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RESUMO

O infarto agudo do miocardio (IAM) se caracteriza por uma interrupgéo do fluxo de
sangue para uma regiao especifica do coragao trazendo consequéncia severas a
salde podendo levar a morte. Os processos celulares envolvidos na resposta
tecidual, precisam de intervencao terapéutica para nao evoluir para necrose local e
afetar o entorno da regido infartada, com posterior perda da fungdo contratil do
musculo cardiaco. Nanoparticulas de ouro (NPAu) tem sido empregadas com
potencial efeito anti-inflamatéria e a sua associagcdo a moléculas-guia, como o
sestamibi, pode ser um possivel alvo terapéutico que reduza os riscos associados a
lesdo por isquemia-reperfusdo. Deste modo, o objetivo do presente estudo foi
caracterizar quimica e biologicamente a administragdo de nanoparticula de ouro
(NPAu) ligado ao sestamibi sobre a les&o de reperfusdo apos isquemia cardiaca.
Ratos Wistar (n= 104) de 3 meses de idade foram expostos ao infarto por bloqueio
temporario da artéria descendente anterior por 30 minutos seguido por reperfusao
com administragao intraventricular de sestamibi-NPAu nas concentrag¢des de 0,5, 1,0
e 3 pg/kg. Os animais foram acompanhados por 24 horas seguidos por eutanasia. O
sangue foi retirado por pungao ventricular para analises de CTN, AST, ALT,
creatinina, e uréia e a regido infartada e nao-infartada foram cirurgicamente
removidas para analises histopatologicas. Assim, a nossa hipotese é de que a
administracdo NPAu associada ao sestamibi tenha efeitos protetores na lesao por
reperfusdo sem prejuizo a outros 6rgéos, devido a cardioseletividade do sestamibi, e
que possamos esclarecer os mecanismos envolvidos neste contexto.

Palavras Chave: Infarto, Isquemia, Reperfusao, Nanoparticula de Ouro, Sestamibi.



ABSTRACT

Acute myocardial infarction is characterized by a blood flow interruption to a specific
heart region leading to severe health consequences and even death. The cellular
mechanisms involvedin tissue response need a therapeutic intervention preventing
the local necrosis that can affect the infarcted surrounding area, with possible
contractile function impairment of the heart muscle. Gold nanoparticles (GNP’s) have
been used due to its potential anti-inflammatory effects, and its association with
guide molecules like sestamibi, can be and usable therapeutic target reducing the
risks associated with ischemia-reperfusion lesions. Thus, the aim of the present study
was to characterize chemical and biologically the sestamibi-linked gold nanoparticles
administration over the post-reperfusion cardiac ischemia injury. Three months old
Wistar rats (n=104) were exposed to an infarct situation caused by a 30 minutes
anterior descending artery blockade, followed by intraventricular reperfusion with
sestamibi-GNP administration with three different concentrations (0.5, 1 and 3ug/kg).
The euthanasia happened after a 24 hours follow up. The blood was collected by a
ventricular puncture for CTN, AST, ALT, creatinine and urea analysis, and the
infarcted and noninfarcted heart areas were surgically removed to histopathological
analysis. Thus, our hypothesis lays on the protector's effects of sestamibi-linked gold
nanoparticles administration in the reperfusion injury along with no impairment to
another organ due to sestamibi cardio selective properties.

Keywords: Infarction, Ischemia, Reperfusion, Gold Nanoparticle, Sestamibi.
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1 INTRODUGAO

As doengas cardiovasculares (DCV) sao definidas como disturbios do
coragao e vasos, e incluem doenga arterial coronariana (DAC) e o acidente vascular
cerebral (AVC). De acordo com o relatério da Organizagdo Mundial da Saude, as
DCV foram responsaveis por 17,5 milhées de 6bitos em 2012 (7,4 e 6,7 milhdes
devido a DAC e AVC, respectivamente), representando 31% de todas as mortes
globais por ano, constituindo as principais causas de morte em todo o mundo (Who,
2017). No Brasil, as DCV foram responsaveis por 27,7% de todos os obitos,
representando a principal causa de morte em 2014, sendo o infarto agudo do
miocardio (IAM) a forma mais prevalente das DCV, ocupando a segunda causa de
morte mais frequente (Piegas et al., 2015).

O IAM ¢é o principal representante da doenga arterial coronariana (DAC)
que é caracterizada pela presenca de placa aterosclerética no lumen arterial, a qual
desencadeia a doenca isquémica no coracao. Sao varios fatores de risco que
contribuem para a formagao de placa aterosclerética como: predisposi¢cao genética,
hipertensdo arterial sistémica (HAS), tabagismo, dislipidemia (DLP), sedentarismo,
obesidade, entre outros (Yusuf et al., 2001). Nos casos em que a placa
aterosclerética aumenta sua espessura e compromete totalmente o lumen da
coronaria ou processo de rompimento de sua capa fibrosa provocando a formacao
de um trombo intracoronariano, ocasionara obstru¢ao a passagem do sangue pela
coronaria instalando o quadro de infarto agudo do miocardio (Piegas et al., 2015).

Além da alta mortalidade no evento do IAM, as consequéncias do dano no
musculo cardiaco acometido sao graves e na maioria irreversiveis. Em decorréncia
do IAM, uma insuficiéncia cardiaca (IC) se estabelece em resposta a diminuigdo do
débito cardiaco e consequentemente uma incapacidade de manter a demanda
metabdlica de todos os tecidos, contribuindo para um prejuizo da homeostase com
graves danos ao paciente (Ho et al., 1993). A IC é um problema mundial de saude, a
qual provoca diminuicdo de expectativa de vida, aumento de morbidades,
internacodes frequentes e consequente diminuicao na qualidade de vida. A incidéncia
de IC em individuos com idade entre 50 e 59 anos é de 0,2 - 0,3% aumentando em
dez vezes entre 80 a 89 anos (Mehta et al., 2006).

Além do tempo de comprometimento do fluxo coronariano, diversos

fatores podem determinar a extensao da area de disfungdo miocardica. Entre esses
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fatores estdo o aumento de mediadores inflamatérios, disfungdo mitocondrial e
consequentemente o estresse oxidativo (Bouras et al., 2014).

