento significativo da expressdo da MMP-2 no coracdo de animais
infartados quando comparados aos animais sham (p<0,05; Figura 8). O tratamento com

doxiciclina ndo atenuou a elevada atividade encontrada nos animais infartados (p>0,05;

Figura 8).

Figura 08 - (A) Gel representativo de zimografia de extrato de coracdo. SFB: Soro Fetal Bovino.
Representacdo grafica dos valores para as bandas de peso molecular (B) 75 kDa MMP-2, (C) 72 kDa, (D)
64 kDa MMP-2 e (E) para a MMP-2 total. Valores expressos como média £+ EPM. N= 9-6-10-8/grupo.
*p<0,05 vs Sham.
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6.7. Efeitos da doxiciclina sobre a atividade da MMP-2 na aorta

Os géis de zimografia da aorta também revelaram bandas correspondentes a
MMP-2 de 75, 72, 64 kDa e total (soma das bandas) (Figura 9). Nao foi possivel detectar
diferencas significativas (p>0,05) entre os grupos em relacdo as concentra¢cdes de MMP-
2 na aorta.

Figura 9 - (A) Gel representativo de zimografia de extrato de aorta. SFB: Soro Fetal Bovino.

Representacao grafica dos valores para as bandas de peso molecular (B) 64 kDa MMP-2, (C) 72 kDa e (D)
75 kDa MMP-2. Valores expressos como média + EPM. N= 12-4-9-5/grupo. *p<0,05 vs Sham.
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6.8. Efeitos da doxiciclina sobre a atividade da MMP-2 no arco da
aorta

Os géis de zimografia da aorta novamente revelaram bandas correspondentes a
MMP-2 75, 72, 64 kDa e total (soma das bandas) (Figura 10). N&o foi possivel detectar
diferencgas significativas (p>0,05) entre os grupos em relacdo as concentracdes de MMP-

2 no arco da aorta.
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Figura 10 - (A) Gel representativo de zimografia de extrato de arco da aorta. SFB: Soro Fetal
Bovino. Representagdo grafica dos valores para as bandas de peso molecular (B) 64 kDa MMP-2, (C) 72
kDa e (D) 75 kDa MMP-2. Valores expressos como média + EPM. N= 8-10-6-11/grupo. *p<0,05 vs Sham.
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7. DISCUSSAO

Como j& mencionado, no mundo mais de 17 milhdes de pessoas morrem por ano
vitimas de doencas cardiovasculares e no Brasil, 0 IAM se apresenta como a maior causa
de mortes, com cerca de 360 mil casos anuais. Todavia, a participacdo das
metaloproteinases sobre o barorreflexo ap6s o 1AM ainda é desconhecida. No presente
estudo, nos observamos que a MMP-2 pode ter uma participacdo no barorreflexo
espontaneo, pois alterou a sensibilidade (ganho) do barorreflexo e que o tratamento com
a doxiciclina impediu essa alteracédo de maneira significativa.

Validando o modelo experimental, foi observado na ecocardiografia que os
animais infartados apresentaram reducdo nos parametros morfofuncionais do coragdo
quando comparados aos animais sham, caracterizando a insuficiéncia cardiaca ap6s o
IAM e que a doxiciclina ndo foi capaz de ameliorar os efeitos causados pelo 1AM
contrariando estudos prévios (VILLAREAL, 2003; GARCIA, 2007; ZHU et al., 2015;
SPAULDING et al., 2018), porém a maioria dos estudos experimentais utilizando
animais infartados e que observaram beneficios com o tratamento com a doxicilina

trataram 0s animais com doses diferentes antes da cirurgia e por apenas 2 semanas.
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Contudo, Villareal et al., (2003) afirma que 48 horas apds IAM a MMP-2 ainda est4 ativa
e sugeriu que estudos com o tempo mais prolongado poderiam mostrar a efetividade da
doxiciclina. Considerando esta sugestdo, em nosso estudo, realizamos o inicio do
tratamento com a doxiciclina a partir de 24 horas da cirurgia por 4 semanas e concluimos
que neste periodo de tratamento com a dose utilizada a doxiciclina ndo foi benéfica,
portanto embora a MMP-2 seja ativada apds 48 horas, sua importancia maior possa ser
no inicio da cicatrizagdo como Schultz (2007) demonstrou, que logo apds o infarto, na
reperfusdo, a atividade da MMP-2 é aumentada causando degradacdo da atividade
proteolitica que diminui a funcdo cardiaca. Portanto, nosso estudo concorda que talvez o
tratamento com doxiciclina seria mais efetivo para a morfologia e funcéo se tivesse se
iniciado antes.

