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Resumo



A insuficiéncia cardiaca (IC) caracteriza-se por reducdo da tolerancia
aos exercicios com a ocorréncia precoce de fadiga e dispnéia. Além de disfuncao
cardiaca e pulmonar, anormalidades intrinsicas da musculatura esquelética tém
sido responsabilizadas pela intolerancia aos esforcos fisicos. Em musculos
periféricos e respiratorios, frequentemente sdao observadas atrofia e modificacao
nas isoformas das cadeias pesadas de miosina (MyHC) na IC. Os mecanismos e vias
intracelulares de sinalizacdo responsaveis por essas alteracdes ainda nao estdo
completamente definidos. Em modelos experimentais de IC induzida por estenose
adrtica ou infarto do miocardio, verificamos que alteracdes na expressdo dos
fatores de regulacdao miogénica e da via miostatina/folistatina podem modular o
trofismo muscular e a composicdo das MyHCs. Um dos modelos experimentais
muito utilizados para o estudo da IC ¢ o rato espontaneamente hipertenso (SHR).
Estes animais apresentam, precocemente, hipertensdo arterial e hipertrofia
ventricular esquerda e, em idade avancada, desenvolvem IC. Nao identificamos
estudos que avaliaram o comprometimento da musculatura esquelética de SHR
com IC. O objetivo deste estudo foi caracterizar as alteracdes da musculatura
esquelética de SHR com IC por meio de avaliacdo da morfologia, das isoformas
das cadeias pesadas de miosina e da expressdo génica e protéica dos fatores de
regulacdo miogénica e da via miostatina/folistatina. Métodos: A partir de 18
meses de idade, ratos espontaneamente hipertensos foram avaliados duas vezes
por semana a procura de evidéncias clinicas de IC como taquipnéia, perda de peso
e apatia. Apds a deteccdo de IC, os animais foram submetidos a ecocardiograma
transtordcico para a confirmacdo de disfuncdo ventricular e eutanasiados. No
momento da eutanasia, foram avaliados sinais anatomo-patolégicos de IC como
derrame pleuropericardico, ascite, trombo em atrio esquerdo, hipertrofia
ventricular direita e congestio pulmonar. O musculo esquelético séleo foi
coletado para andlise. Ratos Wistar-Kyoto de mesma idade foram usados como
controle. A morfologia foi avaliada em cortes histolégicos corados por
hematoxilina e eosina e picro-sirius red e as isoformas das miosinas foram
analisadas por eletroforese de proteinas. A expressdo génica e protéica dos
fatores de vregulagdio miogénica miogenina, MyoD e MRF4 e da via

miostatina/folistatina foi avaliada por PCR em tempo real e por Western blot,
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respectivamente. Os dados foram expressos em média e desvio padrdo. A
comparacdo entre os grupos foi realizada pelo teste t de Student. O nivel de
significancia foi de 5%. Resultados: Todos os ratos espontaneamente hipertensos
tiveram taquipnéia e hipertrofia ventricular direita. Outros sinais de IC tiveram
frequéncia varidvel entre 38 % e 88 %. Nenhum rato do grupo WKY apresentou
quaisquer dos sinais de IC. A avaliacdo ecocardiografica mostrou dilatacdo das
camaras cardiacas esquerdas, hipertrofia do ventriculo esquerdo e disfuncao
ventricular sistdlica e diastélica no grupo SHR. O peso do musculo séleo foi
menor nos SHR. A morfometria, o grupo SHR apresentou reducdo da drea
seccional das fibras (WKY 3.615 = 412; SHR 2.035 + 224 um? p< 0,001) e
aumento da fracdo intersticial de coldgeno intersticial (WKY 2,61 + 0,39; SHR
4,88 + 0,98 %; p< 0,001) em relagdo ao grupo WKY. A eletroforese das proteinas
mostrou reducdo da isoforma Ila das cadeias pesadas de miosina nos SHR. A
expressdo génica da miogenina, MyoD e miostatina foi reduzida no grupo SHR.
Nao houve diferenca entre os grupos na expressao génica do MRF4 e folistatina. A
expressdo protéica da miogenina, miostatina e folistatina foi menor nos SHR. A
expressdo protéica da MyoD foi semelhante entre os grupos e a do MRF4 foi
maior no grupo SHR. Conclusdo: A miopatia associada a insuficiéncia cardiaca de
ratos espontaneamente hipertensos é caracterizada por importante atrofia
muscular, fibrose intersticial e alteracdo no padrao das isoformas das cadeias
pesadas de miosina, com reducdo das isoformas do tipo II. A expressdo protéica
reduzida de miogenina, miostatina e folistatina parece ter participacdo no
desenvolvimento de atrofia muscular. A diminuicdo da expressdo génica de MyoD
e o aumento da expressdo protéica de MRF4 parecem estar envolvidas na

alteracao das isoformas das cadeias pesadas de miosina.
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Abstract



Heart failure (HF) is characterized by limited exercise tolerance due
to increased muscle fatigue and impaired endurance. Besides cardiac and
pulmonary dysfunction, intrinsic skeletal muscle abnormalities have been shown
to be involved on reduced exercise tolerance. Muscle mass loss and a shift in
myosin heavy chain (MyHC) isoforms have been frequently observed in peripheral
and respiratory skeletal muscles during HF. The pathophysiological mechanisms
and intracellular pathways responsible for muscle changes are not completely
defined. We observed that myogenic regulatory factors expression and
myostatin/follistatin pathway modulate muscle trophism and MyHC isoforms in
experimental aortic stenosis- and myocardial infarction-induced HF. The
spontaneously hypertensive rat (SHR) is often used in HF studies. These rats
develop systemic arterial hypertension and left ventricular hypertrophy early and
HF at 18-22 month-age approximately. To the best of our knowledgement, there
is no study on skeletal muscle evaluation in SHR with HF. The aim of this study
was to characterize skeletal myopathy of SHR with HF by evaluating soleus muscle
morphology, MyHC isoforms, and gene and protein expression of myogenic
regulatory factors, myostatin, and follistatin. Methods: Eighteen month-old
spontaneously hypertensive rats were evaluated twice a week to identify HF
clinical features such as taquipnea, weight loss, and apathy. After detecting HF,
rats were subjected to transthoracic echocardiogram. During euthanasia, we
evaluated pathological evidences of HF such as pleuropericardial effusion, ascites,
left atrial thrombi, right ventricular hypertrophy, and lung congestion. Age-
matched Wistar-Kyoto rats were used as controls. Soleus morphology was
analyzed in haematoxylin and eosin and picro-sirius red stained sections, and
MyHC isoforms were evaluated by protein electrophoresis. The myogenic
regulatory factors myogenin, MyoD, and MRF4, myostatin, and follistatin gene
and protein expression was analyzed by real time RT PCR and Western blot,
respectively. Data are expressed as mean and standard deviation. Comparisons
between groups were performed with Student's t test. Significance level was 5%.
Results: All SHR presented taquipnea and right ventricular hypertrophy. Other HF
evidences had a frequency between 38 % e 88 %. None WKY rat presented any HF

evidence. Echocardiographic evaluation showed left chambers dilation, left
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ventricular hypertrophy, and left ventricular systolic and diastolic dysfunction in
the SHR compared to the WKY group. Soleus weight was lower in the SHR group.
Fiber cross sectional areas were lower (WKY 3,615 + 412; SHR 2,035 + 224 um?;
p< 0.001), and collagen fractional area was higher (WKY 2.61 = 0.39; SHR 4.88 =
0.98 %; p< 0.001) in the SHR group. Protein electrophoresis showed a decreased
Ila MyHC isoform in SHR. Myogenin, MyoD, and myostatin gene expression was
reduced in the SHR group. There was no difference between groups for MRF4 and
follistatin gene expression. Myogenin, myostatin, and follistatin protein
expression was lower in the SHR group. Protein expression of MyoD was similar
between groups and MRF4 was higher in SHR. Conclusion: Heart failure-associated
skeletal myopathy is characterized by severe atrophy, interstitial fibrosis, and
decreased Ila myosin heavy chain isoform in spontaneously hypertensive rats.
Reduced myogenin, myostatin, and follistatin protein expression seems to
participate on muscle atrophy. Decreased MyoD gene expression and increased
MRF4 protein expression are suggested to be involved in the myosin heavy chain

isoform shift.

