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Imatinib Atenua a Fibrose Miocardica em Associacao com a Inibicao
da Atividade do PDGFR«

Imatinib Attenuates Myocardial Fibrosis in Association with Inhibition of the PDGFR«x Activity

Li-kun Ma, Qian Li, Li-feng He, Jin-sheng Hua, Jun-ling Zhou, Hua Yu, Ke-fu Feng, Hong-wu Chen, Hao Hu, Lin Wang
Department of Cardiology, Anhui Provincial Hospital, Hefei — China

Resumo

Fundamento: O Imatinib é um inibidor do receptor tirosina-quinase que foi confirmada como exercendo um efeito inibidor
sobre a atividade do receptor do PDGF, fator de crescimento plaquetario (PDGFRo. e PDGFR).

Obijetivo: Investigar o efeito protetor do Imatinib na fibrose miocardica em acetato de deoxicorticosterona (DOCA)/ratos
com hipertensao induzida por sal.

Métodos: Sessenta ratos Sprague-Dawley machos, uninefrectomizados foram distribuidos em trés grupos: ratos controles
(grupo CON): grupo deoxicorticosterona (grupo DOCA); grupo deoxicorticosterona e Imatinib (grupo DOCA IMA). A
Pressao Arterial Sistélica (PAS) foi medida quinzenalmente. Foi estudada a porcao apical do ventriculo esquerdo. Foram
empregados: coloracao vermelho sirius, coloracao de hematoxilina-eosina, imuno-histoquimica e ensaio de western blot.

Resultados: A PAS nos grupos DOCA e IMA+DOCA foi maior que no grupo CON nos dias 14 e 28. Os animais do grupo
DOCA apresentaram fibrose intersticial e perivascular grave no dia 28, e as expressoes de PI, Plll, tenascina-C e fibronectina
foram significativamente maiores que nos grupos DOCA+IMA e CON. Quando comparados com o grupo CON, os grupos
DOCA e DOCA+IMA apresentaram resposta inflamatoria de tecido miocardico e infiltracio de monécitos/macréfagos de
diferentes graus. As expressoes proteicas do PDGF-A, PDGF-C e PDGFRa foram significativamente maiores nos grupos DOCA
e DOCA+IMA que no grupo CON, mas a expressao proteica do p-PDGFRa no grupo DOCA+IMA foi menor que no DOCA.

Conclusao: O Imatinib pode exercer efeitos inibitorios sobre a fibrose miocardica em ratos com hipertensao induzida por
DOCA/sal, os quais podem ser atribuidos a inibicao da atividade do PDGFR-o. (Arq Bras Cardiol 2012;99(6):1082-1091)

Palavras-chave: Receptores da Familia Eph; Receptor Alfa de Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas; Receptor Beta
de Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas; Fibrose Endomiocardica; Desoxicorticosterona.

Abstract

Background: Imatinib is a tyrosine kinase receptor inhibitor that has been confirmed to exert inhibitory effect on the platelet derived growth factor
PDCF receptor (PDGFRa. and PDCFRp) activity.

Objective: To investigate the protective effect of imatinib on the myocardial fibrosis in deoxycorticosterone-acetate (DOCA)/salt induced
hypertensive rats.

Methods: Sixty male uninephrectomized Sprague-Dawley rats were assigned to three groups: control rats (CON group); deoxycorticosterone group
(DOCA group); deoxycorticosterone and imatinib group (DOCA+IMA group). Systolic blood pressure (SBP) was measured biweekly. The apical portion

of the left ventricle was studied. Sirius-Red staining, Hematoxylin-Eosin staining, immunohistochemistry and Western blot assay were employed.

Results: SBP in the DOCA group and DOCA+IMA group was higher than that in the CON group on day 14 and 28. Animals in the DOCA group
showed severe interstitial and perivascular fibrosis on day 28, and the expressions of P, Plll, tenascin-C and fibronectin were significantly higher than
those in the DOCA+IMA group and CON group. When compared with the CON group, myocardial tissue inflammatory response and monocyte/
macrophage infiltration of different degrees were observed in the DOCA group and DOCA+IMA group. Protein expressions of PDGF-A, PDGF-C and
PDCFRo. were significantly higher in the DOCA and DOCA+IMA groups than those in the CON group, but the p-PDGFRa protein expression in the
DOCA+IMA group was lower than that in the DOCA group.

