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Resumo



Estudos clinicos e experimentais tém sugerido que anormalidades da
musculatura esquelética podem colaborar para a ocorréncia precoce de dispnéia e
fadiga em pacientes com insuficiéncia cardiaca crénica. Em musculos periféricos e
respiratorios, frequentemente observa-se modificacdo na composicao das cadeias
pesadas da miosina (MyHC) na insuficiéncia cardiaca. Os mecanismos e vias
intracelulares de sinalizacdo responsaveis pela alteracao das MyHCs ainda nao estao
completamente definidos. Na insuficiéncia cardiaca direita induzida por
monocrotalina, foi verificado que a expressao dos fatores de regulacdo miogénica
esta associada a alteragdes no fenétipo das MyHC. Recentemente, foi verificado que o
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) pode modular a expressdo de proteinas
miofibrilares. Nao identificamos estudos que avaliaram o papel dos fatores de
regulacdo miogénica e a influéncia do TNF-a na composicdo das MyHCs no musculo
diafragma durante a insuficiéncia cardiaca. O objetivo deste estudo é determinar se
modificacdes nas isoformas das MyHCs sdo relacionadas a alteragdes na expressao
génica dos fatores de regulacdo miogénica no musculo diafragma de ratos com
infarto do miocardio, com e sem insuficiéncia cardiaca. Adicionalmente, verificamos
se as concentracdes séricas de TNF-o e de IL-6 estdo relacionadas a alteracdes das
MyHCs e da expressdo génica dos fatores de regulacdo miogénica. Métodos:
insuficiéncia cardiaca foi induzida por infarto do miocardio. Seis meses apds a
cirurgia, foram constituidos trés grupos de animais: Sham (n=10), IM/IC- (animais
infartados com disfuncio ventricular e sem insuficiéncia cardiaca, n=10) e IM/IC+
(animais infartados com insuficiéncia cardiaca, n=10). As estruturas cardiacas e a
funcao ventricular foram avaliadas por ecocardiograma transtoracico. As isoformas
das MyHCs foram analisadas por eletroforese de proteinas. A area seccional das fibras
musculares foi mensurada em cortes histolégicos corados por hematoxilina e eosina e
submetidos a reacdo NADH-TR. A expressdo génica dos fatores de regulacao
miogénica miogenina, MyoD e MRF4 foi avaliada por RT-PCR em tempo real e as
concentracdoes séricas de TNF-o e interleucina-6 foram quantificadas por ELISA.
Andlise estatistica foi realizada por Anova e a associacdo entre as variaveis foi
verificada pela correlacdo de Pearson. O nivel de significancia foi de 0,05. Resultados:
A avaliacdo ecocardiografica mostrou que o grupo IM/IC- apresentou dilatacdo das

camaras cardiacas esquerdas acompanhada de disfuncao sistélica e diastélica do
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ventriculo esquerdo, quando comparado ao Sham. O comprometimento cardiaco foi
maior no grupo IM/IC+ que no IM/IC-. A drea seccional das fibras foi semelhante
entre os grupos. A porcentagem da isoforma I das MyHCs foi maior no grupo IM/IC+
em comparacdo ao IM/IC- e a porcentagem da isoforma IIb foi menor no grupo
IM/IC+ que no Sham. O diametro do atrio esquerdo normalizado pelo peso corporal
foi positivamente correlacionada com a porcentagem da isoforma I das MyHCs e
negativamente relacionado com a porcentagem da isoforma IIb das MyHCs. Néo foi
observada diferenca estatisticamente significante na expressao dos fatores de
regulacdo miogénica miogenina, MyoD e MRF4 entre os grupos. A concentracgao
sérica de TNF-o e de interleucina-6 foi maior no grupo IM/IC+ que no sham. A
concentracao sérica de TNF-o foi diretamente correlacionada com a porcentagem da
isoforma I das MyHCs. Em concluséo, a expressao génica dos fatores de regulacao
miogénica ndo parece modular a composicdo das cadeias pesadas de miosina do
musculo diafragma na insuficiéncia cardiaca croénica induzida por infarto do
miocdrdio. As alteracdes das isoformas das cadeias pesadas de miosina do musculo
diafragma sdo relacionadas ao grau de disfuncao ventricular e a concentracdo sérica