ABSTRACT 6



Introducéao



A insuficiéncia cardiaca crénica constitui um problema clinico de
grande importancia devido a gravidade de suas manifestacdes e a sua grande
prevaléncia. Estatisticas dos Estados Unidos mostram que a prevaléncia de
insuficiéncia cardiaca é variavel de acordo com a idade, ocorrendo em 0,4 a 2% da
populacao total, chegando a atingir 6 a 10% das pessoas com mais de 65 anos de
idade '. No Brasil, conforme dados publicados pelo Ministério da Saude, a
insuficiéncia cardiaca encontra-se entre as principais causas de internacdo
hospitalar, considerando-se todas as internacdes do Sistema Unico de Saude %

Entre os sintomas decorrentes da insuficiéncia cardiaca cronica,
estdo a dispnéia e a fadiga que se manifestam, principalmente, durante esforcos
fisicos. Os mecanismos responsaveis pelo desenvolvimento desses sintomas em
pacientes com insuficiéncia cardiaca vém sendo estudados nas ultimas décadas **.
Inicialmente, considerava-se que a capacidade reduzida para exercicios fisicos era
causada por diminuicdo da capacidade funcional do coracdo e pulmao e pobre
perfusdo tecidual devida a reducdo do débito cardiaco. A suposicéo inicial de que
a capacidade para exercicios pudesse relacionar-se diretamente com a funcao
ventricular nao se confirmou, tendo sido observada pobre correlacdo entre
varidveis hemodinamicas e tolerancia ao exercicio em doentes com insuficiéncia
cardiaca >°. Mais recentemente, como vdrias alteracdbes da musculatura
esquelética foram descritas, tanto em humanos como em modelos experimentais
de faléncia cardiaca, foi aventado que anormalidades intrinsicas da musculatura
esquelética pudessem ter papel na reducdo da capacidade para realizar exercicios
fisicos na insuficiéncia cardiaca croénica .

A avaliagdo da musculatura esquelética durante a insuficiéncia
cardiaca tem incluido aspectos morfolégicos, bioquimicos, moleculares e
funcionais. Entre as alteracoes morfolégicas mais freqiientemente descritas em
estudos clinicos e experimentais, encontra-se a diminuicdo da massa muscular
esquelética *'°. Em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica em tratamento
ambulatorial, reducdo da musculatura esquelética foi observada em 68% dos
casos ?°, principalmente em musculos dos membros inferiores ?'. A diminuicdo da
massa muscular pode ser decorrente de atrofia '>'*'® ou de apoptose de células

musculares ****. Uma vez que a quantidade de massa muscular é intimamente
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relacionada a capacidade para desenvolver forca, reduces da massa tém papel
importante na limitacdo para exercicios e atividades cotidianas. Em trabalhos
experimentais, outras alteracdes morfologicas também foram observadas como

aumento de fibrose intersticial **, reducdo do numero de mitocondrias *

e
diminuicdo da densidade capilar *.

Diversas alteracdes metabdlicas também foram descritas na
insuficiéncia cardiaca cronica. Em bidpsias de musculos esqueléticos de doentes ou
em animais, foram observadas anormalidades de enzimas oxidativas e lipoliticas
891225 depressdao da funcdo da creatina quinase mitocondrial e reducdo da
concentracdo de ATP *%*’. Como deplecdo anormal de fosfocreatina e acidose
durante exercicio fisico foram detectadas na auséncia de alteracdes do fluxo
sanguineo para o musculo esquelético, assume-se que as anormalidades
metabdlicas musculares sdo intrinsecas e ndo decorrentes de ma perfusiao
tecidual *°.

Provavelmente em decorréncia das anormalidades morfolédgicas e
metabdlicas, alteracdées funcionais também tém sido descritas nos musculos
esqueléticos. Pacientes com insuficiéncia cardiaca frequientemente apresentam
diminuicdo da capacidade para desenvolver forca muscular. Inicialmente, a
reducdo da forca fora atribuida a diminuicdo da massa muscular. Posteriormente,
foi verificado que a forca muscular é reduzida mesmo apds correcdo de seus
valores para a massa muscular, sugerindo que a insuficiéncia cardiaca ¢ associada
a disfuncdo contratil do musculo esquelético '*?'?%. Mesmo em situagdes de
insuficiéncia cardiaca estdvel, pode-se observar reducao da forca muscular e da
capacidade para exercicios fisicos 2.

As proteinas miofibrilares miosina e actina tém particular
importancia na manutencao da massa e funcao muscular. Elas constituem grande
porcentagem da proteina muscular total e sdo diretamente responsaveis pela
contracdo muscular. Na insuficiéncia cardiaca, habitualmente ocorre aumento das
fibras esqueléticas tipo II, rapidas, predominantemente compostas por pelas
isoformas II das cadeias pesadas de miosina (MyHC), e reducédo das fibras tipo I,
lentas, predominantemente compostas por isoformas I das MyHC %32 A

alteracdo da composicdo das miofibrilas esta relacionada a gravidade da
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insuficiéncia cardiaca 3!

, mas nao tem relacdo com o grau de atrofia ou com o
fluxo sanguineo muscular ?°, e pode ocorrer independentemente de variagdes no
nivel de atividade fisica *.

As causas responsaveis pela atrofia muscular e pela modificacao das
isoformas da MyHC na insuficiéncia cardiaca ainda ndo estdo completamente
definidas. Ativacido sistémica de neurohormoénios e citocinas, reducdo da sintese
protéica e/ou aumento do catabolismo muscular, diminuicdo da atividade fisica e
neuromuscular e ocorréncia de apoptose podem estar envolvidos nas alteragdes
1534 Do mesmo modo, ndo sio conhecidos os mecanismos moleculares e as vias
sinalizadoras que controlam a expressdo génica das MyHC e o trofismo de
musculos esqueléticos durante a insuficiéncia cardiaca. Somente na ultima
década, as vias de sinalizacdo intracelular e o papel de mecanotransdutores
envolvidos na inducdo de atrofia muscular de varias causas como envelhecimento,
inatividade e doenca, comecaram a ser melhor entendidos *°.

Ha substancial evidéncia que os fatores de regulacdo miogénica
(MRF) MyoD, miogenina, Myf5 e MRF4 atuem como importantes reguladores da
expressdao de proteinas musculares *¢3°. Os MRF sdo fatores transcricionais que
ativam a expressdao de genes especificos do musculo por meio de ligacdo a
elementos de controle no DNA, conhecidos como E-box, presentes na regido
promotora de varios genes musculo-especificos. A miogenina é expressa em maior
quantidade que a MyoD em miusculos lentos, enquanto o oposto ocorre em
musculos rapidos ***”*°. Poucos estudos avaliaram a expressdo dos MRF na
insuficiéncia cardiaca. Em ratos com hipertensdo pulmonar e insuficiéncia
cardiaca direita, foi observada reducdo da expressao génica da MyoD e MRF4 em

musculos esqueléticos *.

Em nosso laboratorio, mostramos que ratos com
insuficiéncia cardiaca induzida por infarto do miocardio apresentam diminuicao
da expressdo génica da miogenina no musculo séleo °. E importante salientar
que, nesses estudos, ndo foi detectada alteracdo na composicdo das MyHC e,
portanto, ndo ¢ conhecido o envolvimento dos MRF na regulacdo do fenétipo das
miofibrilas.

