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A Pentoxifilina Atenua a Remodelacao Cardiaca Induzida pela
Exposicao a Fumaca de Cigarros

Pentoxifylline Attenuates Cardiac Remodeling Induced by Tobacco Smoke Exposure

Marcos Minicucci, Fernando Oliveira, Priscila Santos, Bertha Polegato, Meliza Roscani, Ana Angelica Fernandes,
Beatriz Lustosa, Sergio Paiva, Leonardo Zornoff, Paula Azevedo
Faculdade de Medicina de Botucatu, Universidade Estadual Paulista, Sao Paulo, SP — Brasil

Resumo

Fundamento: Exposicao a fumaga de cigarros é um fator significativo de risco para a remodelagao cardiaca. Nesta condicao,
estao presentes inflamacao, estresse oxidativo, anormalidades do metabolismo energético, apoptose e hipertrofia.
A pentoxifilina tem propriedades anti-inflamatérias, anti-apoptéticas, anti-trombéticas e anti-proliferativas.

Objetivo: O presente estudo testou a hipétese de que a pentoxifilina atenuaria a remodelacao cardiaca induzida pelo fumo.

Métodos: Ratos Wistar foram distribuidos em quatro grupos: Controle (C), Pentoxifilina (PX), Fumaca de Cigarro (FC), e
PX-FC. Depois de dois meses, foram feitos ecocardiografia, medicao de pressao arterial invasiva e estudos bioquimicos e
histolégicos. Os grupos foram comparados por ANOVA de duas vias com nivel de significancia de 5%.

Resultados: FC aumentou o diametro e a area do atrio esquerdo, o que foi atenuado pela PX. No estudo de coracao isolado,
FC diminuiu a derivada positiva (+dp/dt), o que foi atenuado por PX. Os antioxidantes enzima superéxido-dismutase e
glutationa peroxidase foram reduzidos no grupo FC; PX recuperou essas atividades. FC aumentou o lactato desidrogenase
(LDH) e reduziu as desidrogenases 3-hidroxiacil Coenzima A (OH-DHA) e citrato sintase (CS). PX atenuou alteracées de LDH,
3-OH-DHA e CS no grupo PX-FC. FC aumentou IL-10, ICAM-1 e caspase-3. PX nao teve influéncia nestas variaveis.

Conclusao: FC induziu remodelacao cardiaca, associada a um aumento de inflamacao, estresse oxidativo, apoptose e
metabolismo energético alterado. PX atenuou remodelacao cardiaca, reduzindo estresse oxidativo e melhorando bioenergética
cardiaca, mas nao agiu nas citocinas cardiacas nem na apoptose. (Arq Bras Cardiol. 2016; 106(5):396-403)

Palavras-chave: Poluicao por Fumaca de Tabaco; Remodelacao Ventricular; Pentoxifilina; Estresse Oxidativo; Cardiomiopatias.

Abstract

Background: Tobacco smoke exposure is an important risk factor for cardiac remodeling. Under this condition, inflammation, oxidative stress,
energy metabolism abnormalities, apoptosis, and hypertrophy are present. Pentoxifylline has anti-inflammatory, anti-apoptotic, anti-thrombotic
and anti-proliferative properties.

Objective: The present study tested the hypothesis that pentoxifylline would attenuate cardiac remodeling induced by smoking.

Methods: Wistar rats were distributed in four groups: Control (C), Pentoxifylline (PX), Tobacco Smoke (TS), and PX-TS. After two months,
echocardiography, invasive blood pressure measurement, biochemical, and histological studies were performed. The groups were compared by
two-way ANOVA with a significance level of 5%.

Results: TS increased left atrium diameter and area, which was attenuated by PX. In the isolated heart study, TS lowered the positive derivate
(+dp/dt), and this was attenuated by PX. The antioxidants enzyme superoxide dismutase and glutathione peroxidase were decreased in the
TS group; PX recovered these activities. TS increased lactate dehydrogenase (LDH) and decreased 3-hydroxyacyl Coenzyme A dehydrogenases
(OH-DHA) and citrate synthase (CS). PX attenuated LDH, 3-OH-DHA and CS alterations in TS-PX group. TS increased IL-10, ICAM-1, and
caspase-3. PX did not influence these variables.