O tratamento padrédo no IAM, é o restabelecimento do fluxo por medidas
farmacoldgicas utilizando agentes fibrinoliticos ou mecanica realizando angioplastia
coronariana (Piegas et al., 2015). A reperfusdo tem a potencialidade de salvar o
miocardio isquémico, entretanto, paradoxalmente pode causar ferimentos, um
fendmeno chamado como "lesao de reperfusao” (LR) (Braunwald et al., 1985). Neste
sentido, entende-se necessario o estudo de novos agentes com propriedades de
minimizar os danos provocados pela reperfusao miocardica, diminuindo o tamanho
da éarea infartada e suas complicagbes clinicas imediatas e futuras (Piper et al.,
1998).

1.1 LESAO DE REPERFUSAO

A isquemia é uma situacao onde ha interrupcao ou comprometimento do
fluxo sanguineo enquanto que a reperfusao representa o retorno do fluxo sanguineo
a um 6rgao ou tecido apos o processo isquémico (Yellon et al., 2007). Durante o
processo de isquemia miocardica ocorrem mudancgas fisiopatolégicas em resposta
ao insulto isquémico no musculo cardiaco com disfungdo sistolica e diastdlica
imediata. Na presenca de miocardio hibernado a lesao pode ser reversivel apds a
restauracao do fluxo miocardio, mas quando ha presenca de necrose/apoptose a
disfungéo é irreversivel (Olivetti et al., 1997).

Em situacdo de isquemia coronaria provocada por obstrugcdo coronaria,
devido a presenga de placa aterosclerdtica e/ou trombo intracoronariano, o ideal é
recanalizar a artéria relacionada ao processo isquémico. Contudo, na pratica clinica,
duas maneiras de restabelecer o fluxo coronario sdo utilizadas, uma delas € o uso
de agentes fibrinoliticos, que é indicado nas primeiras horas apdés o evento
isquémico (Pesaro et al., 2005). De acordo com o estudo Grampian Region Early
Anistreplase Trial (GREAT) a cada minuto que se retarda a instituicdo da terapia de
repercussédo, reduz-se a expectativa de vida em 11 dias (Rawles et al., 1997). Outra
modalidade de reperfus&o no processo isquémico agudo € a intervengéo coronaria
percutanea (ICP) primaria. A ICP primaria é a utilizagdo do cateter baldo, com ou
sem implante de stent coronario, sem o uso prévio de fibrinolitico, com o objetivo de

restabelecer o fluxo coronario anterégrado de maneira mecéanica. IniUmeras séries
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consecutivas, registro e ensaios randomizados comprovaram as vantagens desse
método, se comparado a fibrindlise (Keeley et al., 2003; Huynh et al., 2009).
Clinicamente, a reperfusao do miocardio isquémico é crucial para salvar
as células do miocardio da morte celular isquémica. No entanto, a prépria reperfusao
induz varios efeitos deletérios sobre o miocardio isquémico, processo denominado
Lesédo de Reperfusao (LR) (Yellon et al., 2007). A LR é descrita pelas alteragbes
funcionais e estruturais que se tornam aparentes durante o restabelecimento do
fluxo sanguineo apds um periodo de isquemia. Devido ao fato de, inicialmente,
ocorrer a interrupgao da passagem de sangue pela coronaria, diminuindo o oxigénio
e nutrientes para o miocardio, mudando o metabolismo celular com consequente
acumulo de lactato, deplegdo de ATP, sobrecarga Na* e Ca? e inibigdo da fungdo

contratil do miocardio (Figura 1) (Braunwald et al., 1985).
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Figura 01: Impacto das células estaminais mesenquimais em vias de lesGes isquemia-reperfusao.
Adaptado de Monsel et al., 2014.

A reperfusao restabelece o fluxo corondrio com a passagem de sangue
irrigando e oxigenando o musculo infartado, o que resulta na producéo de espécies

reativas de oxigénio (ERO) devido a diversos mecanismos como o extravasamento
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de elétrons na cadeia respiratdria mitocondrial, a ativacdo da xantina oxidase, a
abertura de poros de transicao de permeabilidade mitocondrial e a sobrecarga de
Ca? intracelular, induzindo a morte de cardiomidcitos independentemente do
miocardio isquémico, ocorrendo leséo peri-infarto (Bodi et al., 2008). A LR pode ser
classificada em quatro tipos de lesdes: Miocardio atordoado; Arritmia induzida por
Reperfusao; Leséo de reperfusdo microvascular (fenébmeno n&o-refluxo ou obstrugao
microvascular); e Lesao de reperfusao letal (Kloner e Przyklenk, 1993).

A reperfusdo afeta uma por¢do maior do ventriculo esquerdo do que o
IAM isolado e a LR pode atuar como um determinante independente do
remodelamento cardiaco para além da dimensao da area infartada. Hashmie e Al-
Salam (2015), utilizando um modelo experimental de |IAM, sugeriram que o dano no
miocardio ocorre principalmente devido a necrose isquémica que acompanha a
inflamagao, enquanto que a apoptose € o principal mecanismo de morte celular em
LR em adicdo a necrose isquémica limitada. Os autores ainda mostraram que os
dois processos de lesdo de cardiomiécitos sdo de fato muito distintos e o
microambiente do miocardio determina as fungdes especificas de moléculas e
enzimas que sao parte da sua patogénese.

No processo de isquemia e reperfusdo ocorre um aumento do nivel de
norepinefrina no coragédo, o que inicialmente fornece suporte para o miocardio com
disfuncéao sistdlica e diastdlica (Cohn et al., 1984). A médio e longo prazo a ativagao
continua de sistemas neurohormonais torna-se deletéria para o coracao, levando a:
vasoconstricdo excessiva, aumentando assim a pds-carga cardiaca, expansao do
volume circulante e continuacao da deterioracao da funcao cardiaca com o processo
de remodelamento do ventriculo esquerdo e instalando o quadro clinico de

Insuficiéncia cardiaca (Ferrari et al., 1998).

1.2 REMODELAMENTO CARDIACO

O remodelamento cardiaco (RC) € um conjunto de alteragdes intra e extra
cardiacas que se manifestam clinicamente como modificagdes de tamanho, massa,
geometria e fungdo do coragao, em resposta a determinado dano miocardico, agudo
ou crbénico (Cohn et al.,, 2000). A causa mais comum de RC e consequente
insuficiéncia cardiaca (IC) € o IAM (Weisman et al., 1985). O processo de RC pode

ser reversivel, desde que a causa possa ser suprimida ou atenuada, esse processo
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envolve alteracdes genéticas, moleculares e celulares que atuam sobre midcitos e o
intersticio cardiaco (Rumberger et al., 1993). Quando ha dano miocardico a
fisiopatologia do RC €& explicada pela tendéncia de hipertrofia do midcito,
deslizamento do colageno, fibrose reativa e reparativa, alteragdes do citoesqueleto e
a apoptose que modulam o tamanho, geometria e a rigidez do coragao, levando ao
remodelamento cardiaco e posterior IC (Dhalla et al., 1996).