O curso do remodelamento segue com a morte de cardiomidcitos, inflamagéo,
alteracbes da matriz de colageno, expansdo do infarto, dilatacdo da camara cardiaca
esquerda, formagéo da cicatriz e rarefacdo microvascular (MCKAY et al., 1986). Este
processo se inicia imediatamente apds IAM e pode continuar por toda a vida
(MUHLESTEIN et al., 2014). Um estudo realizado por Cerisano et al., (2014) foi
conduzido em 110 pacientes humanos com infarto do miocéardio recente e disfuncéo
ventricular esquerda importante, assegurando assim uma alta taxa de remodelamento
ventricular esquerdo. Neste trabalho a dose utilizada de doxiciclina foi de 100 mg por via
oral a cada 12 horas, durante 7 dias. Seis meses apds o tratamento, o grupo tratado com
doxiciclina apresentou um aumento significativamente menor volume ventricular
esquerdo na diéstole quando comparado ao grupo controle, além de um indice de 50%
menos mortes pelo IAM, IC e acidente vascular cerebral. J& no estudo de Noaman et al.,
(2023), com 103 pacientes humanos que foram submetidos a angioplastia, foram tratados
com doxiciclina via intravenosa antes da isquemia/reperfusdo seguidos de tratamento com
doxiciclina na mesma dose de 100 mg, por 7 dias via oral, demonstrou que a doxiciclina
nao foi capaz de reduzir o tamanho do infarto e de melhorar o remodelamento adverso do
ventriculo esquerdo ap6s 6 meses, evidenciando assim a necessidade de maiores estudo
em relacdo a doses utilizadas e periodos de tratamento. No entanto, nosso grupo
evidenciou que em ratos, a dose diéria de 100 mg de doxiciclina causou mortalidade dos
animais, sendo necessario a interrupcéo de experimentos (GUIMARAES, 2010).

N&o somente com a doxiciclina os dados sdo controversos, estudos com outros
inibidores de MMP também foram encontrados resultados divergentes, como no estudo

de Gong et al., (2018) que utilizou a trimetazidine (TMZ), supressor de estresse oxidativo,
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como regulador negativo de MMP-2, no qual ap6s 4 dias da cirurgia do infarto, por meio
de ecocardiografia, ndo encontrou diferengas significativas nas alteragGes
morfofuncionais entre os grupos de animais infartados tratados e ndo na fase aguda do
IAM. J& no estudo de Yang et al., (2018), mostrou que a crisina, um bioflavondide com
uma potente acdo antioxidante, enfraqueceu a expressio de MMP-2 e melhorou de
maneira significativa as funcdes sistolicas e diastolicas do ventriculo esquerdo ap6s o
IAM em ratos, com inicio do tratamento 24 horas apds a cirurgia de infarto, continuado
durante 4 semanas.

O IAM ¢é dependente de multiplos fatores como por exemplo o tabagismo,
obesidade, diabetes, hipertensdo (BRASIL, 2023), talvez e ainda ndo avaliado, um estudo
em um grupo mais homogéneo de pacientes possa nos dar uma resposta mais fidedigna,
porém em humanos é dificil encontrar estudos com individuos padronizados e embora o
namero de individuos tenha que ser maior, seria necessario uma selecdo mais apurada
pelo motivo o qual o infarto foi promovido, pois as MMPs podem ser ativadas por
diferentes fatores e condicdes clinicas.

E possivel que o tempo e dose de tratamento com a doxiciclina seja um dos fatores
que contribuem para a discordancia do nosso estudo em relagdo aos estudos prévios,
porém também mostra que mais estudos de efeitos a longo prazo devem ser realizados
para esclacer melhor os mecanismos de acdo da doxiciclina.