Recentemente, foi relatado que a miostatina pode ter papel

importante na regulacio da massa muscular esquelética em diversas condicdes
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clinicas. Previamente denominada GDF-8 (fator de crescimento e diferenciacdo-8),
a miostatina foi descoberta em pesquisa para identificar novos membros da super
familia TGF-o (fator transformador do crescimento-8) de fatores de diferenciacdo
e crescimento celular *»**. A miostatina é sintetizada por células musculares
esqueléticas. Estudos sobre seu papel fisiolégico mostraram correlacdo negativa
entre expressdo génica da miostatina e massa muscular, o que sugere seu
potencial para induzir hipotrofia da musculatura esquelética *****¢. A acdo da
miostatina pode ser modulada por varias proteinas. Uma das mais estudadas é a
folistatina, que tem a propriedade de se unir a miostatina e inibir sua habilidade
para se ligar aos receptores celulares. Estudos sugerem que a folistatina pode
atuar como um potente antagonista da miostatina e modificar sua atividade in
vivo *7*9. Poucos autores avaliaram a via miostatina/folistatina na insuficiéncia
cardiaca. Recentemente, Lenk et al. °>° observaram aumento na expressdo protéica
da miostatina no musculo gastrocnémio de ratos com insuficiéncia cardiaca
induzida por infarto do miocardio. Em nosso laboratério, verificamos que ratos
com insuficiéncia cardiaca cronica apresentam atrofia do musculo séleo na
auséncia de alteracdes da expressdo génica e protéica da miostatina. Entretanto, a
expressdo protéica da folistatina foi reduzida *'. Como a folistatina é antagonista
da miostatina, sua reducdo pode ter colaborado para aumentar a atividade da
miostatina e induzir atrofia muscular.

Um dos modelos experimentais muito utilizados para o estudo da
fisiopatologia e tratamento da insuficiéncia cardiaca é o rato espontaneamente
hipertenso (SHR). Estes animais foram introduzidos por Okamoto e Aoki como

51 Os ratos

um modelo de hipertensdo genética semelhante a humana
manifestam a hipertensao arterial sistémica a partir de um més de idade, que ¢
acompanhada pelo desenvolvimento precoce de hipertrofia ventricular esquerda
>2, A seguir, apresentam periodo relativamente longo de hipertrofia compensada,
no qual a funcdo cardiaca se encontra preservada. A partir de aproximadamente
18 meses de idade, os animais comecam a apresentar evidéncias de disfuncao
cardiaca e, entre 18 e 24 meses, manifestam quadro clinico e anatomo-patoldgico

de insuficiéncia cardiaca **°*. Devida a evolucdo lenta da fase de hipertrofia

ventricular compensada para a fase de insuficiéncia cardiaca, considera-se que o
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modelo é muito util para mimetizar situagoes clinicas de insuficiéncia cardiaca.
Apesar dos vdrios estudos sobre alteracdes da musculatura esquelética na
insuficiéncia cardiaca, ndo ha relatos sobre as condicées dos musculos
esqueléticos periféricos em ratos SHR na fase de insuficiéncia cardiaca.

O objetivo deste estudo é caracterizar as alteracées da musculatura
esquelética de ratos espontaneamente hipertensos com insuficiéncia cardiaca por
meio de avaliacdo da morfologia, da composicdo das cadeias pesadas de miosina e
da expressdo génica e protéica dos fatores de regulacdo miogénica e da via

miostatina/folistatina do musculo séleo.
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Material e Métodos



Grupos experimentais

Foram utilizados ratos Wistar Kyoto (WKY) e ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) machos, provenientes do Biotério do
Laboratoério Experimental do Departamento de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP. Os animais foram alimentados com racdo comercial
Purina e agua ad libitum e mantidos em gaiolas coletivas, com quatro ratos por
caixa, em ambiente com temperatura controlada (24 + 2°C) e com ciclos de
luminosidade de 12 h. O protocolo de estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica
em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

Foram constituidos dois grupos experimentais:

1) grupo insuficiéncia cardiaca (SHR-IC, n=15), formado por SHR com
insuficiéncia cardiaca;

2) grupo controle (WKY, n=10), formado por ratos Wistar-Kyoto de mesma idade
que os SHR.

Quando os ratos atingiram a idade de 15 meses, foi mensurada a
pressdo arterial caudal para comprovacdo da hipertensdo arterial. Apés os 18
meses, os animais foram avaliados duas vezes por semana a procura de sinais
clinicos de insuficiéncia cardiaca que incluem perda de peso, apatia, taquipnéia e

dispnéia >*>¢

. Apo6s a deteccdo desses sinais, foi realizado ecocardiograma
transtordcico para confirmacédo da presenca de disfuncédo ventricular. A seguir, os
animais foram anestesiados com pentobarbital sédico intraperitoneal (50 mg/kg)
e eutanasiados. No momento da eutanasia foram avaliados os seguintes sinais
anatomo-patolégicos de insuficiéncia cardiaca: ascite, congestdo hepatica,
derrame pleuro-pericardico, trombo em atrio esquerdo, hipertrofia do ventriculo
direito (relacdo peso do ventriculo direito/peso corporal maior que 0,8 mg/kg) e
peso dos pulmées, em valor absoluto e normalizado pelo peso corporal >’. Os
ratos Wistar-Kyoto, que compdem o grupo controle, foram eutanasiados com a
mesma idade que os SHR.

No final do periodo experimental, os animais foram pesados e, a

seguir, anestesiados com injecdo intraperitoneal de pentobarbital sédico (50

mg/kg). O coracdao foi retirado por toracotomia mediana. Os atrios foram
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removidos e os ventriculos direito (VD) e esquerdo foram pesados
separadamente. As relacdes entre peso dos ventriculos direito e esquerdo e o peso
corporal foram utilizadas como indices de hipertrofia ventricular.

A seguir, foram dissecados os musculos séleo dos membros pélvicos
direito e esquerdo. O tecido epitelial do membro pélvico foi removido e o musculo
gastrocnémio rebatido para exposicdo do musculo séleo, que foi, entéao, retirado.
Imediatamente apds a disseccdo, as amostras musculares foram congeladas em
nitrogénio liquido e conservadas a -80 °C. Fragmentos de pulmao, figado e
ventriculo direito e atrios foram colhidos para célculo da relacdo peso

umido/peso seco para avaliar o grau de edema nos tecidos.

Avaliacao hemodinamica

A pressdo arterial caudal e a frequiéncia cardiaca (FC) foram aferidas
indiretamente na cauda do animal aos 15 meses. Os ratos foram previamente
aquecidos a temperatura de 40 °C por 5 minutos e as medidas determinadas por
pletismografia, utilizando-se esfigmomanémetro Narco Bio-System®, modelo 709-

0610 (International Biomedical, USA) 2.

Avaliacao estrutural e funcional do coracao por ecocardiograma

Os animais foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50
mg/kg) e cloridrato de «xilidino (1 mg/kg), por via intramuscular, para o estudo
ecocardiografico. Apds tricotomia da regido anterior do térax, os animais foram
posicionados em decubito lateral esquerdo para realizacdo do ecocardiograma
utilizando-se equipamento da Philips, modelo HDI-5000 (Washington, USA),
dotado de transdutor multifreqiencial de 5,0 a 12,0 MHz. A avaliacdo dos fluxos
transvalvar mitral e adrtico foi realizada com o mesmo transdutor operando em
5,0 MHz. As variaveis morfolégicas e funcionais do coragdo foram obtidas de
acordo com a metodologia previamente descrita em nosso laboratério ¢

Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas manualmente com o

auxilio de um paquimetro de precisdo, de acordo com as recomendacdes da
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American Society of Echocardiography > As estruturas cardiacas foram medidas
em, pelo menos, cinco ciclos cardiacos consecutivos. As seguintes estruturas
foram avaliadas: diametros diastélico (DDVE) e sistélico (DSVE) do VE; espessuras
diastolica (EDPP) e sistolica (ESPP) da parede posterior do VE; espessuras
diastolica (EDSIV) e sistdlica (ESSIV) do septo interventricular e diametro da
aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE). A funcéo sistélica do VE foi avaliada pelos
seguintes indices: 1) porcentagem de encurtamento endocardico (OD): [(DDVE -
DSVE)/DDVE]; 2) velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP), que é a
tangente maxima do movimento sistélico da parede posterior. A funcdo diastodlica
do VE foi analisada pelos seguintes indices: 1) razdo entre os picos de velocidade
de fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracdo atrial (onda A) do fluxo
transmitral; 2) tempo de desaceleracio da onda E (TDE); 3) tempo de

relaxamento isovolumétrico (TRIV).