Um dos resultados do processo isquémico no miocardio € a diminuicao
dos numeros de midcitos, onde os midcitos sobreviventes se tornam alongados ou
hipertrofiados como parte de um processo compensatorio inicial (remodelamento
adaptativo) para manter o débito cardiaco e principalmente a perfusao cerebral apés
a perda de tecido contratil, o que provoca aumento da espessura da parede
ventricular (Francis et al., 1992). Nesse mesmo contexto, a degradagao do colageno
€ explicada pelo fato do miocardio ser constituido por midcitos amarrados e
apoiados por uma rede de tecido conjuntivo composta em grande parte de colageno
fibrilar, que é sintetizada e degradada por fibroblastos intersticiais. A colagenase
miocardica € considerada uma importante enzima inativa presente no ventriculo
(Volders et al., 1993). A ativagdo desta enzima apds a lesdo miocardica contribui
para o aumento da dimensao da camara em resposta a pressdo, a qual provoca
distensdo do musculo cardiaco, o que podera causar deslizamento de miécitos, que
alguns autores consideram um contribuinte para o remodelamento da camara
(Olivetti et al., 1990). O remodelamento do ventriculo esquerdo & progressivo e nao
ha dados para indicar com precisdo quando ocorre a transicdo do possivel
remodelamento adaptativo para o mal-adaptativo (Gaudron et al., 1993). A figura 02
representa a evolugado do remodelamento cardiaco, sendo que a fase inicial da leséo
isquémica com ou sem reperfusao € chamada de fase inflamatéria inicial. Na fase de
recuperacao ha hipertrofia de midcitos viaveis e adelgagcamento da parede
isquémica e na fase tardia do remodelamento ha aumento global da camara

cardiaca com diminuigao de sua for¢a de contragao (Yan et al., 2012).
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Fase inflamatéria Fase inflamatéria Fase final
precoce ( 0-3 dias) tardia(~ 7 dias) Miocardiopatia Dilatada

Figura 02: Evolugéo do remodelamento cardiaco, adaptado de Yan et al., 2012.

1.3 NANOPARTICULAS DE OURO

Nas Jultimas décadas, as nanoparticulas (NPs) inorganicas vém
demonstrando funcionalidade e propriedades bioldgicas, fisicas, quimicas
significativamente distintas e instigou diferentes grupos de pesquisa para a
investigacao sobre a sua utilizagao devido a sua surpreendente gama de aplicagbes
(Bhattacharya et al., 2008). As nanoparticulas com didmetro entre 1 e 100
nandmetros tem sido utilizadas para o diagnostico; entrega de moléculas, e de
engenharia de tecidos, e estudos com nanoparticulas tem sido considerado fronteira
em pesquisa biomédica (Duran et al., 1999).

Devido as suas dimensdes nanométricas, as NPs podem facilmente
atravessar a membrana celular e alcangar organelas cruciais, como as mitocondrias,
o reticulo endoplasmatico e o nucleo celular (Daniel et al., 2004). A utilizacdo de
nanoparticulas, em especial neste estudo, as de ouro (NPAu), suscitam inumeros
interesses para as aplicagcdes biomédicas devido as suas propriedades de atracao, a
sua facilidade de sintese, caracterizagdo e funcionalidade na superficie. Além de
que, investigagdes recentes estdo demonstrando promissoras aplicagbes da NPAu
como terapéutica em situagdes diversas (Wong et al., 2013).

A utilizagdo das NPs no campo biomédico tem demonstrado interesse
devido as suas caracteristicas como: estabilidade quimica; facilidade de sintese e
processo de fabricagéo; biocompatibilidade genuina e nao interferéncia com outros
biomateriais; bioconjugagao de superficie com sondas moleculares, propriedades
Opticas marcantes e baixa citotoxicidade (Katz et al.,, 2004). As aplicagdes
biomédicas das NPAu tém aumentado consideravelmente devido a sua baixa

citotoxicidade e alta capacidade de interacdo as células, com isto, sdo utilizadas



15

clinicamente para melhorar o potencial das drogas, alterando a farmacocinética,
biodistribuicdo e absorgao celular. Os efeitos atribuidos as NPAu estdo associados
as propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, porém o mecanismo de acao da
NPAu ainda esta pouco esclarecido (Chen et al., 2013). Sabe-se que o0 ouro possui
propriedades primordialmente anti-inflamatérias, com supresséo da produgdo mRNA
para IL-6 e TNF-q, citocinas pré-inflamatdrias, e com capacidade de reducao ERO, a
NPAu atua no processo de detoxificagdo a partir da glutationa - GSH (Khan et al.,
2013; Paula et al., 2015).

Estudos prévios demostraram que a associagao de NPAu com drogas ou
técnicas de tratamento pode ser positiva. Em 2015 nosso grupo demonstrou que a
associacdo de NPAu associada N-acetilcisteina reduz a resposta inflamatéria
sistémica induzida por carragenina (Paula et al., 2015) e foi também demonstrado
que o uso da NPAu sob a acdo de iontoforese e fonoforese, respectivamente,
promovem uma reducdo dos parametros de estresse oxidativo mediados por

processos inflamatorios induzidos por danos musculares (Zortea et al., 2015).

1.4 SESTAMIBI

O SESTAMIBI-*®*™ Tc é um complexo catidnico, lipofilico, que é captado
pelos midcitos na proporgdo do fluxo sanguineo do miocardio. E amplamente
empregado na medicina nuclear, especialmente para avaliagdo da fungdo do
miocardio (Carlsson, 1995).