Conclusion: TS induced cardiac remodeling, associated with increased inflammation, oxidative stress, apoptosis, and changed energy
metabolism. PX attenuated cardiac remodeling by reducing oxidative stress and improving cardiac bioenergetics, but did not act upon cardiac
cytokines and apoptosis. (Arq Bras Cardiol. 2016; 106(5):396-403)
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Introducao

A fumagca de cigarro (FC) é um dos fatores de risco mais
significativos para doengas cardiovasculares e prejudica
diretamente o tecido do miocardio." Os efeitos téxicos de
FC no coragao sao chamados de cardiomiopatia por fumaga
de cigarro.?

O potencial mecanismo envolvido em cardiomiopatia
por fumaga de cigarro e outros danos induzidos por FC
incluem inflamacao, estresse oxidativo, anormalidades no
metabolismo energético, apoptose, remodelagdo de juncoes
comunicantes, hipertrofia e angiogénese.*” A inflamagao tem
um papel-chave neste processo.® Uma das possibilidades é
que a inflamacdo ative enzimas, como NADPH oxidase, que
gera espécies reativas de oxigénio (EROs).""" A inflamacao
contribui para anormalidade no metabolismo energético,
que leva a regeneracao de EROs e baixos niveis de trifosfato
de adenosina (ATP).? Durante o processo de remodelacao,
inflamagao, estresse oxidativo e metabolismo energético foram
reconhecidos como anormalidades bioguimicas que induzem
alteragoes celulares, como apoptose.'*'* As consequéncias do
processo de remodelagao sao alteragoes no tamanho, massa
e geometria do coragdo, o que leva a disfungao cardfaca."

Em geral, fumantes tém niveis elevados de citocinas
inflamatérias.®'" TNF-a, IFN-y and ICAM-1 sdo consideradas
citocinas-chave envolvidas na remodelacao cardiaca, levando a
disfuncao endotelial, cascata de morte intracelular e produgao
de ERQs.”1510

A inflamacao constitui uma caracteristica comum
na patogéneses de remodelacdo cardiaca, mas terapias
anti-inflamatérias para insuficiéncia cardiaca mostraram
dados controversos.’

Os ensaios clinicos RENEWAL e ATTACH analisaram o
efeito de medicamentos anti-TNF-a, etanercept e infliximab,
em insuficiéncia cardiaca. Nenhum desses medicamentos teve
efeito positivo. Em ensaios pequenos, pentoxifilina (PX), outro
agente anti-TNF-a, proporcionou efeitos benéficos.'>'”

PX é um inibidor de fosfodiesterase com propriedades
imunomoduladoras, incluindo a regulagao negativa da sintese
de TNF-a e a inibigdo da apoptose, proliferagao celular e
trombose.'®'” PX parece retardar deterioragdo cardiaca por
mecanismos obscuros, mas uma combinacao de efeitos
imunomoduladores e vasodilatadores é possivel.'”

Prevencao e cessagdo do tabagismo sao a estratégia mais
importante para a reducdo de danos induzidos por FC,
mas considerando-se o alto nimero de fumantes e o alto
risco de morte cardiovascular nessa populacao, o estudo de
medicamentos potencialmente benéficos para a minimizagao de
danos cardfacos é extremamente relevante. PX é considerada um
medicamento relevante, especialmente nas condiges em que
inflamagao, estresse oxidativo e apoptose estao envolvidos.'®"

Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar o papel de
PX na remodelacao cardiaca induzida por exposigao a FC.

Métodos

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) de nossa Instituicdo.
O estudo esta em conformidade com os principios éticos de

experimentagao animal preconizados pelo Conselho Brasileiro
de Experimentacao Animal.