Ainda, em nossos achados histoldgicos, assim como os da ecocardiografia,
mostram que o infarto promoveu uma diminuigdo da espessura da parede ventricular
esquerda e que a doxiciclina também ndo foi capaz de atenuar o remodelamento
ventricular, porém quando o coracdo foi pesado e normalizado pelo comprimento da tibia,
a doxiciclina atenuou de maneira significativa o indice de hipertrofia cardiaca encontrada
nos animais infartados. Uma das principais consequéncias do IAM na auséncia da
reperfusdo, é o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca seguida por insuficiéncia
cardiaca por meio do remodelamento intenso subsequente ao IAM (DIXON et al., 2011).
A hipertrofia cardiaca patologica € um dos fatores de risco mais importantes para
prognodstico de doencas cardiovasculares (CHRISTIAANS et al., 2010) e refere-se ao
aumento da massa do miocéardio como resposta adaptativa a uma sobrecarga fisioldgica
ou patoldgica (LEVY et al., 1990). No IAM, a regido do musculo cardiaco ndo afetada
assume a sobrecarga de trabalho acompanhado de espessamento da parede ventricular,
devido a morte celular na regido infartada, assim tem-se uma resposta inicial adequada

que evolui para disfungéo do coragdo (RUBIN et al., 1983) devido a expanséo ao longo
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do tempo da regido infartada do ventriculo esquerdo, e progressdo do remodelamento,
consequentemente resultando na insuficiéncia cardiaca (JACKSON et al., 2002). Sendo
assim, mostramos que a doxiciclina foi capaz de prevenir a hipertrofia cardiaca em
animais infartados. Semelhante aos nossos achados Parente et al., (2021) e Rizzi et al.,
(2010), mostraram que a doxiciclina previne a evolucdo da hipertrofia concéntrica em
excéntrica de animais hipertensos, reduzindo inclusive o tamanho do cora¢do, como nés
encontramos e ainda, Parente et al., (2021), associou que isso pode ser decorrente a uma
menor protedlise da distrofina. Em contrariedade ao nosso estudo, mesmo inibindo a
MMP-2, Tessone et al., (2005) mostrou que a doxiciclina ndo reduziu a hipertrofia
compensatoria do ventriculo esquerdo, o que pode ser decorrente da dose utilizada.
Novamente, a dose, o inicio do estudo e o motivo pelo qual a insuficiéncia cardiaca foi
promovida, podem contribuir para essas controvérsias, no nosso caso, a insuficiéncia
cardiaca foi promovida por isquemia e ndo devido a hipertenséo.

Além disso, nossa pesquisa também explorou o papel dos barorreceptores no
contexto cardiovascular. Esses barorreceptores sdo sensiveis a mudangas na pressdo
sanguinea e transmitem essas informagdes aos centros de controle vasomotor no tronco
encefalico, que por sua vez, enviam respostas eferentes para 6rgdos alvo, como o coracdo
(THOMAS et al., 2011). Nesta parte do presente estudo foram avaliadas as fungdes
reflexas do sistema barorreceptor de forma espontanea. Nossos resultados confirmam que
o IAM reduz significativamente o indice de efetividade barorreflexa (BEI) quando
comparado aos animais sham e que o tratamento com doxiciclina na dosagem proposta,
ndo foi capaz de impedir esta reducdo. Concordando com nosso estudo, Fernandes
Serddio et al., 2016 também relata que o BEI foi significativamente deprimido em
pacientes com IC em comparagdo aos controles. O BEI é definido como a razéo entre o
namero de rampas de pressdo arterial sistolica (PAS) seguidas pelas respectivas rampas
de intervalo de pulso (IP) reflexas e o nimero total de rampas de PAS observadas em uma
determinada janela de tempo, ou seja, este indice quantifica 0 nimero de vezes que o
barorreflexo é eficaz na intervencéo de alteragdes na FC em resposta a mudancas PAS
(DI RIENZO et al., 2001). A especificidade deste indice foi demonstrada em um estudo
anterior, mostrando que em gatos seu numero caiu acentuadamente ap6s a denervacao
cirirgica do barorreceptor (BERTINIERI et al., 1988). Considerando que em nosso
estudo, a doxiciclina ndo foi capaz de melhorar nenhum parametro morfofuncional do
coracdo e o principal mecanismo de ativacdo dos barorreceptores é a deformagéo