De acordo com a Diretriz da Sociedade Brasileira de Cardiologia sobre
medicina nuclear, uma vez administrado por via venosa, o SESTAMIBI é captado
pelo midcito em processo de difusdo passiva dependente do potencial elétrico
transmembrana, concentrando-se  predominantemente nas  mitocdndrias.
Aproximadamente 90% do SESTAMIBI intracelular estd associado com a
mitocdndria como um complexo catiénico livre (Muradian et al., 1992; Papadopoulos
et al., 1994). Portanto, a nossa proposta € que esta molécula possa ser empregada
como um agente condutor de terapias em tecido/organela especifica, amplificando
efeito terapéutico e minimizando efeito colateral. A associagcdo do potencial
antiinflamatério das nanoparticulas de ouro com a capacidade de direcionar a

terapia para cardiomiécitos e mitocdndrias torna a conjugagcdo do sestamibi com
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nanoparticulas de ouro especialmente interessante no contexto da cardiologia
(Wackers et al., 1989).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar quimica e biologicamente a avaliacdo da toxicidade da
administragdo de nanoparticulas de ouro (NPAu) ligada ao sestamibi sobre a lesao

de reperfusdo apds isquemia cardiaca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar quimicamente a associagdo NPAu ligado ao sestamibi.

2. Definir  uma dose segura de  NPAu+sestamibi  administrada
intraventricularmente apés o IAM.

3. Investigar as possiveis alteragbes de toxicidade cardiaca, hepatica e renal
pela administracao intraventricular de NPAu+sestamibi apds o IAM.

4. Investigar o perfil histopatoldgico cardiaco apds a isquemia/reperfuséo frente

a administracao NPAu associada ao sestamibi.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AMOSTRA

Quarenta e oito ratos (Rattus norvegicus albinus) da linhagem Wistar (90
dias de idade, cerca de 300g), adquiridos pela Unidade de Experimentagdo Animal
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) foram utilizados e randomicamente
divididos em 4 grupos experimentais (n=12): IR + veiculo; IR + 0,3 ug/kg de
NPAu/sestamibi; IR + 0,7 pg /kg de NPAu/sestamibi; IR + 1,0 ug/kg de
NPAu/sestamibi. O numero amostral foi calculado para detectar um aumento de 2
desvios padrdes na média da AST, ALT e creatinina, conforme Barathmanikanth et
al. (2010) considerando um alfa de 5% e um poder de 80%. O valor encontrado foi
dobrado pela expectativa de morte cirurgica, estimada em 50%. Apds 24 horas do
procedimento de reperfusdo os animais foram eutanasiados e o sangue e o tecido
cardiaco (area infartada e area nao-infartada) foram coletados para posteriores
analises.

Todos os procedimentos foram realizados conforme a Lei n°® 11.794/08
(Outubro/2008) e Resolugdes Normativas 13 e 30, do CONCEA e aprovados pelo
Comité de Etica do HCPA sob protocolo 16-0536. Os animais foram mantidos na
Unidade de Experimentagdo Animal, em um alojamento especifico para a espécie,
com temperatura controlada (22 + 2°C), umidade relativa do ar em 40-60%, ciclo de
luz de 12 h claro/12 h escuro, sistema de exaustao de ar, em caixas moradia com no
minimo 2 e no maximo 4 animais e passaram por um periodo de

aclimatagao/quarentena de 15 dias antes do inicio dos procedimentos.
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3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

0 30 min 24 Horas
LISQUEMIA . |.............REPERFUSAOQ . . .. ...
Cirurgia NPAu + MIBI Coleta de Sangue
Eutanasia

Figura 03 — Desenho experimental. Os animais foram submetidos a uma isquemia de 30 minutos
seguidos de reperfusdo de 24 horas. Os animais Sham receberam o processo cirirgico, mas ndo a

isquemia.

3.3 PROTOCOLO DE ISQUEMIA-REPERFUSAO

O infarto agudo do miocérdio foi induzido de acordo com Xu et al. (2014).
Inicialmente os animais foram anestesiados com Xilasina (5 mg/Kg, i.p.) e cetamina
(50 mg/Kg, i.p.), e tiveram o térax tricotomizado em ventilagdo mecanica numa
frequéncia de 60 bpm e volume corrente de 1,5 mL (Harvard ventilator, model 683).
A ventilagdo foi suplementada com isoflurano 2-3% de forma a manter o animal
inconsciente ao longo da cirurgia. Uma incisdo foi realizada no hemitorax esquerdo,
com exposi¢cdo da musculatura intercostal. Bupivacaina (1mg/Kg) foi injetada na
musculatura intercostal antes da incisdo no segundo espago intercostal (ictus
cordis), sem exteriorizagao do coragao. A artéria coronaria descendente anterior foi
entdo ocluida aproximadamente a 2 mm da sua origem com fio mononylon 6.0. Apés
30 minutos, a oclusao foi desfeita, permitindo a reperfuséo coronaria. Apds o final do
procedimento, a cavidade toracica foi fechada e suturada com fio cirurgico
mononylon 5.0. Os animais considerados do grupo Sham foram expostos aos
mesmos procedimentos, exceto a oclusao da artéria coronaria. Antes da toracorafia,
o pulmao dos animais foi expandido por fechamento da exaustdo do ventilador
mecanico para estabelecimento da presséo intratoracica. Apés o procedimento
cirurgico todos os animais receberam analgésicos (tramadol 5 mg/Kg, i.p., 12/12 h
em associagdo com dipirona 250 mg/kg, i.p., 12/12h ambos por 24 horas) para

reducdo da dor pés-cirurgica. O protocolo tem duragao limitada em 24 horas e sinais
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de angustia respiratéria incompativel com os niveis esperados foram usados para

eutanasia prévia para evitar sofrimento dos animais.

3.4 SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE OURO

Nanoparticulas de ouro foram sintetizadas conforme descrito por
Turkevich e colaboradores (1951) com algumas modificagdes. Acido cloroaurico
(HAuCls) foi adquirido junto a Sigma-Aldrich (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) e
Citrato de sédio (NazCeHs07.2H20), um agente redutor e estabilizante, foi adquirido
com a Nuclear (Nuclear, Diadema, SP, Brasil). O tamanho das nanoparticulas de
ouro foi controlado usando uma concentracdo adequada de Citrato de sddio,
determinada previamente. Em resumo, 35 uL de HAuCl4 foram diluidos para 100 mL,
resultando numa solugcdo 0.50 mM. Esta solucao foi transferida para um balao de
fundo redondo acoplado a um condensador. O sistema foi aquecido a 90 °C sob
vigorosa agitagdo magnética. Entdo, 5 mL de solugdo de citrato de sdédio 0,30
mol.dm™ foi adicionada rapidamente e o sistema, mantido sob refluxo e agitagéo
magnética por 15 minutos. Finalmente, a solugcéo foi resfriada até a temperatura
ambiente. Em tempo, todas as vidrarias utilizadas foram previamente lavadas com
agua régia (HCI/HNO3 3:1) e rinsadas com agua ultrapura.