Ratos Wistar machos, pesando entre 200 e 300 g, foram
divididos em quatro grupos experimentais: grupo controle
(C), composto por animais nao expostos a fumaga de cigarro;
grupo fumaca de cigarro (FC), composto por animais expostos
a fumaga de cigarro; grupo pentoxifilina (PX), composto por
animais nao expostos a fumaca de cigarro, alimentados com
100 mg/kg de pentoxifilina adicionada a ragdo;* e grupo
(PX-FC) composto de animais expostos a fumaga de cigarro
alimentados com 100mg/kg de pentoxifilina adicionada a
racao. Todos os animais foram observados durante dois meses.

Durante a primeira semana, a fumaca foi liberada numa
proporcao de 10 cigarros, duas vezes por dia no periodo da
tarde, com intervalos de descanso de 10 minutos. O nimero
de cigarros foi aumentado para uma proporgao de 40 cigarros
por dia (20 cigarros/30 min. de intervalo de manha e a tarde)
até a finalizagao do estudo.?'??

Depois deste periodo, foram feitas andlises morfologicas
e funcionais, e amostras biolégicas foram coletadas para
analises bioquimicas.

Pressao arterial sistélica invasiva

As medicdes de pressdo arterial invasiva foram tiradas por
canulacao da artéria femoral. Os ratos foram anestesiados
com cetamina (50 mg/kg) e xilazina (1 mg/kg) por via
intraperitoneal. A musculatura da regiao inguinal foi dissecada
para permitir a visualizacao da artéria femoral esquerda.

A artéria femoral foi dissecada e isolada, e a porgao distal
foi amarrada. Um cateter interno com cloreto de polivinilo
(diametro 0.5 mm) cheio de heparina (500 [U/mL) foi
colocado na artéria femoral, e o cateter foi conectado a um
poligrafo (Windograf, GOULD, Ohio, EUA). A média de 10
medigoes consecutivas da pressao arterial diastélica (PAD)
e sist6lica (PAS), obtida por meio de registros gréficos do
poligrafo foi registrada. A pressao arterial média foi calculada
usando a férmula (PAS+2xPAD)/3. Depois da medicao de
pressao, o cateter foi removido e a porgdo proximal da artéria
femoral foi ocluida.?

Estudo Ecocardiografico

Antes da eutandsia, todos os animais foram pesados e
avaliados por um exame de ecocardiografia transtordcica,
como previamente descrito.?* Os exames foram feitos usando
um ecocardiégrafo (SONO CT HDI-5000, Philips Healthcare,
Holanda, Europa), equipado com transdutor de raios fasicos
de 7.5MHz. Todas as medicoes foram obtidas pelo mesmo
observador, em acordo com o método recomendado pela
Associagao Europeia de Ecocardiografia.?

Funcao ventricular esquerda in vitro

O estudo isovolumétrico do coragao isolado foi feito como
previamente descrito.?* O coragao inteiro foi rapidamente
removido do térax e transferido para o aparelho de perfusao
(modelo 830 Hugo Sachs Eletronick — Grunstasse, Alemanha).
Asolugao Krebs-Henseleit tinha a seguinte composigao (mmol/L):
115 NaCl, 5,4 KCl, 1,25 CaCl, 1,2 MgSO4, 1,15 NaH2504,
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1,2 Na2504, 25 NaHCO3 e 11 glicose. No ventriculo com
batimento isovolumétrico (200 batidas/min), foi inserido um
balao no ventriculo esquerdo. O volume do balao foi aumentado
em incrementos de 0,02 mL sobre a faixa de pressao diastélica
final de 0-30 mm Hg. A pressao e o volume dentro do balao
foram registradas seguindo cada incremento, e as pressdes
corresponderam ao volume e a pressao diastélica final .