Conclusion: Imatinib can exert inhibitory effects on myocardial fibrosis in DOCA/salt induced hypertensive rats, which may be attributed to the
inhibition of PDGFR-a activity. (Arq Bras Cardiol 2072;99(6):1082-1091)
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Introducao

A fibrose miocardica é um problema clinico comum,
pode ser encontrado em vdrias doengas cardiacas e estd
frequentemente associada com o processo inflamatério.
No coragao, o acimulo excessivo de componentes da
matriz extracelular (MEC), especialmente os tipos I, Ill, e
colageno tipo V, é responsavel pela fibrose miocérdica.
Mudancas na estrutura tecidual e disfungao cardiaca
apos a fibrose miocdrdica contribuem para a insuficiéncia
cardiaca, arritmias, morte stbita cardiaca e outros eventos
cardiovasculares graves. Os mecanismos moleculares da
fibrose miocdrdica sdo complexos, sobres os quais ainda ha
controvérsias. Estudos anteriores sugeriram que a fibrose
miocdrdica estd estreitamente relacionada com o aumento
do mineralocorticoide endégeno. No entanto, os papéis de
algumas vias de sinalizagao molecular na fibrose miocérdica,
induzida por mineralocorticoide, permanecem obscuros.
Varias citocinas e fatores de crescimento tém demonstrado
desempenhar papéis cruciais no desenvolvimento da
fibrose miocérdica. Esses fatores incluem o fator 8 de
crescimento transformante (TGFR)', interleucina-1 (IL-1)?,
fator de necrose tumoral a (TNFa)?, e fator de crescimento
plaquetério (PDGF)*. O PDGF é um membro da familia
de fatores de crescimento, e se encontrou que promove a
divisao e proliferacao de fibroblastos e células musculares
lisas. Ha evidéncias mostrando que altas expressoes proteicas
dos PDGF podem levar a fibrose miocardica, o que sugere
que vias de sinalizagio PDGF-PDCFR podem servir como
importantes mecanismos moleculares da fibrose miocérdica®.

O Imatinib é um inibidor do receptor tirosina-quinase,
especialmente utilizado no atual tratamento clinico de
tumores, e foi confirmado como exercendo um efeito
inibidor sobre a atividade do receptor de PDGF (PDGFRa
e PDGFR). As vias sinalizagdo PDGF-PDGFR sao reguladas
pelo PDGFR?, e assim, o Imatinib pode modular a resposta
biolégica celular induzida pelas vias de sinalizagao
PDGF-PDGFR. Neste estudo, os efeitos de Imatinib na
inflamagao do miocardio e resposta fibrogénica, infiltracao
de monécitos/macréfagos, e as expressoes proteicas de
PDGF-A, PDGF-C, PDGFRa, p-PDGFRa, e o procolageno
(P1), procolageno Il (Plll), tenascina-C e fibronectina foram
investigados em ratos com hipertensao induzida por sal/
acetato de deoxicorticosterona (DOCA), com o objetivo de
estudar se o Imatinib pode efetivamente atenuar a fibrose
miocdrdica, e explorar a relacdo entre a via de sinalizagao
PDGFRa e a fibrose miocérdica.

Materiais e métodos

Modelo animal

Sessenta ratos Sprague Dawley machos (SD), pesando
entre 200 ~ 250 g, foram adquiridos do Centro Experimental
Animal, filiado a Universidade Médica de Anhui, e alojados
em ambiente livre de patdgenos especificos. Antes de
experiéncia, os animais foram anestesiados por injecao
intraperitoneal de 10% de hidrato de cloral (400 mg kg")
e foi realizada nefrectomia direita. Uma semana apds a
cirurgia, os ratos foram alimentados com &gua contendo