Analises morfométricas

Para o preparo das laminas histoldgicas, as amostras de tecido
muscular foram transferidas para camara do micrétomo criostato (-20 °C), onde
permaneceram por 20 a 30 minutos para estabelecimento do equilibrio térmico.
Os blocos de tecido muscular foram, entédo, fixados em suportes metdlicos do
criostato (JUNG CM 1800 - Leica) por pequenas quantidades de adesivo (OCT -
Tissue Tek Compound) e orientados de modo que os cortes fossem feitos
transversalmente a direcdo das fibras musculares com espessura de 8 um. A
seguir, os cortes foram corados pelo método hematoxilina e eosina. Em cada
lamina, foi efetuada a mensuracdo da darea seccional das fibras musculares,
segundo os critérios preconizados por Dubowitz ), em amostras de pelo menos
150 fibras do musculo séleo. Outras laminas foram coradas por picro-sirius red e
utilizadas para quantificacdo da fracao de colageno intersticial, mensurada em
pelo menos 20 campos histolégicos. A fracdo de coldgeno intersticial foi
correspondente a porcentagem de tecido colageno em relacdo a drea total do
musculo. Na avaliacdo, ndo foram incluidas regides perivasculares. As analises

morfométricas foram realizadas em sistema de andlise de imagem
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computadorizado com o auxilio de microscépio LEICA DM LS acoplado a camera

de video (Image Pro-plus, Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

Avaliacao das isoformas das cadeias pesadas da miosina por eletroforese

A analise das isoformas das cadeias pesadas da miosina foi realizada
por eletroforese em gel de poliacrilamida duodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE).
Fragmentos congelados do musculo séleo (80 a 100 mg), foram trituradas e
homogeneizadas em solucdo de extragdo (pH=7) composta por: tampao fosfato de
potassio 50 mM; sucrose 0,3 M; ditiotreitol (DTT) 0,5 mM; acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM (pH=8); fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF)
0,3 nM; fluoreto de sédio (NaF) 10 mM; e inibidor de protease (diluicdo final
1:100). Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm, a 4 °C,
durante 20 minutos. A aliquota do sobrenadante foi utilizada para quantificacao
de proteina total, segundo o método de Bradford (1976). Quinze pL de extrato de
proteina foram colocados em gel de separacdo SDS-PAGE em gradiente de 7-10%
com gel de empacotamento a 4%. A corrida no gel foi feita por 24 a 30 ha 120 v
e os géis foram corados por Coomassie blue. As isoformas das cadeias pesadas de
miosina foram identificadas de acordo com a massa molecular e suas

porcentagens relativas foram quantificadas por densitometria *°.

Avaliacao da expressao génica por RT-qPCR em tempo real

A analise da expressdo génica dos fatores de regulacdo miogénica
(MyoD, miogenina e MRF4), da miostatina, folistatina e do gene constitutivo
ciclofilina foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real apos

transcricdo reversa L.

Extracao de RNA com TRIzol

O fragmento muscular congelado foi homogeneizado em Polytron

com TRIzol (1 mL de TRIzol/50-100 mg de tecido). O homogenato foi transferido
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para tubo de 1,5 mL e incubado por 5 min a temperatura ambiente para permitir
a completa dissociacdo dos complexos ntcleo-protéicos. A seguir, foram
acrescentados 0,2 mL de cloroférmio por mL de TRIzol utilizado, homogeneizado
vigorosamente e incubado por 3 min a temperatura ambiente. A seguir, o
material foi centrifugado a 12.000 g por 15 min a 4 °C. Para a precipitacdo do
RNA, a fase aquosa formada apds a centrifugacdo do material foi separada e
precipitada por intermédio de incubacdo com 0,5 mL de isopropanol (por mL de
TRIzol utilizado) por 10 min, a temperatura ambiente. Apds esse periodo, o
material foi novamente centrifugado a 12.000 g por 10 min a 4 °C. O sedimento
formado foi lavado com 1 mL de etanol 75% (por mL de TRIzol utilizado) e
centrifugado a 7.500 g por 5 min a 4 °C. O sedimento de RNA secou por 10 min a
temperatura ambiente e foi ressuspenso em solugdo 0,01% de DEPC
(dietilpirocarbonato) e incubado a 60 °C, por 10 min, para a inativacdo de
possiveis residuos de RNase. O RNA foi, entdo, quantificado por
espectrofotometria a 260 nm, utilizando-se o fator de correcdo proprio para o
RNA (40) e o fator de diluicado do RNA (70). Foi também determinada, por
espectrofotometria, a razdo entre 260 e 280 nm, o que fornece uma estimativa

da qualidade do processo de extracéo.

Gel analitico de agarose para RNA

Para analisar a integridade do RNA, foi realizada eletroforese (1 uL
da solucdo contendo o RNA total, 1 pL de carregador Orange e 8 puL de dgua ultra-
pura) em gel de agarose (1%), tampao TAE (Tris 45 mM, dcido bérico 45 mM,
EDTA 1 mM), corado com brometo de etidio, a voltagem de 60 mV.

Transcrigao reversa (RT) do RNA

A RT do RNA de cada amostra foi realizada utilizando-se os
componentes do High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems). Uma mistura contendo 4 ug de RNA total, 2 uL de 10X RT Buffer,
0,8 uL de 25X dNTP Mix 100 mM, 2 uL de 10X RT Random Primers, 1 uL de

MATERIAL E METODOS 18



MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50U/uL) e 1 pL de RNase Inhibitor, com
volume total ajustado para 20 uL de H,O Nuclease-Free, foi incubada por 10 min
a 25 °C, 120 min a 37 °C e 5 s a 85 °C. A seguir, a mistura de reacédo foi

colocada no gelo e estocada a -80 °C.

Reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real

Aliquotas da reacdo da RT de cada amostra contendo 100 ng de
cDNA foram adicionadas a uma mistura contendo 10 uL 2X TaqMan® Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems) e 1 plL de ensaio customizado (20X)
contendo primers “sense” e “anti-sense” e sonda Tagman (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) especificos para cada gene. Foi adicionada dgua tratada com
DEPC para se obter volume final de 20 pL. As reacdes foram realizadas em
triplicatas para cada gene alvo e para o gene constitutivo no Sistema Real Time
PCR StepOne® (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), seguindo protocolo
sugerido pelo fabricante: 1 ciclo a 95 °C por 10 min para ativacdo da AmpliTaq
Gold Enzyme; 40 ciclos de desnaturacdo (95 °C por 15 s) e anelamento-extensao
(60 °C por 1 min). Para cada amostra foi plotado um grafico de amplificacao
mostrando aumento do reporter dye fluorescente (Rn) em cada ciclo da PCR. A
partir desse grafico, foi determinado o ciclo em que a reagdo atinge o limiar de
deteccdo (critical threshold cycle - C;), baseado na variabilidade dos dados da
linha de base obtidos a partir dos ciclos iniciais da PCR. Os primers para os genes
analisados foram obtidos através do software Primer Express® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA), a partir de sequéncias publicadas ho GenBank
(www.pubmed.com). Os ensaios (primer + sonda) foram adquiridos diretamente
do fabricante (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e estdo apresentados na
tabela 1. A quantificacdo relativa de cada gene, normalizada pela referéncia

endogena (ciclofilina), foi realizada pelo método 24T ¢,
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Analise da expressao protéica por Western blot