mecénica das terminagdes neurais decorrente da distensdo da parede vascular (THOMAS
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et al., 2011), é possivel supor que o volume de sangue ejetado pelo coracdo infartado,
com menor fragdo de ejecdo ndo foi capaz de produzir forga mecanica suficiente para
estirar os barorreceptores do arco da aorta e que a atividade exagerada das MMPs no |AM
ndo atuou no remodelamento do arco da aorta conforme nossos resultados que
demonstram que apesar dos geis de zimografia revelarem bandas correspondentes a
MMP-2 de 75, 72 e 64 kDa, na aorta e no arco da aorta, ndo foi possivel detectar
diferencas significativas entre os grupos em relacéo as concentracbes de MMP-2.

Nossa suposicdo era que o estresse oxidativo, a inflamacéo e liberacdo de
citocinas pro-inflamatorias induzidas pelo 1AM (SHAO et al., 2020) poderiam
desencadear a formagdo e ativagdo exacerbada de MMP-2 e o consequente
remodelamento do arco adrtico. De acordo com Blankesteinjn et al., 2001, a
patofisiologia do IAM ocorre em 4 fases, a primeira fase com duragéo de 6 horas a 4 dias
é onde ocorre a morte dos cardiomidcitos, a segunda fase, com duragéo de 12 a 48 horas
apods o inicio da isquemia, se da o comego da resposta inflamatéria aguda (migracéo de
granuldcitos para remocédo de cardiomidcitos mortos), a terceira fase se inicia de 2 a 3
dias ap6s o IAM e tem como principal caracteristica 0 comeco da formacéo de tecido de
granulacdo na margem da area infartada e por fim a quarta fase que se inicia de 2 a 3
semanas, podendo continuar por até 1 ano ap6s o IAM, onde ocorre o remodelamento e
cicatrizacdo da é&rea infartada. Baseado nestes dados, é importante ressaltar que o
tratamento agudo com doxiciclina (24 horas ap6s a cirurgia do infarto), possa ter
modulado e suprimido a liberacdo de mediadores prd inflamatorios, devido as suas
caracteristicas imunomoduladoras e anti-inflamatérias (SINGH et al., 2021), ter reduzido
a formacdo de ERO, devido a sua acdo antioxidante (CLEMENS et al., 2018) e
consequentemente, ter inibido a atividade exacerbada da MMP-2 no arco da aorta (RI1ZZI
et al., 2010) e impedido seu remodelamento.

Ja o ganho barorreflexo, também conhecido como sensibilidade barorreflexa,
refere-se & sensibilidade ou capacidade de resposta do mecanismo barorreflexo na
regulacio da pressdo arterial. E uma medida da relagio entre as mudancas na pressio
sanguinea e as mudancas subsequentes na frequéncia cardiaca que sdo provocadas pelo
barorreflexo. Ele quantifica a eficiéncia ou eficacia do barorreflexo na modulagéo das
respostas cardiovasculares (SWENNE et al., 2013). Um ganho barorreflexo mais alto
indica uma resposta barorreflexa mais sensivel e robusta, o que significa que mesmo
pequenas alteracdes na pressdo sanguinea levam a ajustes significativos na frequéncia