1% de NaCl e 0,2% de KCl, e divididos aleatoriamente em
trés grupos (n = 20 por grupo): 1) grupo controle (grupo
CON): dgua destilada foi administrada diariamente por via
intragdstrica, e injegbes subcutdneas de 6leo de gergelim
foram administradas uma vez a cada quatro dias; 2) grupo
deoxicorticosterona (grupo DOCA): deoxicorticosterona
(60 mg.kg'.4d") foi administrada por via subcutanea,
e agua destilada foi administrada diariamente por via
intragastrica; 3) grupo deoxicorticosterona mais Imatinib
(grupo DOCA+IMA): deoxicorticosterona (60 mg.kg-1.4d-1)
foi administrada subcutaneamente uma vez a cada quatro
dias, e simultaneamente o Imatinib (60 mg.kg-1.d-1) foi
administrado intragastricamente, diariamente. O volume de
agua destilada usada no grupo de controle foi idéntico ao
volume de dgua destilada contendo as drogas nos restantes
dois grupos. Além disso, o volume de 6leo de gergelim
utilizado no grupo de controle foi equivalente ao volume
de 6leo de gergelim contendo os agentes nos outros dois
grupos. O tratamento com agentes durou quatro semanas.

Reagentes principais

Foram utilizados no presente estudo: deoxicorticosterona,
6leo de gergelim (Sigma, EUA), Imatinib (Novartis, Suica), corante
vermelho sirius (Beijing Hede Biocompany), hematoxilina, kits
de coloragdo imuno-SP (Beijing Goldenbridge Biotechnology
CO., Ltd), anticorpo ED-1 (Beijing Biosynthesis Biotechnology
CO., Ltd), PDGF-A, PDGF-C, PDGFRa, p-PDGFRa, PI, PIll,
fibronectina, tenascina-C e anticorpos primarios e secundarios
para B-actina (Santa Cruz Inc) e kits ECL (Pierce Inc).

Medida da pressao arterial sistolica e coleta de amostra

A Pressao Arterial Sistdlica (PAS) foi medida em 1d, 14d e
28d, usando o método do manguito cauda. No dia 14 e dia
28 apds a intervencao farmacoldgica, os animais (n = 10) foram
anestesiados intraperitonealmente com 10% de hidrato de
cloral (400 mgkg™) e depois mortos. Foram obtidos os coragoes
e removidos os atrios bilaterais, ventriculos direitos, grandes
vasos e tecidos conectivos, a parte apical do ventriculo esquerdo
foi coletada para exames complementares. As amostras
coletadas no dia 14 foram fixadas em paraformaldeido 4%,
embebidas em parafina, seguidas de corte e imunocoloracao.
As amostras obtidas no dia 28 foram divididas em duas: uma foi
fixada em paraformaldeido 4% para coloracao HE e coloracao
com colageno vermelho sirius, e a outra foi armazenado a -80v
para ensaio de western blot.

Alteracoes patologicas inflamatoérias e imuno-histoquimica

Dois patologistas que foram cegos para o estudo avaliaram
as segdes. Apos os dias 14 e 28, a porgao apical do ventriculo
esquerdo foi submetida a coloracio H&E para exame de
inflamagao cardiaca. A infiltragdo de macréfagos do miocardio
foi observada por imuno-histoquimica, 14 dias ap6s a
intervencao com agentes. O ED-1 é um tipo de antigeno
especifico sobre a superficie de monécitos/macréfagos. A
imuno-histoquimica foi realizada para detectar a expressao do
ED-1 no coragao, de acordo com as instrugdes do fabricante.
Macréfagos com membrana marrom foram considerados
positivos para ED-1. Dez campos na regidao positiva foram
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selecionados aleatoriamente com uma ampliacao de 400 x.
O software Image-Proplus 6.0 foi utilizado para contar o
nimero de células positivas, seguido pelo célculo do nimero
de macréfagos por mm? de campo visual. Em seguida, a média
foi obtida para cada secgao.