As sinteses das nanoparticulas de ouro e demais reagdes foram
acompanhadas por espectroscopia de UV-VIS, via monitoramento da banda de
superficie de plasmon ressonante (SPR — surface plasmon resonant), utilizando-se
um espectrofotometro de UV-VIS da LGS 53 Bel Photonics, Brasil. O tamanho e
forma (geometria) das nanoparticulas foram estimados por duas técnicas distintas, a
saber: microscopia de transmissdo de elétrons (TEM), com auxilio de um
microscopio te transmissdo de elétrons marca JEOL, modelo Titan 300 kV. Nestes
casos, a amostra foi preparada diluindo-se a solugcdo de NPAus até a absorcdo no
maximo comprimento de onda apresentar valores abaixo de 0.1. Em seguida, esta
solugéo foi mantida sob agitagcéo ultrassénica por 10 minutos para evitar qualquer
possivel aglomeragao de particulas e entdo, 5 uL foram depositados sobre um porta-
amostras de cobre e mantida em dessecador por 24 h antes da analise. Em tempo,
a caracterizagao por Microscopia de Transmisséo de Elétrons foi realizada Centro de
Investigacion en Quimica Aplicada - CIQA, México. O tamanho do cristalito (de

particulas) também foi avaliado por Difratometria de Raios-X, com auxilio de um
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Difratdmetro de Raios-X da SHIMADZU, modelo XRD-6000 empregando radiagéo
monocromatizada de Cu-Ka (A = 0.154056 nm), operado a 30kV e 30 mA. A
velocidade de varredura foi de 2°/min., com leitura de 26 variando no intervalo de 10
a 80°. Neste caso, o preparo da amostra foi efetuado da seguinte maneira: uma
solugdo de NPAus recém preparada foi previamente concentrada por centrifugagao
a 14.000 rpm durante 15 minutos e a 15°C. O sobrenadante foi removido
cuidadosamente e o concentrado de NPAus foi depositado uniformemente sobre um
porta-amostras de vidro. O sistema foi deixado secar lentamente antes da leitura

direta no difratdmetro.

3.5 ADMINISTRAGAO DE NPAU/SESTAMIBI

A abordagem aqui empregada é inovadora e, portanto, ndo ha definicao
na literatura de uma dose de NPAu/sestamibi a ser ministrada. Estudos prévios tém
utilizado doses variadas de NPAu girando em torno de 1 a 2,5 mg/kg (sem o
sestamibi) injetadas sistemicamente e que n&o apresentam efeitos toxicos. Por se
tratar de administragcéo in situ, optamos em utilizar concentracbes em escala bem
menores para evitar riscos de toxicidades. Em relagdo ao sestamibi, de acordo com
o Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares (Ipen, 2016), testes de tolerancia
toxicoldgica realizado em camundongos ndo provocaram reagao adversa no
organismo dos animais numa dose equivalente a 1000 vezes superior a maior dose
administrada em adultos humano de 70 kg, no periodo de observagao de 72 horas.

Com base nesses pressupostos a NPAu foi administrada em associagao
ao sestamibi em uma uUnica dose, nas concentra¢des de 0,5,1,3 e 3,0ug/kg no inicio
da reperfusdo (30 minutos apdés o bloqueio da artéria descendente anterior). O

volume total administrado foi de 0,5 mL durante um tempo de 30 segundos.

3.6 CARACTERIZAGCAO DE NPAU E 2-METOXI-ISOBUTIL-ISONITRILA (MIBI)

A associacdo ou modificacdo de nanoparticulas de ouro foi efetuada
primeiramente pela reagao direta entre estas e o precursor Cu(MIBI)4. Neste caso,
preparou-se uma solucdo de NPAu, conforme descrito no item 1.1, onde 10 mL
desta solugcdo foram centrifugados a 14.000 rpm por 15 min. e a 15 °C. O

sobrenadante removido e o produto concentrado lavado com agua ultrapura. Este
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procedimento foi realizado 3 X no sentido de remover o excesso de Citrato de sddio,
que é o agente estabilizante das NPAu. Imediatamente apds, procedeu-se a reagao
com o tetrafluorborato tetramibi cuproso, que foi previamente diluido em 1 mL de
agua ultrapura. Estes procedimentos foram executados com os devidos cuidados
para evitar contato dos reagentes com O2(g). Assim, utilizaram-se frascos especiais,
com septo de borracha e sob vacuo. A agua empregada na diluigdo e a solugao de
NPAus foram previamente desoxigenadas borbulhando-se (purgando-se) gas Ar por
10 min. A reacdo NPAu / MIBI se deu pela adicdo de pequenas aliquotas de solugcao
de tetrafluorborato tetramibi cuproso (1mg/mL) a solugdo de NPAu e monitorando-se
as possiveis mudangas no espectro eletrbnico da solugdo resultante, cujos

resultados sdo apresentados a seguir.

3.7 MARCADORES DE DANO HEPATICO, RENAL E CARDIACO

Creatinina, uréia, aminotransferase de aspartato (AST) e
aminotransferase de alanina (ALT) foram determinados no plasma utilizando um kit
especifico obtido a partir Labtest Diagndstica SA, Brasil. As leituras foram feitas a
partir de um método cinético de atividade enzimatica de acordo com as instrucdes
técnicas e os resultados serdo expressos em mmol/dL. A troponina | foi analisada a
partir de sangue venoso coletado do plexo retro orbital (2 mL) com o auxilio de
capilares heparinizados 24 horas apos a isquemia. O sangue foi centrifugado e o
plasma foi encaminhado ao Servigo de Patologia Clinica do HCPA para a dosagem

da troponina I, conforme rotina.

3.8 MARCADORES HISTOPATOLOGICOS

O ventriculo esquerdo foi seccionado de forma transversal e uma porgao
mediana foi submersa e fixada durante 12 horas em formalina 10%. Apds a fixacao,
o material foi processado em histotécnico automatizado passando por banhos de
alcool em concentracéo crescente (70, 80 e 100%) e posteriormente diafanizado em
xilol. O material entdo ficou submerso em parafina liquida a 60° C, sendo em
seguida, emblocado e submetido a cortes histoldégicos com 3um de espessura em
micrétomo rotativo. Foram confeccionadas 2 laminas de cada bloco, coradas pelo

método de hematoxilina e eosina (HE) e pelo vermelho picrosirius. A quantificagao
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da intensidade da coloragdo vermelha, indicativa de fibras de colageno, foi avaliada
com software Imaged. A quantidade de coloragédo vermelha foi expressa de forma

relativa a area total da imagem, descontando-se as areas sem tecido.