cardiaca. As doengas cardiovasculares sdo acompanhadas pelo comprometimento dos
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mecanismos barorreflexos, caracterizado pela reducédo da atividade inibitoria, resultando
assim em uma ativacdo adrenérgica cronica, fatos relatados na hipertensdo, infarto agudo
do miocérdio e insuficiéncia cardiaca (LA ROVERE et al., 2008), prejudicando o ganho
barorreflexo (HARTIKAINEN et al.,, 1995). Os resultados do presente trabalho
demonstram uma diferenca significativa entre os grupos nédo tratados, que os animais com
IAM exibiram diminui¢do da sensibilidade do barorreflexo e que o tratamento com a
doxiciclina impediu essa alteracdo de maneira significativa. Esses dados indicam que a
doxiciclina pode ser capaz de prevenir a disfuncdo barorreflexa de animais infartados,
entretanto ndo existe nenhum estudo abordando diretamente a conex&o entre a inibicao
de MMP-2 pela doxiciclina e sua atividade na disfuncéo barorreflexa ocasionada pelo
IAM. A literatura disponivel enfoca principalmente o envolvimento da MMP-2 no
remodelamento cardiovascular e suas possiveis implicacbes em suas fun¢des. Embora os
mecanismos especificos pelos quais a MMP-2 possa regular a func¢éo do barorreflexo ndo
tenham sido estudados, existem vérias vias potenciais que podem estar envolvidas. Essas
vias e mecanismos sdo baseados nos papéis conhecidos da MMP-2 na remodelacéo
cardiovascular e na fungdo vascular, no remodelamento arterial causado por placas
ateroscleroticas causando o aumento da rigidez ou alteragBes na composi¢do da matriz
extracelular, afetando assim a sensibilidade dos barorreceptores e a transmisséo de
estimulos mecénicos para a via do barorreflexo (MOMI et al., 2022), também na
disfuncdo endotelial associada a MMP-2 caracterizada pela biodisponibilidade
prejudicada do oOxido nitrico (NO) e aumento do estresse oxidativo onde as células
endoteliais desempenham um papel importante na sinalizagdo dos barorreceptores na
regulagdo do ténus vascular e a disfungdo do endotélio que pode levar ao
comprometimento da fungdo barorreceptora e a sensibilidade atenuada do barorreflexo
(DOUGUET et al., 2019), ainda na modulacéo de neurotransmissores, onde a MMP-2
pode influenciar a producéo neurotransmissores (MAOLOOD et al., 2008) envolvidos
na regulacdo do barorreflexo, além disso na contribuicdo da MMP-2 para a inflamacéo e
respostas imunes no sistema cardiovascular, onde processos inflamatérios tém sido
associados a alteracGes na sensibilidade do barorreflexo, com a MMP-2 influenciando
indiretamente a funcdo barorreflexa por meio de seus efeitos nas citocinas e outros
mediadores inflamatorios (DE JAGER et al., 2017), ou ainda, na participacdo da MMP-
2 no processos de remodelamento neural (REMPE et al.,2016; VERSLEGERS et al.,
2013) dentro da propria via barorreflexa. A atividade da MMP-2 poderia afetar a

plasticidade sinéptica, a remodelacdo da coluna dendritica ou a orientacdo axonal nos
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componentes centrais e periféricos do circuito barorreflexo. Esses mecanismos sdo
especulativos e mais pesquisas sdo necessarias para estabelecer seus papéis especificos
na regulacdo da funcdo barorreflexa da MMP-2. Estudos adicionais serdo valiosos na
investigacdo desses potenciais mecanismos e seu impacto na sensibilidade dos
barorreceptores e nas respostas do barorreflexo. Portanto, nosso estudo é inovador em
mostrar que a doxiciclina, um inibidor conhecido de MMP pode realmente atuar no
barorreflexo, sendo este resultado, nosso principal achado.

A continuidade da investigacdo desses potenciais mecanismos e seus efeitos na
sensibilidade dos barorreceptores e nas respostas do barorreflexo é crucial para a
compreensdo abrangente deste fendmeno, portanto também avaliamos o ganho
barorreflexo por analise de regresséo linear de alteracbes da FC em resposta a aumentos
ou redugles na pressdo arterial provocados por infusdo intravenosa de fenilefrina ou
nitroprussiato de sodio, respectivamente. Na avaliagdo dos resultados do ganho
barorreflexo ap6s a estimulacdo com a infuséo de drogas vasoativas, foi observado que
ndo houve diferenca significativa entre os grupos em relagdo a curva taquicardica, todavia
em relacéo a curva bradicérdica, houve diferenga significativa entre os grupos dos animais
infartados em relagdo aos animais sham e que a doxiciclina ndo foi capaz de modificar o
ganho barorreflexo. Uma possivel explicacdo para esta falta de diferenca significativa
entre 0s grupos na curva taquicardica pode ser devido a uma caracteristica importante dos
barorreceptores, a sua capacidade de adaptacdo. Alteragdes sustentadas deslocam a faixa
de funcionamento destes para um novo nivel de PA que passa a ser reconhecido como
normal, privando o organismo deste importante mecanismo de controle regulatério, e que
0 uso de drogas vasoativas para avaliar o barorreflexo pode desencadear a liberagdo de
vasopressina que aumenta a resisténcia vascular periférica (CARVALHO-GALVAO et
al., 2018), o que poderia interferir nos resultados barorreflexos dos animais.