Detecgao de fibrose miocérdica e remodelacao vascular

A fragdo de volume do colageno miocérdico (FVC) e area
de coldgeno de vasos periféricos miocardicos (PVCA) foram
medidas por picrico coloragao vermelho sirius-acido picrico
no dia 28. O método de calculo foi o indicado a seguir. Foi
usado o sistema fotografico Nikon, e o software Image-Proplus
6.0 foi utilizado para a andlise. A FVC foi expressa como a
relagdo entre a area de coldgeno do miocérdio e a area total
de campo visual. Oito campos (400x) foram selecionados
aleatoriamente e as correspondentes FVC foram medidas
em cada secao, e a média foi considerada como a FVC final
de cada secao. A PVCA foi expressa como a relagao entre a
area de colageno periférica em torno da artéria pequena e
a éarea do limen arterial. Quatro pequenas artérias (400x)
foram escolhidas aleatoriamente para a detecgdo em cada
secdo, e a média foi considerada como a PVCA final para a
secdo correspondente.

Ensaio de western blot

As expressoes proteicas de PDGF-A, PDGF-C, PDGFRa,
p-PDGFRa, PI, PllI, fibronectina e tenascina-C no coragao
foram detectadas pelo ensaio de western blot no dia 28 apds
a intervengao com agentes. A proteina total foi extraida
usando uma solugdo tampdo de lise celular (Principais
componentes: Tris 20 mM (pH 7,5), NaCl 150 mM, Triton
X-100 1%, deoxicolato 1%, SDS 0,1%, PMSF 1T mM,
leupeptina 2 mg/mL, EDTA T mM, pirofosfato de sodio,
p-glicerofosfato e Na,VO,), o sobrenadante contendo as
proteinas foi recolhido por centrifugacao, e a concentragao
de proteina foi detectada com o método BCA. Todas as
amostras (uma amostra representa uma) foram diluidas
na mesma concentracao. Trés amostras foram escolhidas
aleatoriamente de cada grupo e comparadas com os dos
restantes dois grupos. Em seguida, 50 ug de proteinas
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida,
transferidas para membrana de PVDF, e bloqueada em leite
desnatado durante a noite. Em seguida, a membrana foi
incubada com anticorpo primario por 8 ~ 12 h, e com o
anticorpo secunddrio durante 2 h. A visualizagao foi feita
com kit ECL. As bandas foram digitalizadas com o sistema
de imagem Bio-Rad, e o software Quantity-one foi utilizado
para a deteccdo da densidade 6ptica. A B-actina serviu

Tabela 1 — PAS nos trés grupos

como referéncia interna. A densidade 6ptica da proteina
alvo foi normalizada pelo que a -actina representou como
quantidade relativa da protefna alvo.

Analise estatistica

O software SPSS versao 13.0 foi utilizado para a analise
estatistica. Os dados foram apresentados como média + erro
padrao (EPM). As médias entre varios grupos foram comparadas
com a andlise de variancia de uma via (ANOVA). As relagoes
foram comparadas com o teste de qui quadrado. Um valor de
p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

Resultados

Mudancas na PAS

Nao houve diferenga significativa na PAS entre os grupos
antes da experiéncia. No entanto, a PAS nos grupos DOCA e
DOCA+IMA foram significativamente mais elevadas que no
grupo CON nos dias 14 e 28. Nao foi observada significancia
estatistica na PAS entre os grupos DOCA e DOCA+IMA, em
relacdo aos niveis (Tabela 1).

Inflamacao do miocardio

A coloracao H&E revelou infiltragao evidente de células
inflamatérias e fibrose leve no coragdo no dia 14, no grupo
DOCA. Uma grande quantidade de células inflamatérias se
infiltrou no coragao no grupo DOCA+IMA, enquanto a fibrose
estava ausente. Vinte e oito dias ap6s a intervengao com agente,
as células do miocdrdio estavam regularmente organizadas,
e infiltragdo de células inflamatérias e fibrose grave foram
observadas no grupo DOCA. No grupo DOCA+IMA, células
miocdrdicas estavam regularmente organizadas. Embora nao
houvesse células inflamatérias infiltrando o coragao, nao foram
encontrados tecidos fibréticos. As células do miocardio no
grupo controle foram normais durante todo o experimento,
e nado se encontrou infiltracao de células inflamat6rias nem
tecido fibrético (Figura 1).