de TNF-o.
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Abstract



Several clinical and experimental studies have suggested that skeletal
muscle abnormalities can contribute to early fatigue and dyspnea in heart failure
patients. Changes of myosin heavy chain (MyHC) isoforms have been frequently
observed in peripheral and respiratory muscles during heart failure.
Pathophysiological mechanisms and intracellular signaling pathways involved on
MyHCs alterations are not completely defined. In monocrotaline-induced right heart
failure, it was observed that the expression of myogenic regulatory factors is
associated with MyHCs phenotype changes. Tumoral necrosis factor-alpha (TNF-o)
has been recently described to modulate skeletal myofibril proteins. We did not find
studies evaluating the influence of myogenic regulatory factors and TNF-a serum
concentration on diaphragm MyHC isoforms during heart failure. In this study we
tested the hypothesis that diaphragm MyHC isoforms changes are related to
myogenic regulatory factors gene expression in chronic heart failure. Additionally, we
measured TNF-a and interleukin-6 serum levels to examine their correlation with
both MyHC isoforms and myogenic regulatory factors gene expression. Methods: A
coronary ligation model was employed to induce heart failure. Six months after the
surgical procedure, three groups of rats were studied: Sham (n=10), infarcted rats
without heart failure (MI/HF-, n=10), and infarcted rats with heart failure (MI/HF+,
n=10). Cardiac structures and ventricular function were assessed by transthoracic
echocardiogram. MyHC isoforms were analyzed by protein electrophoresis. Muscle
fiber cross-sectional area was measured in hematoxilin-eosin stained sections and in
sections submitted to NADH-TR reaction. Myogenic regulatory factors miogenin,
MyoD, and MRF4 gene expression was evaluated by real time RT-PCR; TNF-o and
interleukin-6 serum levels were quantified by ELISA. Statistical analysis was
performed by ANOVA and association between variables by the Pearson correlation.
Significant level was 0.05. Results: In echocardiographic evaluation, MI/HF- presented
left cardiac chambers dilation and left ventricular systolic and diastolic dysfunction
compared to the Sham group. Cardiac alterations were more pronounced in the
MI/HF+ than in MI/HF-. Fiber cross-sectional areas were similar between groups.
MyHC I isoform was higher in MI/HF+ than MI/HF- group and the IIb isoform was
lower in MI/HF+ than the Sham. Left atrium diameter normalized to body weight was

positively correlated with MyHC I isoform and negatively correlated with MyHC IIb
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isoform. No difference was observed in myogenic regulatory factors miogenin, MyoD,
and MRF4 gene expression between groups. TNF-a and interleukin-6 serum levels
were higher in MI/HF+ than the Sham group. TNF-a levels were directly correlated to
the MyHC I isoform. In conclusion, myogenic regulatory factors gene expression does
not modulate diaphragm myosin heavy chain isoforms in rats with chronic heart
failure. Diaphragm myosin heavy chain changes are related to ventricular

dysfunction severity and TNF-o serum levels.
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Introdugao



A insuficiéncia cardiaca croénica caracteriza-se, clinicamente, por
diminuicdo da capacidade para exercicios fisicos e atividades cotidianas devida a
ocorréncia precoce de fadiga e dispnéia. Embora os mecanismos responsaveis por
esses sintomas venham sendo estudados nas tltimas décadas, sua fisiopatologia ainda
ndo esta completamente definida '7. Inicialmente, considerava-se que a reducédo da
capacidade para exercicios fisicos fosse causada por diminuicao da funcao cardiaca e
pulmonar e por alteracdo da perfusdo tecidual decorrente de queda do débito
cardiaco. Entretanto, a suposicdo inicial de que a capacidade para exercicios pudesse
relacionar-se diretamente com a funcdo ventricular nao se confirmou, tendo sido
observada pobre correlacdo entre varidveis hemodinamicas e tolerancia ao exercicio
em doentes com insuficiéncia cardiaca ®.

Mais recentemente, foi aventado que anormalidades intrinsecas da
musculatura esquelética periférica > também pudessem ter papel importante na
determinacdo da capacidade para realizar exercicios fisicos em doentes com
insuficiéncia cardiaca crénica. Em estudos clinicos e experimentais, foram verificadas
alteracdes metabdlicas, morfolégicas, moleculares e funcionais em musculos
esqueléticos periféricos durante a insuficiéncia cardiaca cronica #*'¢. O conjunto das
alteracées musculares que ocorrem em doentes com faléncia cardiaca cronica foi
denominado de miopatia associada a insuficiéncia cardiaca.