Estes resultados também demonstram que o infarto é um fator que esta afetando
0S componentes simpéaticos e parassimpaticos, causando uma demora na resposta do
barorreflexo e evidenciando o desequilibrio no fluxo simpético-vagal fisiolégico para o
coracdo, resultando assim em uma ativacdo simpética adrenérgica cronica e supressdo da
ativagdo parassimpatica ocasionada pelas mudancas nas caracteristicas da fungéo
barorreflexa refletidas pelas alteragdes no controle autondmico do sistema cardiovascular
ocasionado pelo infarto (LA ROVERE et al., 2008). Estes resultados também
demonstram que a doxiciclina ndo foi capaz diminuir essa diferenga significativamente

nos animais tratados.
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Sabemos que a alta atividade de MMP-2 pode resultar na sensibilidade
barorreflexa prejudicada e fungdo barorreceptora alterada, porém os mecanismos exatos
subjacentes ao papel da MMP-2 na fisiopatologia da disfungéo barorreflexa ainda ndo
estdo totalmente elucidados. Mais estudos sdo necessarios para explorar as interacdes
especificas entre MMP-2, remodelamento da matriz extracelular e fungdo barorreflexa.
Compreender o impacto da MMP-2 na curva barorreflexa e sua fisiopatologia associada
pode fornecer informagBes sobre potenciais alvos terapéuticos além disso, explorar a
interacdo entre a MMP-2 e outros fatores envolvidos na sinalizagdo dos barorreceptores
pode contribuir para uma compreenséo mais abrangente da regulagdo cardiovascular.

Isto posto, este estudo também foi pioneiro em concentrar-se na avaliacdo da
atividade da MMP-2 no bulbo de animais infartados. A escolha de analisar a atividade
das gelatinases no bulbo foi direcionada pelo papel crucial dessa regido no contexto da
regulacdo cardiovascular e do controle do barorreflexo. O bulbo é uma area do encéfalo
intimamente ligada a respostas associadas ao barorreflexo e a regulagdo cardiovascular
(TERUI, 1990). No entanto, vale ressaltar que ndo foram identificadas bandas
correspondentes a MMP-2 no gel utilizado na analise. Em contraste, observou-se a
presenca de bandas correspondentes a outra gelatinase, a MMP-9. Embora em condi¢des
normais o nivel de MMP-9 seja baixo no cérebro, sua expressao e atividade aumentam
notavelmente em resposta a condigdes patolégicas como traumatismo craniano
(VAFADARI, 2016), esclerose multipla (COSSINS, 1997), neoplasias
(LUKASZEWICZ-ZAJAC, 2014) e isquemia cerebral (LI, 2022). A atividade elevada da
MMP-9 est4 associada a danos nas juncbes de oclusdo da barreira hematoencefalica,
resultando em disfuncdo da barreira e desencadeando processos de neuroinflamagéo
(ROBINSON, 2022). Além disso, € importante destacar que a MMP-9 apresenta uma
afinidade particular pela degradacdo do colageno tipo IV, que constitui o principal
componente das membranas vasculares basais do cérebro (MORODOMI, 1992).

A elevacdo desta metaloproteinase também tem sido observada em casos de
infarto agudo do miocardio (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ, 2022), entretanto, no
encéfalo ainda ndo se tém registros que atestem a sua relevancia na etiologia do IAM. No
presente estudo, a elevacdo da atividade da MMP-9 foi identificada no bulbo de animais
infartados, embora tal elevacdo ndo tenha alcangado significancia estatistica. Esse dado
pode ser atribuido, em parte, a presenca de MMP-9 circulante derivada do infarto agudo
do miocérdio (DOMINGUEZ-RODRIGUEZ, 2022), que desestrutura o parénquima das