Infiltracao de monacitos/macréfagos

O nlimero de células positivas ED-1 reflete a extensao da
infiltragdo de monécitos/macréfagos. A imuno-histoquimica
para ED-1 mostrou que o nimero de células positivas ED-1
nos grupos DOCA e DOCA+IMA era significativamente
maior que no grupo CON (grupo DOCA: 6,3 £ 0,4/mm?;
grupo DOCA + IMA: 6,0 = 0,3/mm?; grupo CON: 1,1 +
0,2/mm? [Figura 2]).

Grupos
CON DOCA DOCA+IMA
Dia 0 1302 130£3 131+£2
PAS (mm Hg) Dia 14 129+2 156 £ 6" 15715
Dia 28 131+2 198 +5" 195+ 7"

Os dados foram expressos como média + EPM. Foi utilizado o teste do qui-quadrado. *p < 0,05, **p < 0,01 vs. grupo CON, n = 20 nos dias 0 e 14, n = 10 no dia 28.
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Dia 14

DOCA + IMA

Fig. 1 - Inflamagdo do miocérdio e cicatriz fibrética nos dois grupos de tratamento no dia 14 e dia 28, em comparagéo com o grupo CON (coloragdo HE, 400%)

Fibrose miocardica

Aos 28 dias da intervencao, a coloragdo vermelho sirius
mostrou que o coldgeno do miocardio vermelho-claro, e
os restantes tecidos cardiacos se apresentavam amarelos. A
coloragdo vermelho sirius revelou que fibrose miocardica no
grupo DOCA foi a mais grave entre todos os grupos, caracterizada
pelo maior nivel de coldgeno intersticial. Além disso, a FVC e
PVCA no grupo DOCA foram também significativamente
maiores quando comparados com os do grupo CON. A FVC
e PVCA no grupo DOCA+IMA foram também mais elevadas
que no grupo CON, embora acentuadamente menor que no
grupo DOCA (Tabela 2, Figuras 3 e 4).

Expressoes proteicas de PDGF-A, PDGF-C, PDGFRx e
p-PDGFRx

Quando comparado com o grupo CON, as expressoes
proteicas de PDGF-A, PDGF-C e PDGFRa no grupo DOCA
e DOCA+IMA grupo foram notavelmente aumentadas.
A expressao proteica de p-PDGFRa no grupo DOCA
foi significativamente elevada, mas no DOCA+IMA foi
marcadamente diminuida, em comparagao com o grupo
CON. O ensaio de western blot (Figura 5) mostrou que o
tratamento com acetato de desoxicorticosterona (grupo
DOCA e grupo DOCA+IMA) suprarregulou significativamente
as expressdes proteicas de PDGF-A (0,61 = 0,12 vezes e
0,59 = 0,09 vezes, respectivamente, p < 0,01), e PDGF-C
(0,58 = 0,11 vezes e 0,55 = 0,06 vezes, respectivamente,
p < 0,01) quando comparado com o grupo CON
(0,17 = 0,04 vezes e 0,15 + 0,02 vezes, respectivamente). A
expressao proteica de PDGFRa (Figura 5) foi significativamente
aumentada nos grupos DOCA (0,41 = 0,08 vezes, p < 0,01)
e DOCA+IMA (0,43 = 0,10 vezes, p < 0,01) quando
comparado com o grupo CON (0,12 =+ 0,03 vezes). PDGFRa
é um tipo de receptor tirosina-quinase, que mostra a
atividade quando residuo de tirosina intracelular é fosforilado,
p-PDGFRa é a forma fosforilada de PDGFRa, e 0 aumento no

nivel de p-PDGFRa sugeriu um aumento na ativagao da via de
sinalizagao de PDGF. Os resultados mostraram que o grupo
DOCA tem a expressao proteica mais elevada de p-PDGFRa
(0,38 = 0,06 vezes, p < 0,01) quando comparada com o
grupo CON (0,08 =+ 0,02 vezes) e o grupo DOCA+IMA grupo
(0,11 = 0,02 vezes), e a expressao proteica de p-PDGFRa no
grupo DOCA+IMA foi maior que no grupo CON, mas sem
diferenca significativa (Figura 5).