Amostras

Os animais foram sacrificados com uma grande
dose de pentobarbital, e seu coracdo e sangue foram
dissecados. Uma porgao do coragao foi armazenada a -80°C.
Cortes transversais do ventriculo esquerdo foram colocadas
em formalina tamponada a 4% e embebidas em parafina.
O resto do coragao foi congelado em nitrogénio liquido e
armazenado em freezer a -80°C.

Metabolismo energético e estresse oxidativo

Amostras do ventriculo esquerdo (200 mg) foram usadas
para medir o total do hidroperéxido de proteinas de lipidio
(LH) e enzimas de estresse oxidativo: glutationa peroxidase
(GSHPx, E.C.1.11.1.9), dismutagdo do superéxido (SOD,
E.C.1.15.1.1), catalase (CAT, E.C.1.11.1.6) e as enzimas
do metabolismo energético desidrogenases 3-hidroxiacil
Coenzima A (OHADH, E.C.1.1.1.35.), desidrogenase de
lactato (LDH, E.C.1.1.1.27) e citrato sintase (CS; E.C.4.1.3.7.),
como previamente descrito.*

Western blot para avaliacao de Caspase 3 e expressao
de BCL-2

A extragao da proteina foi feita com tampao RIPA, diluida
em tampao Laemmle, e separada por eletroforese usando o
Mini Protean system 3 Electrophoresis Cell (Bio-Rad, Hercules,
CA, EUA). As protefnas foram transferidas para um sistema
de membrana de nitrocelulose no Mini Trans-Blot (Bio-Rad,
Hercules, CA, EUA). Amembrana foi incubada com o anticorpo
primdrio, o anticorpo caspase-3 (Cell SignalingTechnology®) e
BCL-2 (linfoma de células B-2) durante a noite. A membrana
foi lavada e incubada com o anticorpo secunddrio, anti-IgG
HRP (Cell SignalingTechnology®), por duas horas sob agitacao.
Foi feita a imunodeteccao usando a quimioluminescéncia
em acordo com instrugoes do fabricante (SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate, Thermo Scientific, EUA).
As membranas de nitrocelulose foram expostas a filmes de raio
X (X-Omat AR film) (Eastman Kodak Co., EUA) em periodos
de tempo pré-determinados para cada proteina estudada.
O anticorpo usado para normalizagdo foi o GAPDH (6C5),
IgG de coelho (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Europe) a uma
diluicao de 1:5000. Andlises quantitativas das manchas foram
feitas pelo software Scion Image (Scion Corporation, Frederick,
Maryland, EUA), que é um software gratuito, disponivel no
site http://www.scioncorp.com/.

Estatisticas

Os dados estao representados como média e o desvio
padrao. Varidveis com distribuicdes nao-normais foram
normalizados antes das comparagdes. Um teste ANOVA de
duas vias, complementado pelo teste Holm-Sidak, foi usado
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para comparar os grupos. Os dois fatores considerados foram
exposicao FC e PX. No caso de uma interagao entre os fatores
(p < 0,05), os grupos foram analisados independentemente
(C X FC; C X PX; FC X PX-FC e PX X PX-FC). Se nao houve
interagdo, comparagoes marginais foram feitas dentro dos
fatores FC (com ou sem exposigao a FC) ou PX (com ou
sem PX).

O teste estatistico mostra 3 valores “P”: um valor P para
a interacao entre FC e PX [ P (FC x PX)], outro valor P para
a influéncia de FC [P (FO)], e o terceiro para a influéncia de
PX[P (PX]. A analise dos dados foi feita com SigmaStat para
Windows v2.03 (SPSS Inc, Chicago, IL). O nivel de significancia
foi considerado 5%.

Resultados

A pressao arterial média (C = 84 = 3; PX = 86 * 4;
FC =93 = 3; PX-FC = 90 = 3 mmHg) (p = 0,5), frequéncia
cardfaca e peso corporal eram similares entre os grupos.

Com relagao aos efeitos do tabagismo, a exposigao a
FC aumentou o didmetro e a area do atrio esquerdo e
prejudicou a fungao sistélica, diminuindo a derivada positiva

(+dp/dt) (Tabela 1).