A proteina muscular foi extraida em tubo contendo fragmentos
congelados do musculo séleo (80 a 100 mg), foram trituradas e homogeneizadas
em solucdo de extragdo (pH=7) composta por: tampao fosfato de potdssio 50
mM; sucrose 0,3 M; ditiotreitol (DTT) 0,5 mM; acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) 1 mM (pH=8); fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 0,3 nM; fluoreto de sédio
(NaF) 10 mM; e inibidor de protease (diluicdo final 1:100). Em seguida, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm, a 4 °C, durante 20 minutos. A
aliquota do sobrenadante foi utilizada para quantificacdo de proteina total,
segundo o método de Bradford (1976). As amostras foram separadas em gel de
poliacrilamida e posteriormente transferidas para membrana de nitrocelulose
(Biorad). Apds bloqueio da membrana, foi realizada a incubagdo com anticorpos
primdrios anti- myoD, miogenina, MRF4, miostatina ou folistatina (Santa Cruz
Biotechnology). A membrana foi, entdo, lavada com PBS e Tween 20, incubada
com anticorpo secundario conjugado a peroxidase e, a seguir, lavada com PBS e
Tween 20. Os sinais foram visualizados com auxilio de kit para

quimioluminescéncia e auto-radiografia ©.

A seguir, os anticorpos foram
removidos da membrana e esta foi novamente incubada com anticorpo anti-
GAPDH e anticorpo secundario. Apds quantificacdo, os resultados dos sinais das

proteinas alvo foram normalizados para aqueles obtidos com anti-GAPDH.

Analise estatistica

Os dados apresentaram distribuicdo normal e estdo expressos em
média e desvio padrdo. A comparacéo entre os dois grupos foi realizada pelo teste
t de Student. A associacdo entre as varidveis foi avaliada pelo teste de correlacdao

de Pearson. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
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Caracterizacao dos grupos experimentais e variaveis corporais

Para caracterizar a presenca de insuficiéncia cardiaca, foram
pesquisados in vivo e em exame post mortem sinais de faléncia cardiaca em ratos.
No grupo SHR (n = 8), todos os ratos tiveram hipertensdo arterial sistémica e
insuficiéncia cardiaca. Os sinais de insuficiéncia estiveram presentes na seguinte
frequiéncia: taquipnéia/dispnéia em todos os animais, derrame pleuropericardico
em 7, ascite em 3, congestdo hepdtica em 3, trombo em éatrio esquerdo em 4,
aumento do peso do pulmao normalizado pelo peso corporal em 7 e hipertrofia
do ventriculo direito em todos os ratos (tabela 2). Nenhum animal do grupo WKY
apresentou quaisquer destes sinais (n = 9).

A pressao arterial e as varidveis corporais estdo apresentadas na
tabela 3. A pressao arterial foi maior e o peso corporal (PC) menor no grupo SHR
em relacdo ao WKY. Os pesos do VE, VD e dos atrios e as relacdes VE/PC, VD/PC e
atrios(PC foram maiores no grupo SHR. A relacdo entre peso umido e peso seco
do figado foi maior no grupo SHR; as relagdes entre peso uimido e peso seco do
VD e atrios foram semelhantes entre os grupos. O peso do pulmao em valores
absolutos e normalizados pelo peso corporal foi maior no grupo SHR. O peso do
musculo séleo foi menor no grupo SHR que no WKY (WKY 0,157 + 0,029; SHR
0,129 + 0,021 g; p = 0,044).

Avaliacao ecocardiografica

Os parametros estruturais cardiacos estao apresentados na tabela 4.
O diametro diastolico do ventriculo esquerdo (DDVE) foi semelhante entre os
grupos; porém, quando normalizado pelo PC, foi maior no grupo SHR. O didmetro
sistolico do ventriculo esquerdo (DSVE), a espessura diastdlica da parede
posterior do VE (EDPP) e do septo interventricular (EDSIV), os didametros da
aorta (AO) e do atrio esquerdo (AE) e a relagdo AE/PC foram maiores no grupo
SHR do que no grupo WKY. A relacdo entre o diametro do atrio esquerdo e o

diametro da aorta (AE/AO) foi semelhante entre os grupos.
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Os resultados da avaliacdo funcional do VE estdo apresentados na
tabela 5. A porcentagem de encurtamento endocardico foi menor no grupo SHR.
A frequéncia cardiaca e o tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) foram
maiores no grupo SHR que no WKY. As seguintes varidveis apresentaram valores
estatisticamente semelhantes entre os grupos: velocidade de encurtamento da
parede posterior do VE (VEPP), onda A mitral, onda E mitral, relacdo E/A e tempo
de desaceleracdo da onda E mitral (TDE).

Analises morfométricas do musculo soleo

A avaliacdo morfolégica geral da musculatura esquelética foi
realizada em laminas coradas por hematoxilina e eosina. A média das areas
seccionais das fibras do grupo SHR foi menor que a do grupo WKY (WKY 3.615 +
412; SHR 2.035 + 224 pm? p< 0,001; figuras 1 e 2). A fregéncia de distribuicao
das fibras em relacédo as areas seccionais estd apresentada na figura 3.

A avaliacdo da fracdo do colageno intersticial foi realizada em cortes
histolégicos corados por picro-sirius red (figura 4). A média da fracao de coldageno
intersticial foi maior no grupo SHR que no WKY (WKY 2,61 + 0,39; SHR 4,88 =
0,98 %; p< 0,001; figura 5).

Avaliacao da composicao das cadeias pesadas de miosina

Em lisado de proteinas do musculo séleo, foram detectadas as
isoformas I e Ila das cadeias pesadas de miosina. A porcentagem da isoforma IIa
em relacdo ao total das cadeias pesadas de miosina foi menor no grupo SHR em

relacdo ao controle (WKY 19,6 + 3,33; SHR 8,8 + 3,33 %; p= 0,003; figura 6).
Analise da expressao génica por RT-PCR em tempo real
A expressao génica da miogenina (WKY 1,0 = 0,37; SHR 0,45 * 0,19

unidades arbitrarias; p= 0,004; figura 7), MyoD (WKY 1,0 + 0,66; SHR 0,36 *
0,21 unidades arbitrarias; p= 0,03; figura 8) e miostatina (WKY 1,00 + 0,45; SHR
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0,21 * 0,26 unidades arbitrarias; p= 0,001; figura 10) foi significantemente
diminuida no grupo SHR em relacdo ao WKY. A expressdo génica do MRF4 (WKY
1,0 + 0,42; SHR 0,94 = 0,53 unidades arbitrarias; p= 0,80; figura 9) e da
folistatina (WKY 1,0 + 0,30; SHR 0,77 = 0,55 unidades arbitrarias; p= 0,35; figura

11) foi estatisticamente semelhante entre os grupos.