Expressoes proteicas de PI, Plll, fibronectina e tenascina-C

Pl e PIll, os indices precisos e diretos da fibrose
miocdrdica, sao os principais componentes de proteina do
colageno. Expressoes proteicas aumentadas de fibronectina e
tenascina-C também foram encontradas na fibrose miocérdica
grave. No presente estudo, as expressdes proteicas de PI,
Plll, fibronectina e tenascina-C no grupo DOCA foram
maiores que nos grupo CON e DOCA+IMA. O ensaio
de western blot (Figura 6) mostrou que o tratamento com
acetato de deoxicorticosterona (grupo DOCA) suprarregulou
significativamente as expressoes proteicas de Pl (2,33 = 0,21
vezes, p < 0,01) e Pl (1,81 = 0,16 vezes, p < 0,05)
quando comparado com os grupos CON (0,55 = 0,11
vezese 0,42 + 0,08 vezes, respectivamente) e DOCA+IMA
(1,13 £ 0,09 vezes e 0,89 = 0,07 vezes, respectivamente).
Além disso, o grupo DOCA tinha expressoes proteicas
mais elevadas de fibronectina (0,80 = 0,15 vezes) e
tenascina-C (0,31 = 0,05 vezes) do que os grupos CON
(0,07 = 0,02 vezes e 0,05 = 0,01 vezes, respectivamente,
p <0,01)e DOCA+IMA (0,10 = 0,03 vezes [p < 0,01] e
0,18 = 0,04 vezes, [p < 0,05], respectivamente) (Figura 6).

Discussao

Neste estudo, nossos achados mostraram que: 1) Os ratos
com hipertensao induzida por sal-DOCA apresentaram
inflamagao aparente nas células do miocéardio. Houve mais
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Fig. 2 - Nimero de células positivas ED-1 em diferentes grupos no dia 14 (imunohistoquimica, 400x). Os dados foram expressos como média + EPM (n = 10).

Foi utilizado o teste do qui-quadrado. **p < 0,01 vs. grupo CON

Tabela 2 - FVC e PVCA nos diferentes grupos

FVC (%) PVCA (%)
CON 57412 195+ 2,1
DOCA 285423 39,6+ 3,8
DOCA+IMA 116+ 1,54 254 +30%

Os dados foram expressos como média = EPM (n = 10). Foi utilizado o teste do qui-quadrado. *p < 0,05, **P < 0,01 vs. grupo CON, #p < 0,05 vs. grupo DOCA.
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DOC DOCA+IMA

Fig. 3 - Inflamag&o do miocérdio nos dois grupos de tratamento no dia 28, em comparagéo com o grupo CON (coloragéo vermelho sirius, 100x e 400%)

Fig. 4 - Fibrose perivascular nos dois grupos de tratamento no dia 28, em comparagdo com o grupo CON (coloragdo vermelho sirius, 400x)

infiltracdo de macréfagos no miocdrdio, acompanhada por
sobre-expressées de PDGF-A, PDGF-C e PDGFRa. Esses
achados sugerem que a ocorréncia de fibrose miocérdica
estd intimamente associada com a ativagcao aumentada da
via de sinalizacdo de PDGF; 2) Embora nao tenha havido
diferenca na PAS antes da experiéncia, a FVC e PVCA
no grupo DOCA+IMA foram drasticamente reduzidas
quando comparadas com o grupo DOCA, indicando
que o Imatinib é capaz de aliviar a fibrose miocardica
independentemente da diminuigao da PAS; 3) A expressao
proteica de p-PDGFRa diminuiu significativamente

no grupo DOCA+IMA quando comparado com o
grupo DOCA. Como inibidor do receptor de tirosina-
quinase, o Imatinib pode suprimir a atividade de
PDGFRa. O efeito inibidor sobre a fibrose miocérdica é
possivelmente atribuida a proliferagdo comprometida de
fibroblastos com a inibicdo da via de sinalizacao de PDGF;
4) Fibronectina e tenascina-C sdo considerados indices do
grau de fibrose. Os nossos resultados mostraram que as
expressoes proteicas de fibronectina e tenascina-C foram
proporcionalmente relacionadas com o grau de fibrose
muscular cardiaca.
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Inflamacao e fibrose miocardica