3.9 TRATAMENTO ESTATISTICO

Os dados de marcadores de danos hepatico, renal e cardiacos foram
expressos em média e desvio padrao e analisados estatisticamente pela analise de
variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post Dunett. O nivel de significancia
estabelecido para o teste estatistico foi de p<0,05. O GraphPad Prism versdo 7.0 foi

utilizado como pacote estatistico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A doenca isquémica do coracdo é a principal causa de morte e
incapacidade em todo o mundo. Assim, novas estratégias de tratamento sao
necessarias para proteger o coragdo dos efeitos prejudiciais da lesdo aguda de
Isquemia / Reperfusdo, de modo a reduzir a lesdo miocardica, preservar a fungao
sistdlica do ventriculo esquerdo e prevenir o aparecimento da insuficiéncia cardiaca.
Nesse contexto, caracterizar modelos experimentais que testem a eficacia de
nanoparticulas em sistemas bioldgicos € de extrema relevancia e contribui para o
avango cientifico nesse campo do conhecimento. Nesse estudo, estabelecemos e
caracterizamos um modelo de administragdo de nanoparticulas de ouro ligadas ao

sestamibi.

4.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DA ASSOCIAGCAO ENTRE NPAu E MIBI

Espectroscopia de UV-VIS: A Figura 4 corresponde ao espectro eletrénico
durante os 5 primeiros minutos de sintese de NPAu em solucéo, preparadas pelo
método de Turkevich (1951), ou seja, usando Citrato de sédio como agente redutor e
estabilizante.

2.5
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Figura 04: Espectro de UV-VIS de uma solugédo aquosa de NPAu 70 mg/L.
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Como se pode observar, verifica-se a presenca de uma banda em forma
de ombro, na regido do ultravioleta, com comprimento de onda cerca de 254 nm.
Esta banda é atribuida & presenca de ions ouro (Au®*) em solugcdo. A medida que a
reagao se processa, constata-se o surgimento de uma banda com absor¢gédo maxima
no comprimento de onda de 525 nm, que é uma transicao eletrbnica caracteristica
de superficie de plasmon ressonante (banda SPR), também denominada banda de
ressonancia plasménica. Este tipo de espectro é tipico de nanoparticulas de ouro
esféricas, com didmetro médio de 20 nm (Toderas et al., 2009). E sabido que metais
nobres nanoparticulados exibem o fendmeno de ressonancia plasmbnica de
superficie, que consiste numa oscilagdo da nuvem eletrénica na superficie da
nanoparticula metalica ocasionada pela interacao da luz com elétrons do orbital d.

Adicionalmente, o tamanho da nanoparticula faz com que a banda
eletrbnica ressonante tenha um deslocamento para comprimentos de ondas
maiores. Este efeito pode ser usado para testar estabilidade das nanoparticulas em
solugédo, como demonstrado por Sun e colaboradores (2002). Esta banda também é
sensivel a geometria e do tamanho das nanoparticulas. As interagbes com espécies
quimicas em solugdo também podem causar desvios batocromicos. Por isso, € uma
técnica amplamente utilizada no estudo de nanoparticulas associadas a farmacos.
Por exemplo, um deslocamento da banda para regides de maior comprimento de
onda pode ser indicativo de nanoparticulas maiores ou da interacido destas com
biomoléculas contendo grupos funcionais, tais como: —-COOH (Grupo Carboxila), -SH
(Grupo das pontes de Sulfeto, -NH>(Grupo dos Nitritos), entre outros (Paula et al.,
2015).

No sentido de avaliar possiveis interacbes entre NPAu e o ligante 2-
metoxi-isobutil-isonitrila, aliquotas de solugcdo de MIBI foram adicionadas
sucessivamente a uma solugédo de NPAu e os espectros de UV-VIS, registrados. Na
Figura 5 pode-se observar o efeito da adigdo do MIBI sobre as NPAu. O primeiro
espectro corresponde a solugdo de NPAu pura. O segundo espectro foi registrado 1
min. Apos adigao de 10 uL de solugao de MIBI (linha vermelha). O terceiro espectro
(linha azul), 1 min. apés a adicdo de mais 10 uL de MIBI a solugdo anterior.
Finalmente, o ultimo espectro (linha azul), um minuto apds a adicao de mais 10 uL
de solugéo de MIBI, ou seja, solugdo de NPAu contendo 30 uL de solugdo MIBI.
Utilizou-se solugao 1mg/L de MIBI.
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Figura 05: Espectros de UV-VIS para solugdo de NPAu apés adicéo de diferentes quantidades de
solugao de MIBI 10 mg/L.

A adicao de sucessivas aliquotas de MIBI conduz a uma diminuicdo na
intensidade da banda de SPR, situada em Amax = 522 nm. Ainda, verifica-se que a
medida que esta diminui, uma nova banda surge na regido de 630 nm. Um ponto
isosbéstico em 562 nm é observado. Este deslocamento batocrédmico, isto é, para
regiao de maior comprimento de onda é tipico de interacdo de nanoparticulas com
biomoléculas. Neste caso, € provavel que a interagdo se dé pelo grupo isonitrila (-
N=C) do ligante MIBI.

No sentido de avaliar o efeito da temperatura na velocidade da reagao
entre MIBI e NPAus, outro experimento foi realizado. Neste caso, uma solugéo de
NPAus foi aquecida a 80 °C, seguido da adigdo de uma aliquota de 50 uL de MIBI
(10 mg/L). O espectro eletrbnico foi registrado apds 1 minuto.

Como pode ser visto na Figura 6, a banda de SPR em 520 nm é
deslocada para cerca de 540 nm e uma nova banda, mais intensa e alargada surge
em 712 nm. Isto demonstra de forma inequivoca a forte interagao entre as NPAu e o
ligante MIBI. O efeito da temperatura pode ser facilmente explicado. O MIBI

originalmente estd complexado a um centro metalico de Cu, na forma de



27

[Cu(MIBI)s]BF4. Sob aquecimento, a ruptura da ligagdo Cu-MIBI é facilitada,

permitindo que ap6s liberagdo, uma nova “ligagao” se forme com as NPAus.