Analise da expressao protéica por Western blot

A expressdo protéica da MyoD (WKY 1,0 + 0,16; SHR 0,89 + 0,22
unidades arbitrdrias; p= 0,29; figura 13) foi estatisticamente semelhante entre
os grupos e a do MRF4 (WKY 1,0 + 0,27; SHR 1,53 * 0,47 unidades arbitrarias;
p= 0,014; figural4) foi maior no grupo SHR que no WKY. A expressao protéica da
miogenina (WKY 1,0 + 0,16; SHR 0,64 + 0,35 unidades arbitrarias; p= 0,02;
figura 12), miostatina (WKY 1,0 = 0,18; SHR 0,69 = 0,24 unidades arbitrdrias; p=
0,013; figura 15) e folistatina (WKY 1,0 + 0,17; SHR 0,65 * 0,16 unidades
arbitrarias; p= 0,001; figura 16) foi menor no grupo SHR em relacdo ao WKY. A
expressdo protéica da miogenina foi positivamente correlacionada com a drea
seccional das fibras e negativamente correlacionada com a fragdo de coldgeno
intersticial (figura 17). Ndao houve correlacdo entre a expressao da miogenina e a
isoforma IIa das MyHCs. O MRF4 correlacionou-se negativamente com a isoforma
ITa das MyHCs. Houve tendéncia para correlacdo negativa entre o MRF4 e a drea
seccional das fibras (p=0,08) e positiva entre o MRF4 e a porcentagem de
coldgeno intersticial (p=0,075; ﬂgura 18). A expressdo protéica da miostatina
correlacionou-se significantemente apenas com a drea seccional das fibras (figura
19). A folistatina correlacionou-se positivamente com a drea seccional e a
isoforma IIa das MyHCs, e negativamente com a porcentagem de coldgeno

intersticial (figura 20).
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Tabela 1. Sequiéncia dos oligonucleotideos iniciadores

Genes N°. Acesso Ensaio

MyoD NM_176079 Rn00598571_m1
Miogenina NM_ 017115 Rn00567418 m1l

MRF4 NM_013172 Rn00565920_m1
Miostatina NM_019151.1 Rn00569683 m1l
Folistatina NM_012561.1 Rn00561225 m1l
Ciclofilina NM_017101.1 Rn00690933_m1

N© Acesso: numero de acesso as seqliéncias publicadas no GenBank
Ensaio: cédigo do ensaio pré-otimizado pela Applied Biosystems
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Tabela 2. Frequéncia de sinais clinico e anatomo-patolégicos de insuficiéncia

cardiaca no grupo de ratos espontaneamente hipertensos

Sinais %
Taquipnéia 100
Congestéo hepatica 37,5
Derrame pleuropericéardico 87,5
Trombo em atrio esquerdo 50
Hipertrofia do ventriculo direito 100
Congestéao pulmorar 87,5
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Tabela 3. Varidveis corporais e anatomicas

Variaveis WKY SHR Valor de p
(n=9) (n=8)
PA 118 +10 221+ 35 <0,001
PC (g) 414 +57 295 + 29 <0,001
VE (g) 0,80 £0,14 1,18 +0,24 <0,001
VD (g) 0,26 £ 0,04 0,50 £0,13 <0,001
Atrios (g) 0,097 +£0,018 0,243 £ 0,078 <0,001
VE/PC (mg/qg) 1,94 +0,24 3,97 £0,49 <0,001
VD/PC (mg/g) 0,62 £ 0,08 1,70 £ 0,35 <0,001
Atrios/PC (mg/g) 0,27 £ 0,05 0,82 +0,21 <0,001
VD Umido/seco 4,49 +£0,41 4,28 +£0,54 0,362
Atrio imido/seco 4,56 + 0,47 4,95 + 0,39 0,085
Figado umido/seco 3,28 £0,07 3,53+£0,27 0,016
Pulmao (g) 2,32 +0,39 3,65+1,0 0,002
Pulméo/PC (mg/qg) 5,67 +1,13 12,39 + 3,35 <0,001

WKY: rato normotenso; SHR: rato espontaneamente hipertenso; n: nimero de animais; PC: peso
corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito. Dados expressos em média = desvio

padrdo. Teste t de Student.
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Tabela 4. Andlise ecocardiografica de variaveis estruturais do coracdo

Variaveis WKY SHR Valor de p
(n=9) (n=6)
DDVE (mm) 8,01 + 0,95 8,64 £ 1,46 0,330
DDVE/PC (mm/kg) 19,6 £ 3,1 27,7+ 4,7 0,001
DSVE (mm) 3,68 +0,92 5,08 +£1,51 0,043
EDPP (mm) 1,47 £ 0,06 1,82 +0,15 <0,001
EDSIV (mm) 1,49 + 0,05 1,82 +0,15 <0,001
AO (mm) 4,49 £ 0,38 4,98 £0,34 0,024
AE (mm) 5,73 +0,59 7,28 +1,17 0,004
AE/AOQ 1,29 +0,19 1,47 £ 0,26 0,139
AE/PC (mm/kg) 13,9+0,89 23,3+3,43 <0,001

WKY: rato normotenso; SHR: rato espontaneamente hipertenso; n: numero de animais; DDVE e
DSVE: diametros diastélico e sistdlico do ventriculo esquerdo (VE); PC: peso corporal; EDPP:
espessura diastolica da parede posterior do VE; EDSIV: espessura diastélica do septo
interventricular; AO: didmetro da aorta; AE: didmetro do atrio esquerdo. Dados expressos em

média * desvio padrdo. Teste t de Student.
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Tabela 5. Avaliacdo funcional do ventriculo esquerdo por ecocardiograma

Variaveis WKY SHR Valor de p
(n=9) (n=6) (teste t)
FC (bpm) 253 £42 304 +21 0,016
AD (%) 54,6 £ 6,3 422+7,1 0,003
VEPP (mm/s) 329+4,1 30,2+4,9 0,256
Onda E (cm/s) 78,1+14,1 71,7 +16,8 0,435
Onda A (cm/s) 45,0+£11,8 62,5+ 25,4 0,091
E/A 1,83 +£0,49 1,58 +1,48 0,639
TDE (ms) 44,3 + 9,04 40,5+ 14,9 0,646
TRIV (ms) 33,7+4,18 38,0 £3,09 0,049

WKY: rato normotenso; SHR: rato espontaneamente hipertenso; n: nimero de animais; FC:
frequéncia cardiaca; AD: porcentagem de encurtamento endocardico; VEPP: velocidade de
encurtamento da parede posterior; E/A: razdo entre picos de fluxo de enchimento inicial (onda E)
e da contragdo atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de desaceleragdo da onda E
mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico. Dados expressos em média * desvio padrao.
Teste t de Student.
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Figura1l. Cortes histoldgicos transversos do musculo esquelético séleo corados
com hematoxilina-eosina. A: ratos Wistar Kyoto; B: ratos

espontaneamente hipertensos (SHR). Objetiva: 40X.
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Figura 2. Area seccional transversa das fibras do musculo séleo. Dados expressos

em média = desvio padrdo; * p < 0,001.
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Figura 3. Distribuicdo das fibras musculares do musculo séleo de acordo com a
area seccional; WKY (n=9); SHR (n=8). Dados expressos em

porcentagem.
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Figura 4. Cortes histoldgicos transversos do musculo séleo corados com picro-
sirius red. A: ratos Wistar Kyoto; B: ratos espontaneamente hipertensos;

as setas mostram tecido coldgeno intersticial. Objetiva: 40X
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Figura5. Fracdo de coldgeno intersticial. Dados expressos em média + desvio

padrao; * p < 0,001.
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Figura 6a.Gel representativo de poliacrilamida e duodecilsulfato de sédio.

Isoformas I e Ila das cadeias pesadas de miosina (MyHC) do musculo

esquelético soleo.
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Figura 6b.Porcentagem da isoforma lla das cadeias pesadas de miosina (MyHC) do

musculo esquelético séleo analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida e

duodecilsulfato de sddio. Dados expressos em média + desvio padrdo; * p =

0,008.
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Figura 7.