O tecido muscular é formado por células especializadas, alongadas e
multinucleadas, chamadas fibras musculares, que possuem a capacidade de
contracdo. Estas células sdo rodeadas por matriz extracelular rica em carboidratos e
proteinas, que constitui o tecido conjuntivo do musculo. O tecido muscular é
organizado em trés envoltdrios distintos: o epimisio, que envolve todo o musculo, o
perimisio, que divide fasciculos musculares, e 0 endomisio, que circunda cada fibra. O
sarcomero, unidade contratil fundamental da fibra muscular, é constituido por
proteinas estruturais e contrateis. Entre as proteinas contrateis, destaca-se a
miosina, hexamero formado por duas cadeias pesadas (MyHC, do inglés myosin heavy
chain) e duas cadeias leves. As cadeias pesadas da miosina apresentam uma porgao
globular com atividade ATPasica, cujo padrao define os tipos de isoformas das MyHC
7. Os musculos esqueléticos de ratos adultos apresentam uma isoforma lenta e trés

isoformas rapidas de MyHC. A isoforma lenta é denominada MyHC I e as trés

INTRODUCAO 8



isoformas rapidas sdao MyHC IIa, MyHC IId, também denominada MyHC IIx, e MyHC
IIb *%. As fibras histoquimicamente denominadas como tipo I, de contracéao lenta,
expressam MyHC I e as fibras rdpidas IIA, IID e IIB expressam MyHC IIa, MyHC IId e
MyHC IIb, respectivamente '°. De acordo com a composicao das isoformas das cadeias
pesadas de miosina, as fibras musculares podem ser definidas como rédpidas ou lentas.
As fibras que expressam apenas uma isoforma de MyHC sdo denominadas fibras
puras e constituem a maioria das fibras musculares. Sdo encontradas também, em
condi¢des normais, fibras hibridas, que co-expressam mais de uma isoforma de MyHC.

A andlise histoquimica dos musculos permite determinar a atividade
metabdlica de enzimas mitocondriais, por meio da reacdo histoquimica NADH-TR
(adenina dinucleotideo tetrazdlio redutase), e da enzima ATP4sica e, assim, identificar
as fibras como de contracao lenta e metabolismo oxidativo, de contracédo rdpida e
metabolismo glicolitico, e de contracao rapida e metabolismo oxidativo e glicolitico *°.
Os musculos estriados sdo constituidos por diversos tipos de fibras, cujas
caracteristicas morfoldgicas, metabélicas e funcionais podem apresentar variagoes
dependentes de estimulos como hipdxia, estimulagao elétrica, imobilizacdo e exercicio
fisico #12¢.

Na insuficiéncia cardiaca cronica, uma das alteragoes frequientemente
observada em estudos clinicos ?"** e experimentais é a modificacdo da composicao
das cadeias pesadas de miosina das fibras musculares esqueléticas ****°. Observa-se
aumento das fibras tipo II, rdpidas, e reducédo das fibras tipo I, lentas, nos musculos
periféricos. Interessantemente, essas alteracoes do fenétipo muscular estao presentes
também na fase de hipertrofia cardiaca compensada **, o que sugere que podem ser
mediadas por fatores bioquimicos e/ou neurohormonais associados ao quadro de
injuria do coracao e nao estdo diretamente relacionadas a presenca de insuficiéncia
cardiaca.

Alteracdes de musculos respiratorios também foram observadas na
insuficiéncia cardiaca e responsabilizadas, pelo menos parcialmente, pela ocorréncia
precoce de dispnéia e fadiga aos esforcos *'**. No musculo diafragma, tanto em
estudos clinicos como em modelos experimentais de faléncia cardiaca, foram
verificadas anormalidades histolégicas, atrofia das fibras musculares, alteracoes

enzimdticas, diminuicdo da capacidade oxidativa mitocondrial, aumento do estresse
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oxidativo e alteracido da forca de contracdo muscular ¢2*23>*, Também no musculo
diafragma, uma das alteracdes frequentemente encontrada e que pode contribuir
para a disfuncao diafragmatica é a modificacdao na composicao das MyHC. Durante a
insuficiéncia cardiaca, ocorre aumento na frequéncia das fibras tipo I, de contracao
lenta, e diminuicdo na proporcao das fibras tipo I, de contracdo rapida *>*>**>. No
diafragma, a alteracdo da composicao das MyHC ocorre em sentido inverso a que se
observa na musculatura esquelética periférica na insuficiéncia cardiaca. A diferenca
de comportamento entre os musculos esqueléticos periféricos e o diafragma se deve,
provavelmente, a sobrecarga de trabalho a que o diafragma esta submetido na
insuficiéncia cardiaca em decorréncia de edema pulmonar intersticial **.