0.28 712 nm

540nm

0.10 , , , , , , , , , ,
300 400 500 600 700 800
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Figura 06: Espectro eletrénico de NPAu ap6s adigéo de 50 uL de MIBI 10 mg/L.

Difratometria de Raios-X: No sentido de determinar o tamanho de
cristalito das nanoparticulas empregadas neste estudo, uma amostra de NPAu foi
submetida a ensaio de difratometria de raios-X. O difratograma, registrado no
intervalo de 26 = 20 a 80°, apresenta os picos em 206 = 37,77°, 43,97°,64,27° e
77,33° que correspondem aos planos cristalinos (1,1,1,); (2,0,0); (2,2,0) e (3,1,1),
respectivamente. Estes sinais estdo em concordancia com os valores descritos no
JCPDS Card Number: 4-0784. O calculo do tamanho do cristalito para estas
nanoparticulas empregando a equagao de Scherrer (equacéo 1) € mostrado a seguir
(Aromal e Green, 2012):

Equagao 1
Onde:
d =tamanho médio do cristalito, em nm.
K = fator de forma, 0,9. d . K . }‘
A = comprimento de onda do raio-x Cu-Ka, 0,154056 nm. ) IB .COS @

B = largura a meia altura (FWHM), em radianos.
0 = angulo de Bragg, onde se encontra o pico.
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Aplicando-se a equacao de Scherrer, obtém-se um valor de 12 nm para o
didmetro médio do cristalito destas nanoparticulas. Este valor estd em boa
concordancia com o observado nas analises de microscopia de transmissao de
elétrons, cuja micrografia é apresentada na Figura 4. Pode-se observar na
respectiva micrografia, que a nanoparticula de ouro apresenta geometria esférica. O
valor de 10 nm é inferior ao obtido pelo previsto nas andlises de UV-VIS. Contudo,

esta em boa concordancia com o obtido na analise de DRX.

1

%

Figura 07: Micrografia de uma nanoparticula de ouro ligadas ao sestamibi obtida por microscopia de

transmissao de elétrons (300 kV).

4.2 EFEITOS DA ADMINISTRAGAO INTRAVENTRICULAR DE NAPU+MIBI SOBRE
A TOXICIDADE CARDIACA, HEPATICA E RENAL PELA ADMINISTRACAO
INTRAVENTRICULAR DE NAPU+SESTAMIBI APOS O IAM.

Como observado na Tabela 1 n&o houve alteracdes significativas nos
parametros de toxicidade cardiaca, hepatica e renal nos animais com |IAM e
expostos a diferentes concentracbes de NPAu e MIBI. Estudos prévios observaram
em animais ndo-infartados valores bem menores, 0 que sugere uma alteragao

esperada induzida pelo IAM.



Variaveis MIBI MIBI+0,5 pg/kg | MIBI+1,3 MIBI+3,0
(médiaxDP) (médiazDP) Hg/kg Ha/kg
(médiatDP) | (médiatDP)
cTnl 9,56+ 8,06 16,78+ 13,20 19,93+ 12,29+
(ug/mL) 12,02 11,46
AST (U/L) | 281,88+ 255,91 | 389,17+ 299,41 247,75+ 322,55+
217,64 244,83
ALT (U/L) | 203,50+ 182,81 | 268,00+ 258,57 293,25+ 268,73+
248,31 263,78
AST/ALT 4,79+ 5,38 4,761 4,64 3,60+ 3,90 | 5,13+ 5,01
Ureia 44,75+ 10,79 36,50+ 6,98 42,631 5,48 | 44,64+ 9,04
(mg/dL)
Creatinina 0,36+ 0,16 0,35+0,02 0,41+ 0,09 | 0,40 £ 0,07
(mg/dL)
Ureia/Crea | 138,69+ 49,38 103,76+ 17,90 107,30+ 112,88+
tinina 17,56 17,85
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Tabela 1: Marcadores de toxicidade cardiaca, hepatica e renal pela administragcdo intraventricular de
NAPu+sestamibi apos o IAM.Dados sdo apresentados em média e desvio padrédo e a analise de
variancia de uma via foi realizada para detectar as possiveis diferengas entre os grupos versus

controle (MIBI). cTnl — troponina I, AST — aspartato aminotransferase, ALT — alanina aminitransferase.

O uso de ensaios cada vez mais sensiveis para as formas cardiacas de
troponinas revolucionou o atendimento de pacientes que apresentaram infarto agudo
do miocardio (Thygesen et al., 2012). A deteccdo da presenca de necrose
miocardica em pacientes com dor toracica depende da capacidade de quantificar
com precisao a extensao do dano ao miocardio (Mueller et al., 2014). A troponina
cardiaca | e T sao proteinas chaves como marcadores sensiveis de necrose
miocardica. O complexo de troponinas cardiacas é imobilizado no filamento fino do
complexo contratil no filamento e desempenha um papel critico na regulagéo do
acoplamento excitagdo-contragdo no coragdo (Thygesen et al., 2010). No IAM,
troponinas sao liberadas do miocardio necrético tanto como proteinas intactas como
produtos de degradacado. A detecgao de troponina no sangue periférico indica dano
dos cardiomiécitos (Mueller et al., 2014). A elevacao de troponina T ocorre em até
trés horas apds o evento isquémico e permanece na circulagcao por até 10 ou 14 dias
(Newby et al., 1988). A troponina | cardiaca é altamente especifica para o tecido
miocardico, ndo sendo detectavel no sangue de pessoas saudaveis e apresenta um
aumento proporcional acima dos valores limite nos casos de IAM podendo

permanecer elevada de 7 a 10 dias apds o episédio agudo (Antman et al., 1996).
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No presente estudo observou-se que a utilizacdo de NPAu associada ao
sestamibi ndo promoveu mudangas significativas nos niveis de troponina,
independente da dose utilizada nos grupos, o que demonstrou que nao houve
toxicidade do composto utilizado. Sun e colaboradores (2017) realizaram um estudo
para avaliar o uso de Sulfato de Hidrogénio (H2S) na protegdo do dano de isquemia
e reperfusdo em um modelo experimental semelhante ao do nosso estudo, e nesse
trabalho pode observar aumento de troponina similar ao nosso, compativel com o
quadro do IAM induzido. Yang e colaboradores (2017) realizaram um estudo para
avaliacdo de toxicidade e biodistribuicao de NPAu, onde NPAu foi administrada via
intravenosa por um periodo de dois meses em ratos e nao foram observados sinais
de toxicidade e alteracao cardiaca.