Estudos anteriores sugeriram que a fibrose miocardica
induzida por mineralocorticoide foi acompanhada por uma
fase inicial de inflamagao aguda no miocardio, sugerindo que
a inflamagao é um evento inicial na fibrose miocardica. Além
disso, a inflamagao croénica em fases média e tardia agrava o
processo fibrético®®, o que foi confirmado no presente estudo.
Nos dias 14 e 28, apds a intervencdo, a coloracao HE revelou a
infiltragao de células inflamatérias no coragao do grupo DOCA.
O aumento da infiltracdo de macréfagos mononucleares
durante a inflamagao é um passo caracteristico e fundamental
na fibrose tecidual®'®. Além disso, cito-hormonios mdltiplos e
fatores de crescimento secretados por células mononucleares
e macroéfagos sdo criticos para a fibrose miocardica. A
remocao de Receptores de Mineralocorticoide (MR) sobre
as células mononucleares e macréfagos por técnica de
knock-out ou efusdo inflamatéria e infiltracao de macréfagos
mononucleares, de maneira dependente de drogas, pode
aliviar significativamente a fibrose miocdrdica induzida por
DOCA® 2 Além disso, o mineralocorticoide é capaz de
regular a diferenciagao e maturagao de células mononucleares
e macréfagos, ativando o MR sobre as células mononucleares
e macrdéfagos. Assim, inibidores de MR, tais como antiestrona,
sdo capazes de exercer efeitos anti-inflamatérios e efeitos
antifibrose miocardica’'. Neste estudo, os ratos tratados
com DOCA apresentaram inflamagao miocdrdica evidente
e aumento da quantidade de macréfagos infiltrados, quando
comparados com o grupo controle. Portanto, é razoavel supor
uma relagdo explicita entre a fibrose miocdrdica induzida por
mineralocorticoide e consequente inflamacao no miocardio.
Ainfiltracao agravada de macréfagos intersticiais é importante
para a ocorréncia e desenvolvimento da fibrose miocardica.

Vias de sinalizacao de PDGF e fibrose miocardica

Os PDGF atuam como fatores de crescimento essenciais, sao
capazes de promover a divisdo e proliferacao de fibroblastos e
células musculares lisas vasculares, e desempenham um papel
quimiotactico. Achados recentes indicam que os membros da
familia PDGF participam na fibrose de mdiltiplos 6rgaos e tecidos. A
inflamacao intersticial evidente e a secrecdo aumentada de PDGF
por células inflamatérias (células mononucleares e macréfagos)
tém sido observadas na fibrose do pulmao, coracao, figado e
rim'>"7, acompanhadas pela expressao elevada de PDGFR nos
fibroblastos'®*". Algumas investigagdes sugeriram que a fibrose
miocardica foi associada com a ativacao excessiva de vias de
sinalizacdo de PDCF e proliferacao de fibroblastos elevada®?. Os
membros da familia PDGF incluem PDGF-A, PDGF-B, PDGF-C
e PDGF-D. PDGF-A e PDGF-C sao considerados intimamente
relacionados com a fibrose miocardica®?*. PDGF-AA é a
isoforma dimérica de PDGF-A, que tem sido demonstrado ser
um mitogénio para os fibroblastos do miocardio e esta implicado
na patogénese da fibrose miocardica**°. PDGF-C, um ligando
recém-descoberto para PDGFRe?*'*2, também desempenha um
papel importante no desenvolvimento da fibrose miocardica.
Os PDGF funcionam ligando-se aos receptores da proteina
tirosina quinase transmembrana (PDGFRa e PDGFR). As vias
de sinalizacdo de PDGF foram divididas em vias de sinalizagao
PDGFRa e PDGFRR, com base no tipo de PDGFR*. Provou-se
que a fibrose miocdrdica esta relacionada especialmente a via