Figura 8.
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Expressdo génica da miogenina no musculo séleo analisada em reacao
em cadeia de polimerase apds transcricdo reversa em tempo real e
normalizada pela expressio do gene constitutivo ciclofilina. Dados

expressos em média + desvio padrao; * p = 0,004.
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Expressdo génica da MyoD no musculo séleo analisada em reacao em
cadeia de polimerase apds transcricdio reversa em tempo real e
normalizada pela expressio do gene constitutivo ciclofilina. Dados

expressos em média + desvio padréo; * p = 0,003.
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Figura 9. Expressdo génica do MRF4 no musculo séleo analisada em reacdo em
cadeia de polimerase apds transcricdio reversa em tempo real e
normalizada pela expressio do gene constitutivo ciclofilina. Dados

expressos em média + desvio padrao.
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Figura 10. Expressdo génica da miostatina no musculo séleo analisada em reacdo em

cadeia de polimerase ap0s transcricdo reversa em tempo real e normalizada
pela expressdo do gene constitutivo ciclofilina. Dados expressos em média +

desvio padréo; * p = 0,001.

RESULTADOS 35



2,0

S ©
£
E\g 1,5,
R
S © 10 -
)
<O
> ®©
0:-9 0157
E 5
0,0
WKY SHR
Nn=8 n=8

Figura 11. Expressdo génica da folistatina no musculo séleo analisada por meio de
reacdo em cadeia de polimerase apds transcricdo reversa em tempo real
e normalizada pela expressdo do gene constitutivo ciclofilina. Dados

expressos em média = desvio padrao.
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Figura 12. Expressdo protéica da miogenina no musculo séleo analisada pela
técnica Western blot e normalizada pela expressdo protéica do GAPDH.

Dados expressos em média + desvio padrao; * p = 0,02.
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Figura 13. Expressdo protéica da MyoD no miusculo séleo analisada pela técnica
Western blot e normalizada pela expressdo protéica do GAPDH. Dados

expressos em média = desvio padrao.
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Figura 14. Expressdo protéica do MRF4 no musculo séleo analisada pela técnica

Western blot e normalizada pela expressdo protéica do GAPDH. Dados

expressos em média + desvio padrao; * p = 0,014.
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Figura 15. Expressdo protéica da miostatina no miusculo séleo analisada pela
técnica Western blot e normalizada pela expressao protéica do GAPDH.
Dados expressos em média + desvio padrao; * p = 0,013.
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Figura 16. Expressdo protéica da folistatina no miusculo séleo analisada pela
técnica Western blot e normalizada pela expressao protéica do GAPDH.

Dados expressos em média + desvio padrao; * p = 0,001.
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Figura 17. Diagrama de dispersdo entre a expressao protéica da miogenina e a area
seccional das fibras, acima, e a porcentagem de coldgeno intersticial,

abaixo; correlacdo de Pearson.
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Figura 18. Diagrama de dispersdo entre a expressdo protéica do MRF4 e a drea

seccional das fibras, acima, a porcentagem de coldgeno intersticial, no

centro, e a isoforma Ila das cadeias pesadas de miosina (MyHC), abaixo;

correlacdo de Pearson.
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Figura 19. Diagrama de dispersdo entre a expressdo protéica da miostatina

e a area seccional das fibras; correlacdo de Pearson.
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Figura 20. Diagrama de dispersdo entre a expressao protéica da folistatina e a drea

seccional das fibras, acima, a porcentagem de coldgeno intersticial, ao

centro, e a isoforma IIa das cadeias pesadas de miosina (MyHC), abaixo;

correlacdo de Pearson.
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Neste estudo avaliamos, pela primeira vez, aspectos morfoldgicos,
bioquimicos e moleculares do musculo esquelético séleo de ratos
espontaneamente hipertensos com insuficiéncia cardiaca.

Os ratos espontaneamente hipertensos foram introduzidos por
Okamoto e Aoki ** como modelo genético de hipertensao arterial sistémica. Nestes
animais, a histdria natural da doenca é semelhante a que se observa em pacientes
com hipertensdo arterial ndo tratada °“°°. Hipertensdo arterial persistente se
desenvolve nos SHR a partir de aproximadamente um més de idade e hipertrofia
ventricular esquerda pode ser detectada a partir de trés meses de idade °*. A
seguir, ocorre periodo relativamente longo de hipertrofia compensada, sem
insuficiéncia cardiaca. Apds os 12 meses de idade, pode-se detectar disfuncao
diastolica do ventriculo esquerdo a ecocardiografia . Somente a partir de 18
meses de idade, os animais comecam a desenvolver evidéncias clinicas de
insuficiéncia cardiaca, evoluindo, entédo, rapidamente para 6bito, em geral dentro
de duas a trés semanas **. O padrdo de evolucdo insidiosa da doenca, desde a
hipertensdo arterial ndao complicada até a fase de insuficiéncia cardiaca, faz com
que o rato espontaneamente hipertenso seja considerado um bom modelo
experimental para estudos relacionados ao desenvolvimento crénico de
hipertrofia ventricular e insuficiéncia cardiaca °’.

Neste estudo, o diagnéstico de insuficiéncia cardiaca foi baseado em
sinais clinicos avaliados in vivo como taquipnéia/dispnéia, apatia ou perda de
peso. Os ratos do grupo SHR apresentaram taquipnéia/dispnéia e peso corporal
estatisticamente menor que o grupo WKY. Em humanos, a reducdo do peso
corporal que acompanha o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca grave é
denominada caquexia cardiaca e constitui importante preditor de mortalidade
%69 No momento da eutandsia, o diagndstico de insuficiéncia cardiaca foi
confirmado por achados anatomo-patoldgicos avaliados post mortem como
ascite, derrame pleuropericardico, congestao hepatica, trombo em &trio esquerdo,
hipertrofia do ventriculo direito e congestao pulmonar >**%77'. De acordo com
estudos realizados em ratos espontaneamente hipertensos com insuficiéncia
cardiaca, a hipertrofia do ventriculo direito, definida pelo encontro de relacao

peso do ventriculo direito/peso corporal maior que 0,8 mg/g, é a melhor variavel
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para selecionar animais com insuficiéncia cardiaca >>">7*. Em nosso estudo, todos
animais do grupo SHR tiveram hipertrofia do ventriculo direito. Mais
recentemente, foi apontado que o grau de congestio pulmonar, quando
determinado levando em conta o peso total dos pulmdes, também é importante

7. Insuficiéncia cardiaca

para o diagnodstico de insuficiéncia cardiaca em ratos
pode ser diagnosticada quando o peso dos pulmées, em valores absolutos ou
normalizados pelo peso corporal, é maior que a média acrescida de dois desvios

padrdo dos valores obtidos em grupo controle .

Neste estudo, congestdo
pulmonar esteve presente em sete dos oito animais do grupo SHR. Finalmente, a
relagdo entre o peso umido e o peso seco do figado, aumentada nos SHRs, mostra
a presenca de congestdo sistémica.

Embora o diagnoéstico de insuficiéncia cardiaca tenha sido feito por
evidéncias clinicas e anatomo-patoldgicas, ecocardiograma transtordcico foi
realizado para caracterizar a presenca de disfuncdo ventricular nos SHR. O grupo
SHR apresentou dilatacdo das camaras cardiacas esquerdas, evidenciadas pelo
aumento da relacdo didmetro diastélico do VE/peso corporal e do didmetro do
atrio esquerdo, em valores absolutos ou normalizados pelo peso corporal. Como
esperado, o grupo SHR teve aumento da espessura diastélica da parede posterior
e do septo interventricular e do peso do VE, este avaliado post mortem.
Funcionalmente, o grupo SHR apresentou disfuncao sistélica e diastolica do VE,
caracterizadas pela reducdo da porcentagem de encurtamento endocdrdico e
aumento de tempo de relaxamento isovolumétrico, respectivamente.