Os dados inflamatérios evidenciaram que os grupos expostos
a FC apresentaram niveis mais altos de IL-10 e ICAM (Tabela 2).

Sobre o estresse oxidativo, as enzimas antioxidantes SOD
(C = 20,0 = 1,93; PX = 16,4 + 1,65; FC = 11,0 + 0,89;
PX-FC = 21,8 = 2,96) (p < 0,001) e GSHPx (C = 36,4 * 4,80;
PX = 33,2 + 6,45; FC = 17,0 = 3,92; PX-FC = 35,8 = 5,29)
(p < 0,001) mostraram diminuigao no grupo FC (figura 1).
Além disso, os grupos expostos a FC (FC e PX-FC) apresentaram
niveis mais elevados de LH em comparagao com os grupos que
nao foram expostos a FC (C = 132 = 14,7, PX = 103 = 14,5
XFC =176 = 11,5; PX-FC = 126 = 11,9) (Figura 1).

Com relagao ao metabolismo energético, FC aumentou
LDH(C=70,7 £11,6; PX=73,5+10,6; FC= 133 = 21,9;
PX-FC = 106 = 9,88) (p = 0,003) e diminuiu as desidrogenases
3-hidroxiacil Coenzima A (OHDHA) (C = 31,4 + 1,48;
PX =348 2,70, FC= 15,9 £ 2,12; PX-FC =55 = 9,88) e
CS(C =319 =%=5,00; PX=35,0=x4,75;, FC = 24,2 = 3,57;
PX-FC = 36,1 = 1,71) (p = 0,02) (Figura 2).

Por fim, FC também aumentou caspase 3, sem interferéncia
em BCL-2 (Figura 3).

Sobre os efeitos de PX, o medicamento atenuou a area
do atrio esquerdo e melhorou fungdo sistélica, aumentando
+dp/dt no grupo FC (Tabela 1). PX recuperou as atividades de
enzimas antioxidantes e melhorou o metabolismo energético
em grupos expostos a FC. Independentemente da exposicao
a FC, PX reduziu danos de estresse oxidativo, diminuindo LH
(Figuras 1 e 2).

PX nao teve influéncia na inflamacao (Tabela 2) e apoptose
(Figura 3).

Discussao

O objetivo deste estudo foi investigar o papel da PX
na remodelagdo cardiaca induzida por exposicdo a FC.
FC induziu remodelacdo cardiaca associada a inflamacao,
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Tabela 1 - Dados de estudos ecocardiograficos e isolados do coragao

c (@) PX (11) FC (10) PX-FC (11) P (PX-FC) P (FC) P (PX)
DDVE/PC (mmikg) 19,0 168 194113 19,96 +1,86 19,98 + 1,57 0,18 0,70 0,67
DSVE /PC (mmikg) 784077 8,60+ 1,09 9,03+1,59 8,89+1,28 0,07 0,27 043
ERPVE 0,34+0,05 0,37 0,06 0,34+0,05 0,35 +0,04 0,46 0,38 016
DAE /PC (mmikg) 10,0 0,48 132112 M7+127 11,6 £0,96' 0,14 0,02 018
AAE /PG (cm?/ kg) 0,53+0,79 0,56 +0,13 0,69 + 0,061 0,58 +0,08 0,03 0,00 0,20
AAE / AAD 1142015 12040,16 131017 1254013 0,20 0,04 0,07
IMVE (glkg) 146+ 0,20 1524024 154£0,19 149 +0,25 0,53 0,96 053
FEJ 92,8+1,71 90,9330 90,3+378 90,5 +4,56 0,37 048 0,20
FEN % 56,7 +3,30 55,6 +522 54,7 6,15 55,3 46,84 0,33 0,51 0,97
PS #(mmHg) 164145 153 43,30 141718 156 + 9,90 0,26 0,39 085
+dpldt * (mmHg/s) 3851 + 367 3500 + 185 2725 + 2281 3950 + 320 0,02 0,30 0,20
-dp/dt * (mmHgls) 2082 311 2417 +323 1925 + 109 2200 + 129 0,91 048 0,26