A hepatotoxicidade causada por drogas é uma manifestagdo das
alteracbes da atividade hepatica que se manifesta desde a elevacao assintomatica
dos parametros bioquimicos até a insuficiéncia hepatica aguda e pode ser
classificada como: hepatite, que é a lesao hepatocelular com elevacao da alanina
aminotransferase (ALT); colestatica, com elevacado da fosfatase alcalina (FA); ou
mista, a qual eleva ambos os parametros (Navarro et al., 2006).

A ALT catalisa a transaminagao reversivel de alanina e a- cetoglutarato
em piruvato e glutamato. Esta enzima requer fosfato de piridoxal como fosfato e &
considerada hepato-especifica porque um significativo aumento em sua atividade
sérica somente é observado na degeneragado ou necrose hepatocelular. O aumento
da ALT esta relacionado com o numero de células envolvidas, ou seja, com a
extensao, e ndo com a gravidade da lesao. Na realidade, mesmo uma les&o que nao
cause morte celular, pode ser suficiente para que ocorra a liberagdo de ALT na
corrente sangiinea. A AST catalisa a tansaminagdo de aspartato e a-cetoglutarato
em oxalacetato e glutamato.Tem como cofator o piridoxal-fosfato. Existe em muitos
tecidos como duas isoformas, no citosol e na mitocondria, sendo mais abundante no
figado e nos musculos. Seu uso é como indicador de danos nesses tecidos (Gella,
1994). Cardiomiopatias diversas podem causar este efeito, assim como o infarto do
miocardio. Quando estiver presente, congestao hepatica por problema cardiaco, a
enzima provavelmente esta elevada devido ao figado congesto (Bush et al., 1991).

Um dos alvos de investigagao deste trabalho foi caracterizar se o uso de
NPAu associado ao sestamibi predispbe a ocorréncia de hepatoxicidade

hepatocelular e se ha uma relacdo dose dependente para o aumento da enzima
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hepatica. Como observado ndo houve alteragdo significativa entre os grupos
analisados, mantendo a alteragdo enzimatica compativel com o quadro de IAM.
Lipka e colaboradores (2010) sugerem que esses efeitos decorrem do fato das NPs
nao apresentarem acumulo no figado, assim como no bago, pulmdes e rins e terem
um periodo de depuracao e eliminagao corporal pelas fezes e urina em um periodo
de 24 horas.

Uma das fungdes mais importantes do rim s&o a filtracdo e excrecao de
residuos nitrogenados do sangue. As medidas de uréia e creatinina servem como
indicadores de diminuicdo da funcao renal indicativa da diminuicdo da depuragao
desses residuos. Nosso estudo ndo demonstrou alteracdo da fungdo renal nos
grupos estudados, independente da dose utilizada, o que demonstra que até a dose
de 3,0pug/kg de nanoparticula de ouro com sestamibi ndo ha sinais de
nefrotoxicidade.

A disfuncdo renal é conhecida como um dos principais motivos de
elevagéo de troponina além do infarto agudo do miocardio (Roffi et al., 2016), e
nosso estudo mostrou que ndo houve comprometimento da funcédo renal em todos
0s grupos avaliados, confirmando que a alteragdo de troponina ndo teve
interferéncia de disfungédo renal. Saleh et al. (2016) realizaram um estudo
experimental administrando NPAu intraperitoneal (30ppb) por 14 dias consecutivos
em hamsters e também nao foi observado alteracdo nos marcadores de funcao

renal.

4.3 PERFIL HISTOPATOLOGICO CARDIACO APOS A ISQUEMIA/REPERFUSAO
FRENTE A ADMINISTRACAO NPAU ASSOCIADA AO MIBI

Os resultados observados na Figura 08A demonstram a presencga de
fibras de colageno distribuidas no tecido (em vermelho), expresso de forma relativa
a area total da imagem. Adicionalmente, a Figura 08B mostra que as diferentes

doses de NPAu nao promoveram qualquer alteracao no percentual de fibrose.
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% fibrose celular

MIBI  0,5uglkg 1,3uglkg 3 uglkg

Figura 08: Fotomicrografias de tecido cardiaco de ratos submetidos ao protocolo de isquemia
reperfuséo e coletados apods 24 horas da realizagdo do modelo experimental. Os cortes histolégicos
foram corados com o corantevermelho de Picro-Sirius. Caracterizagdo histoquimica de colageno,
sugerindo fibrose nas areas coradas em vermelho, indicando fibras de colageno distribuidas no
tecido. Na imagem, A — Veiculo; B — Sestamibi 0,5 ug/kg; C — Sestamibi 1,3 pg/kg; D — Sestamibi
3,0ug/kg. (E) Quantificagao histoquimica de colageno, representado como percentual de fibrose por

valoresrelativosda area total da imagem.

Acredita-se que no coragdo infartado ha um aumento significativo da
degradacéao do colageno pela agéo das metaloproteinases (Thomas et al., 1998). No
presente estudo foi observado que ndo houve mudanca no padrao de deposicido de
colageno devido ao uso de NPAu associada ao sestamibi, ou seja, ndo foi registrado
diminuigao de area de fibrose devido ao IAM. Esse dado é relevante, pois demonstra
que uso de NPAu impediu o aumento da fibrose na area de IAM limitando a
progressao da lesao miocardica nesse modelo.

Embora existam preocupagdes quanto a sua toxicidade, NPs de Cerium
(Ce), itrio (Y) e platina t&ém sido sugeridas como antioxidantes pois apresentaram
efeitos contra a progressao da disfungao cardiaca e remodelamento pela regulagao

do estresse oxidativo miocardico e dos processos inflamatorios (Schubert, 2006; Niu
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et al., 2007; Yamagishi, 2013). Outros estudos de cardioprotecédo utilizaram NPs
para alcangar o tecido cardiaco juntamente com outros farmacos (Dvir et al., 2011;

Margulis et al., 2015; Bae et al., 2016) devido a caracteristica “drug-delivered’ das
NPs.
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5 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados do presente estudo demonstram que
ha uma importante interacdo quimica entre as moléculas de NPAu e o sestamibi e
que as concentragcées 0,3,0,7 e 1,0 pg/kg de NPAu (10nm) ndo promovem
toxicidade em diferentes tecidos corporais e ndo agrava a lesdo por reperfusao
induzida por um modelo experimental de IAM, mostrando-se seguro sua aplicagao

experimental em ratos.
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