membranas basais da barreira hematoencefalica, resultando em processos inflamatérios
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cerebrais (AGRAWAL, 2006). Tal fendbmeno pode consequentemente contribuir para o
aumento da atividade da MMP-9 no encéfalo, dada sua natureza como uma proteinase
inflamat6ria (VANDOOREN, 2014). Ademais, apesar de nossos resultados nédo
demonstrarem diferencas significativas nas expressoes de MMP-9 entre os tratamentos,
nem em relacdo aos efeitos da doxiciclina, o estudo de Robinson et al., 2022, demonstrou
que o tratamento com doxiciclina como terapia aguda para edema cerebral ap6s trauma
cranioencefélico em animais pode ser uma opgao vidvel da inibicdo molecular da MMP-
9 via ligacdo direta ao sitio ativo da enzima e subsequente preservacdo da integridade da
barreira hematoencefalica, evitando a neuro inflamacéo.

Em relagéo a atividade da MMP-2 no coracdo, conforme o esperado (SPINALE
et al., 2000), houve um aumento significativo da expressdo da MMP-2 no coragdo de
animais infartados quando comparados aos animais sham, porém o tratamento com
doxiciclina ndo atenuou a elevada atividade da MMP-2 encontrada nos animais
infartados. E possivel que este estudo tenha uma correlagdo com os resultados
demonstrados no trabalho de Spinale, 2002, que mostrou que existem alteragdes tempo
dependentes nos niveis de MMP do miocéardio apds um estimulo agudo e prolongado de
sobrecarga de pressdo, no qual a sobrecarga de pressdo aguda induziu a expressdo de
MMP-2 do miocéardio e um aumento resultante na atividade zimografica, no entanto com
uma sobrecarga de pressdo prolongada, como no nosso estudo, a atividade zimogréfica
da MMP-2 se normalizou. Kaminski et al., 2020, mostra que o pico de atividade da MMP-
2 acontece no sétimo dia apds o IAM, como a zimografia em gel dos animais do presente
estudo foi realizada somente apds 30 dias de tratamento, é possivel que a atividade de
MMP-2 no grupo dos animais infartado tratados com veiculo tenha se normalizado e ndo
foi possivel observar se a doxiciclina foi ou ndo capaz de inibir sua ativacdo quando
comparado ao grupo dos animais infartados tratados com doxiciclina.

Apesar da ativagdo sustentada de MMP no miocérdio apds o IAM estabelecido
contribua para um processo mal adaptativo de expanséo do infarto e desenvolvimento da
IC, Heymans et al., 1999, demonstrou em camundongos que a interrup¢ao na expressao
e/ou ativagdo de MMP no curso do IAM pode ser deletério para o processo de cicatrizacao
normal da ferida causada pelo infarto, este pesquisador relata que a inducdo e ativagéo
precoce de MMP é essencial para a resposta da cicatrizagdo de feridas e que a inibi¢do
farmacoldgica exdgena de MMP pode realmente piorar a viabilidade miocéardica no IAM,
sendo esta, também uma possivel explicacdo para auséncia de diferenca significativa

entre os grupos de animais infartados tratados e ndo tratados com doxiciclina.
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8. CONCLUSAO

No modelo experimental empregado, tornou-se evidente a presenga de efeitos
positivos decorrentes da administracdo de doxiciclina na dosagem de 30mg/kg e no
periodo de tratamento de 4 semanas, em relacdo a morfologia cardiaca e a melhora
significativa do ganho barorreflexo espontdneo apds o IAM. Resultados de estudos
clinicos que investigaram os efeitos da doxiciclina na IC subsequente ao infarto agudo do
miocérdio tém mostrado variagdes de resultados associadas a dosagem, & duracdo do
tratamento e a etiologia subjacente. Apesar das investigagdes sobre a MMP-2 terem
abordado amplamente sua relagdo com doencas cardiovasculares, a conexao direta entre
a MMP-2 e aregulagéo do barorreflexo permanece um campo que demanda investigagdes
adicionais. Essa area de estudo possui um potencial significativo como ferramenta
terapéutica na pratica clinica, podendo influenciar de maneira substancial o
desenvolvimento de novas abordagens destinadas a melhorar o remodelamento e a

disfuncéo cardiaca na IC.
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