C: grupo de controle; PX: grupo pentoxifilina; FC: grupo fumaga de cigarro; PX-FC: grupo fumaga de cigarro e pentoxifilina. Valor de Pi-p para interagéo entre FC e
PX. Na auséncia de interagdes, Pts e Ppx devem ser considerados. Valor de Pts-p para animais expostos a FC (FC + PX-FC) comparados com grupos nao expostos
a FC (C+PX). Valor de Ppx-p para animais que receberam PX (PX + PX-FC) comparado aos grupos que ndo receberam PX (C+FC).

* Grupos expostos a FC séo diferentes de grupos nao expostos a FC.
T Grupo FC é diferente dos grupos PX-FC e C.

DDVE: didmetro diastdlico do ventriculo esquerdo; DSVE: diametro sistolico do ventriculo esquerdo; ERPVE: espessura relativa da parede do ventriculo
esquerdo; DAE: diametro do éatrio esquerdo; AAE: érea atrial esquerda; AAD: area atrial direita; IMVE: indice de massa ventricular esquerda; FEN: fragdo de
encurtamento; FEJ: fragao de eje¢édo. Os dados sdo expressos como a média + de desvio padréo. Nivel de significancia: 5%. PS: presséo sistlica cardiaca maxima;
+dp/dt: derivada positiva maxima; -dp/dt: derivada positiva minima; PC: peso corporal.

Tabela 2 - Dados inflamatorios

C(6) PX (6) FC (6) PX-FC (6) P FC x PX P (FC) P (PX)
TNF-al (pg/mL) 3,00 +1,91 1714070 3,71+2,50° 5,50 +3,90° 0,21 0,07 0,90
IL-10 (pg/mL) 15,1791 9,20+7,30 219166 281147 0,26 0,02 0,90
ICAM (pg/mL) 41£040 3,700,20 430 0,30 4,30 +0,60 0,29 0,03 0,20

C: grupo de controle; PX: grupo pentoxifilina; FC: grupo fumaga de cigarro; PX-FC: grupo fumaga de cigarro e pentoxifilina. Valor de Pi-p para interagéo entre FC
e PX. No caso de Pi<0.05, diferentes letras indicam significancia estatistica. Na auséncia de interagées, Pts e Ppx devem ser considerados. Valor de Pts-p para
animais expostos a FC (FC+PX-FC) comparado a grupos néo expostos a FC (C+PX). Valor de Ppx-p para animais que receberam PX (PX+PX-FC) comparado a

grupos que nao receberam PX (C+FC).
* Grupos expostos a FC séo diferentes dos grupos néo expostos a FC.

TNF-a: fator de necrose tumoral; IL-10: interlucina 10; ICAM: Molécula de Adesao Intercelular 1

estresse oxidativo, apoptose e metabolismo energético
alterado. PX atenuou remodelacdo cardiaca, reduzindo
estresse oxidativo e melhorando bioenergética cardiaca.

Considerando-se as consequéncias do processo de
remodelagao, estudos anteriores mostraram que animais
expostos a FC apresentaram diferentes padroes de
remodelacdo, incluindo hipertrofia, dilatacao, hipocinesia
e disfuncao.>?"?2% Os presentes dados mostraram que FC
alterou a morfologia cardiaca, como evidenciado pela area
aumentada do atrio esquerdo e hipertrofia dos midcitos.
Além disso, FC diminuiu +dp/dt, parametro de fungao sistélica
cardiaca sob condigdes controladas. Portanto, PX atenuou as
varidveis morfolégicas e melhorou funcao cardiaca, sugerindo
que este medicamento tem um efeito positivo na remodelagao
cardfaca induzida por exposicao a FC.