A avaliagdo da musculatura esquelética foi realizada no musculo
séleo porque estudos prévios de nosso grupo mostraram que este musculo é

*1 ou crodnica

sensivel as alteracées induzidas pela insuficiéncia cardiaca aguda
'L75, Na avaliagdo morfoldgica, observamos importante atrofia muscular no grupo
SHR. A média da drea seccional das fibras foi 43,7 % menor nos SHR que no grupo
WKY. Em trabalhos experimentais com insuficiéncia cardiaca, foram descritas
menores reducdes da drea seccional ou do didmetro das fibras musculares. Em
nosso laboratdrio, observamos diminuicdo da drea das fibras de 16,5% '* e de 9,7

a 12,8% >’ em insuficiéncia cardiaca cronica induzida por estenose adrtica ou

por infarto do miocdrdio, respectivamente. Em insuficiéncia cardiaca direita
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induzida por monocrotalina, a diminuicdao do diametro da fibra foi de 9,7% *'. O
importante grau de atrofia muscular verificado nos SHR faz com que esse modelo
seja particularmente util em estudos para identificacdo de mecanismos e vias de
sinalizacdo intracelular envolvidos na atrofia associada a insuficiéncia cardiaca
cronica. Como mecanismos potencialmente responsaveis pela atrofia muscular,
avaliamos os fatores de regulacdo miogénica e a via miostatina/folistatina, que
estdo discutidos abaixo. Além da atrofia, o grupo SHR apresentou aumento da
porcentagem de coldgeno intersticial. Estudos adicionais sdo necessarios para
avaliar os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de fibrose intersticial neste
modelo experimental.

Alteragcdes na composicdo das cadeias pesadas de miosina tém sido
freqiientemente observadas na musculatura esquelética durante a insuficiéncia
cardiaca. Neste estudo, observamos reducdo da isoforma Ila das MyHCs com
aumento proporcional da isoforma I nos SHRs em comparacdo aos ratos WKY.
Esse resultado mostra alteracdo do padrao muscular para fenétipo com fibras de
contracdo lenta e metabolismo predominantemente oxidativo 77. Resultados
semelhantes foram observados por Vescovo et al. #, no musculo séleo de ratos
com insuficiéncia cardiaca direita induzida por monocrotalina. Esses resultados
ndo sao homogéneos na literatura, havendo relatos de preservacio da
composicdo das MyHCs durante a insuficiéncia cardiaca ”>7® ou, mais comumente,
de padrao de modificacdo das MyHCs oposto ao observado em nosso estudo *'>7.
A variedade de padrbes das isoformas das MyHCs sugere que os mecanismos
moleculares envolvidos na modulacdo das cadeias pesadas de miosina possam
diferir de acordo com o modelo de inducédo de insuficiéncia cardiaca >31:%,

Neste estudo verificamos se alteracdes na expressdo dos fatores de
regulacdo miogénica e da via miostatina/folistatina podem estar associadas as
modificacées do fenétipo muscular na insuficiéncia cardiaca. Observamos que a
expressdo da miogenina foi menor nos SHRs, a expressdo protéica da MyoD ndo se
alterou entre os grupos, e a expressdo protéica do MRF4 foi significativamente
maior nos SHRs. Na via miostatina/folistatina, observamos reducdo da expressao

protéica tanto da miostatina quanto da folistatina no grupo SHR.




A miogenina encontra-se mais expressa em musculos com
metabolismo predominantemente oxidativo e estd envolvida no processo de
diferenciacdo de células satélites e formacdo de miotubos 842, Em estudos
experimentais, foi observado que aumento do estresse oxidativo e da

concentracdo de TNF-a, condi¢des habitualmente presentes na insuficiéncia

1 83

cardiaca ', pode levar a reducdo da miogenina *. A diminuicdo da miogenina

interfere negativamente na regeneracao das fibras podendo, assim, contribuir

para a atrofia muscular

, que foi importante no grupo SHR. A existéncia de
correlacdo positiva entre a area seccional das fibras e a expressdo de miogenina
sugere a participacdo da miogenina na atrofia. Uma vez que a miogenina é
relacionada ao metabolismo predominantemente oxidativo, seria esperado que
sua reducdo levasse a diminuicdo das isoformas do tipo I das MyHCs. Entretanto,
resultado oposto foi observado no grupo SHR. Como avaliamos apenas a
propor¢ao de isoformas das MyHCs em relacdo ao total de MyHCs, ndo podemos
descartar que tenha ocorrido reducdo da quantidade absoluta da isoforma do
tipo L.

A MyoD é predominantemente expressa em musculos glicoliticos e
esta associada a expressdo de proteinas contrateis. Durante a insuficiéncia
cardiaca, ha aumento da concentracéo sérica de citocinas pré-inflamatorias, como
o TNF-a e a interleucina-6 ®. Em trabalhos experimentais, o aumento do TNF-a
pode levar a reducdo da expressdo génica da MyoD por meio de ativacdo da via
NF-«kB ®°. Neste estudo, observamos reducdo estatisticamente apenas da expressao
génica de MyoD no musculo séleo. Embora a expressdo protéica da MyoD tenha
sido 11% menor no grupo SHR, este resultado nao alcancou diferenca estatistica.
O padrao das isoformas das MyHCs encontrado, de reducao das isoformas do tipo
II, predominantemente glicoliticas, foi condizente com a reducdo da expressao
génica da MyoD.

O fator de regulagio miogénica MRF4 ¢é predominantemente
expresso em fibras lentas, oxidativas, e parece desempenhar papel importante na
modulagdo do trofismo muscular. Em modelos experimentais como atrofia por
desuso *¢ ou insuficiéncia cardiaca aguda *!, a diminuicdo da expressao génica do

MRF4 foi associada a atrofia de musculos esqueléticos. Neste estudo, o aumento
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da expressao protéica do MRF4 pode ter influenciado o aumento da porcentagem
de isoformas do tipo I das MyHCs, que sdo predominantemente oxidativas.
Reforcando esse conceito, verificamos correlacdo negativa entre expressao
protéica do MRF4 e porcentagem de MyHC do tipo Ila, o que sugere a
participacdo deste fator na modulacdo do fendtipo muscular. Por outro lado, o
aumento da expressdo protéica do MRF4 e a auséncia de correlacdo significativa
entre MRF4 e drea seccional das fibras musculares sugerem que este fator nao
participa do processo de atrofia muscular neste modelo experimental.

A miostatina tem sido frequentemente associada a reducdo da massa

87-89

muscular em doencas cronicas Estudos experimentais sobre seu papel

fisiolégico mostraram correlacdo negativa entre expressao da miostatina e massa

muscular *2.

Além disso, a miostatina pode inibir a expressio de fatores
regulatérios musculo-especificos, principalmente a MyoD e miogenina *°°'. A
folistatina, por sua vez, pode atuar como potente antagonista da miostatina e
modificar sua atividade in vivo *"*°. Em nosso estudo, foi inesperado o encontro
de reducdo da expressao protéica da miostatina no grupo SHR. Na insuficiéncia
cardiaca induzida por infarto, foram descritos tanto aumento da miostatina *°,
como preservacdo da miostatina associada a reducdo da folistatina e atrofia
muscular . Em nosso estudo, a reducédo da expressao protéica da folistatina pode
ter aumentado a acdo da miostatina e, por consequéncia, induzido tanto a
reducdo da expressiao da MyoD e miogenina como a importante atrofia muscular
encontrada nos SHR.

Em conclusédo, a miopatia associada a insuficiéncia cardiaca de ratos
espontaneamente hipertensos é caracterizada por importante atrofia muscular,
fibrose intersticial e alteracdao no padrdo das isoformas das cadeias pesadas de
miosina, com reducédo das isoformas do tipo II. A expressao protéica reduzida de
miogenina, miostatina e folistatina parece ter participacdo no desenvolvimento de
atrofia muscular. A diminuicdo da expressdo génica de MyoD e o aumento da

expressao protéica de MRF4 parecem estar envolvidas na alteracdo das isoformas

das cadeias pesadas de miosina.
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