de sinalizacdo PDGFRo>*. Além disso, a via de sinalizacao
PDGCF é especialmente regulada por PDGFR. A inibicao do
PDGFR pode bloquear completamente as respostas celulares e
biolégicas mediadas por esta via>*. Os resultados no presente
estudo confirmam os achados antes mencionados. O ensaio de
western blot mostrou que as expressoes proteicas de PDGF-A,
PDGF-C e PDGFR- a nos grupos DOCA e DOCA+IMA foram
dramaticamente aumentadas, quando comparadas com o grupo
CON, e a expressao proteica de p-PDGFRa foi positivamente
associada com a fibrose miocardica.

Mecanismo do efeito cardioprotetor do Imatinib

Como os PDGF e seus receptores sao mediadores
importantes para a proliferagdo, sobrevivéncia e migracao
de fibroblastos, os inibidores de PDGFR podem tornar-se
agentes promissores para o tratamento da fibrose miocérdica.
O Imatinib é um inibidor do receptor tirosina-quinase. Estudos
anteriores sugeriram que inibindo-se a transformacao de
PDGFR em PDGFRa ativado era possivel bloquear a via de
sinalizacdo de PDGF, prevenindo com o tempo a ocorréncia
de fibrose miocardica®*-%. Neste estudo, a fibrose do miocardio
e dos tecidos dos vasos sanguineos circundantes, no grupo
DOCA+IMA, foi acentuadamente mitigada, e as expressoes
proteicas de Pl e Plll também diminufram significativamente se
comparado com o grupo DOCA. A fibronectina e tenascina-C
sao também componentes principais de tecidos fibréticos**°.
Encontrou-se que a tenascina-C esta envolvida na adesao entre
as células do miocardio e os tecidos fibréticos, e na regulagao do
recrutamento de fibroblastos apés a lesao do miocardio. Assim,
a tenascina-C tem sido considerada como um novo indice de
fibrose miocardica e remodelacdo ventricular. Além disso, a
tenascina-C pode também ser usada para avaliar a fungdo do
ventriculo esquerdo. As expressoes proteicas de fibronectina e
tenascina-C no grupo DOCA+IMA foram significativamente
diminuidas, quando comparadas com o grupo DOCA.
Esses achados confirmam que o Imatinib é capaz de inibir a
fibrose miocdrdica em ratos com hipertensao induzida por
mineralocorticoides.

Papel das vias de sinalizacao de PDGF na fibrose
miocardica induzida por mineralocorticoide

Nossos achados demonstraram que a via de sinalizagao
de PDGF participa na fibrose miocardica induzida por
mineralocorticoide. Além disso, os PDGF desempenham um
papel como fatores substitutos de macréfagos. Assim, especula-
se que o mineralocorticoide induz a inflamacao do miocérdio,
ativa MR sobre os macréfagos, e recruta os macréfagos no
miocérdio, conduzindo a produgao de uma grande quantidade
de PDCF. Entao, os PDGF ligam-se e ativam o PDGFRa sobre
os fibroblastos do miocardio, o qual promove a infiltragdo e
proliferacao de fibroblastos em locais de inflamagdo e facilita a
sintese e secrecao de coldgeno excessivo, resultando, no final
das contas, em fibrose miocardica???°. O Imatinib exerce um
efeito antifibrose miocardica, através do bloqueio da via de
sinalizagao de PDGF. Assim, os animais do grupo DOCA+IMA
apresentaram inflamagao do miocardio evidente, e expressdes
elevadas de PDGF-A, PDGF-C, e PDGF- a. Contudo, a fibrose
miocardica grave estava ausente.
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Conclusao

O presente estudo confirma que a via de sinalizagdo de PDGF

participa na fibrose miocardica induzida por mineralocorticoide.
O Imatinib é capaz de suprimir eficazmente a fibrose miocérdica,
inibindo a atividade do PDCFR a e, finalmente, bloqueando a
via de sinalizagdo de PDCF.
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