Considerando-se os mecanismos do processo de
remodelagdo, hd uma ampla variedade de anormalidades
bioquimicas, celulares, intersticiais e moleculares que
contribuem para alteragoes morfoldgicas e disfungao
cardfaca.’® Portanto, a razdo para o estudo do papel da PX
na atenuacao de remodelagao cardiaca induzida por FC é
baseada no fato de que este medicamento tem propriedades
anti-inflamatérias, anti-apoptéticas, anti-proliferativas e
vasodilatadoras."” Na doenca isquémica do coragdo, a PX
melhorou marcadores inflamatérios e apoptdticos e fragao
de ejegao sistélica.”'*3" Além disso, PX via oral no
pré-operatério melhorou a fracdo de ejecao e reduziu
citocinas inflamatérias pés cirurgia de revascularizagao.*
Contudo, os efeitos da PX em cardiomiopatia por fumaga
de cigarro ainda sao desconhecidos.
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Figura 1 - Estresse Oxidativo. C: grupo de controle; PX: grupo pentoxifilina; FC: grupo fumaga de cigarro; PX-FC: grupo fumaga de cigarro e pentoxifilina; SOD: dismutagdo
do superoxido. CAT: catalase; GSH-PX: glutationa peroxidase; LH: hidroperdxido lipidico. Houve interagéo entre FC e PX para SOD (p < 0,001) e GSH-PX (p < 0,001).
Néo houve interagéo entre FC e PX para LH que estava elevado em grupos expostos a FC (p < 0,001) e mais baixo em grupos que receberam PX (p < 0,001). * Grupo FC é
diferente de PX-FC e C.  Grupos expostos a FC sdo diferentes de grupos néo expostos a FC. 1 Grupos que receberam PX sdo diferentes de grupos que néo receberam PX.

Os dados séo expressos como a média + 2 SE. Nivel de significancia: 5%.
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Figura 2 - Metabolismo Energético. C: grupo de controle; PX: grupo pentoxifilina; FC: grupo fumaga de cigarro; PX-FC: fumaca de cigarro e pentofixilina. Houve interagao
entre FC e PX para LDH (p = 0,02). OHDHA (p < 0,001) e CS (p = 0,01). LDH: lactato desidrogenases; OHDHA: 3-hidroxiacil coenzima A desidrogenase; CS: citrato

sintase. *Grupo exposto a FC é diferente de PX-FC e C. Os dados sdo expressos como a média * 2 SE. Nivel de significancia: 5%.

400 Arq Bras Cardiol. 2016; 106(5):396-403




Minicucci et al.
Pentoxifilina, fumo e remodelacao cardiaca

Artigo Original

- oy

- am  GAPDH

BCL2/GAPDH
=
|

0.5+

0.0-

35K
19K
17K
- == GAPDH
(=
t t
T
g
< 49
o
3 == C
g 24 mEm PX
3 mEm rC
0 = PX-FC

Figura 3 - Apoptose. C: grupo de controle; PX: grupo pentoxifilina; FC: grupo fumaga de cigarro; PX-FC: grupo fumaga de cigarro e pentoxifilina; GAPDH: Gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase. BCL-2 (B-cell lymphoma-2). 1 Grupos expostos a FC (a) séo diferentes de animais néo expostos a FC (p = 0,01). Os dados séo expressos

como a média + 2 SE. Nivel de significancia: 5%.

Do ponto de vista dos parametros bioquimicos, nossos
dados mostram que FC aumentou adesao molecular e
citocinas Th2, como ICAM e IL-10.>" Expressao elevada
de ICAM e IL-10 indica que uma lesdao imunologicamente
mediada estd presente neste modelo.'® Ao mesmo tempo,
PX nao influenciou esses parametros inflamatérios.
Na literatura atual, ha alguns dados que mostram que PX
reduziu citocinas pré-inflamatérias, como a molécula de
adesdo celular-1, e aumentou citocinas anti-inflamatdrias,
como IL-10."" H& outros estudos em que PX nao teve
influéncia sobre a via de TNF-a."” Porém, foi sugerido
que PX exerce efeitos biol6gicos e imunomoduladores
independentemente do nivel de citocinas."”

Com relagao a anormalidades celulares, o presente
estudo mostrou que FC aumentou atividade de caspase-3.
PX foi descrita como um agente anti-apoptético e
anti-proliferativo. Por exemplo, administracao de PX inibe
apoptose do miocdrdio apés cardiomiopatia dilatada
induzida por adriamicina, bloqueando o circuito apoptético
dependente de caspase-3.>* Contudo, em nosso estudo, PX
ndo influenciou estes parametros.

Este estudo mostrou que PX atenuou estresse oxidativo
e melhorou metabolismo energético. Danos mediados por
EROs foram observados no grupo FC, evidenciado por
baixa atividade de SODe GPX seguida por niveis elevados
de LH. PX reduziu LH em animais expostos ou ndo a FC.
PX aumentou atividade de SOD e GPX nos animais expostos
a FC. Acredita-se atualmente que estresse oxidativo
tem papel central na toxicidade cardiaca, enquanto
defesas anti-oxidantes tém papel crucial na protegao
de tecidos contra danos."" Foi reportado que PX pode
atenuar significativamente o estresse oxidativo cardiaco.
Ratos alimentados com a dieta ocidental apresentaram
hipertensao leve e o uso de PX aumentou atividades de

antioxidantes e reduziu pressao arterial.** Além disso, os
efeitos terapéuticos previamente descritos de pentoxifilina
via 6xido nitrico sintase em tecido cardiaco em modelo
emperimental de diabetes representam outra importante
via do estresse oxidativo.*

Com relagdo ao metabolismo energético, FC elevou
LDH, o que pode ser responsavel por dano cardiaco
ou metabolismo de glicose elevada. As atividades de
CS e OHDHA foram reduzidas no grupo FC, sugerindo
comprometimento da oxidacdo de acidos gordos e
respiragao e densidade mitocondrial. O padrao anormal de
bioenergéticas cardiacas mostrou que esses dados também
foram previamente observados em modelos de remodelagao
cardiaca seguida por disfungdo cardfaca.?** Apoio a hipotese
de que FC prejudica bioenergética cardiaca vem de estudos
em que FC introduziu diminuicao significativa nas taxas de
respiragao e fosforilagao da mitocondria.?

A consequéncia desta alteragdo é a formagao de EROs
e a baixa geragao de energia para relaxamento e contragao
de miécitos.

O papel da PX como antioxidante e modulador do
metabolismo energético foi descrito em modelos diferentes
da remodelacdo cardiaca. No contexto de esteatose
hepatica, os efeitos benéficos observados em pacientes
que receberam PX podem ser mediados por uma reducao
no estresse oxidativo e na peroxidagao lipidica.?”3®
Num modelo de edema de pata, PX aumentou a atividade
de SOD e GSH-PX, atenuando a peroxidagdo de lipidios.
Considerando a funcao mitocondrial, é possivel que PX
melhore respiragdo mitocondrial no masculo esquelético
de pacientes ateroscleréticos.’* PX pode elevar os
niveis intracelulares de AMP ciclico (cAMP) e GMP
ciclico (cGMP).%
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Limitacao de Estudo

O presente estudo tem algumas limitagoes, que
devem ser abordadas devido a falta de avaliacdo das vias
totais de apoptose e inflamagao. Além disso, diferentes
doses de PX nao foram testadas. Por fim, sdao dados
experimentais que nos permitem fazer hipéteses, mas nao
recomendagbdes terapéuticas.

Conclusao

Em conclusao, o presente estudo revelou que FC induziu
remodelacdo cardiaca, associada a inflamagao elevada,
estresse oxidativo, apoptose e metabolismo energético
alterado. PX atenuou a remodelagdo cardiaca, reduzindo
estresse oxidativo e melhorando bioenergética cardiaca, mas
nao agiu sobre citocinas cardiacas nem apoptose.
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