As causas responsaveis pelas alteracoes das isoformas das MyHCs na
insuficiéncia cardiaca nao estdo ainda completamente definidas. Acredita-se que
ativacdo sistémica de neurohormonios e de citocinas inflamatérias que acompanha o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca possa estar envolvida nessas alteragoes *°.
Também ndo sdo conhecidos os mecanismos moleculares e as vias sinalizadoras que
controlam a expressdao génica das MyHCs nos musculos esqueléticos durante a
insuficiéncia cardiaca.

Ha substancial evidéncia que os fatores de regulacdo miogénica (MRF)
MyoD, miogenina, Myf5 e MRF4 atuem como importantes reguladores da expressao
de proteinas musculares '***°. Os MRF sdo fatores transcricionais que ativam a
expressdo 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 MyoD e a miogenina estdo envolvidas na manutencao do
fenétipo da fibra muscular adulta, rdpido ou lento. A MyoD é expressa em maior
quantidade que a miogenina em musculos rdpidos enquanto o oposto ocorre em
musculos lentos ***°*. Na miogénese, os fatores de regulacdo miogénica regulam a
ativacéo, proliferacdo e diferenciacdo de células miogénicas. Os primeiros fatores
expressos sdo a MyoD e o Myf-5, importantes para a proliferacdo dos mioblastos,
antecedendo a fase de diferenciacdo. A miogenina e o MRF4 sdo expressos
posteriormente, em células no final do processo de diferenciacao, e regulam esta fase

da fibra muscular *.
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Apesar da importancia dos MRF no fenétipo de proteinas musculares,
poucos autores avaliaram sua expressao muscular na insuficiéncia cardiaca. Em ratos
com insuficiéncia cardiaca direita induzida por monocrotalina, a alteracao das MyHCs
do diafragma foi associada a reducédo da expressao génica da MyoD *°. Entretanto,
como esse modelo experimental cursa com insuficiéncia cardiaca direita e de
desenvolvimento rapido, ndo é conhecido se esses achados sao validos para modelo
experimental de insuficiéncia cardiaca esquerda cronica, semelhante a que ocorre
comumente nos casos de insuficiéncia cardiaca em humanos.

Recentemente, foi aventado que o aumento das concentracgoes séricas de
citocinas inflamatorias que ocorre durante a insuficiéncia cardiaca cronica >3
especialmente do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-o), pode estar envolvido nas
alteracdes da musculatura esquelética °*>. O TNF-a é capaz de ativar o fator nuclear
Kappa B (NF-xB), uma familia de cinco fatores transcricionais que estdo envolvidos
em vdrios processos celulares como apoptose, imunidade e inflamacéo, diferenciacédo
e desenvolvimento **. Por meio de associagdo com a proteina IkB, o NF-kB encontra-se

normalmente inativo no citoplasma >

. A ativacdo do receptor da membrana
plasmatica do TNF-a leva a fosforilacdo da IkB, que é entdo ubiquitinizada para
posterior degradacdo proteossomal *°. A degradacdo da IkB permite a ativacdo e a
translocacdo de heterodimeros de NF-kB para o nucleo celular °”. O aumento de NF-«xB
induzido pelo TNF-a leva a diminuicdo da expressao de RNA mensageiro para a MyoD,
com consequente alteracdo na sintese de MyHCs °®. Embora esses dados mostrem o
papel potencial do TNF-a em modular proteinas musculo-especificas durante a
insuficiéncia cardiaca, ndo ha estudos sobre a relacdo entre concentracio sérica de
TNF-o e alteragdes das MyHCs ou dos MRF nessa condicéo.

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina capaz de mediar respostas imunes
e inflamatdrias. Estimulos para sua secrecdo incluem o aumento da concentragédo de
TNF-a ou da interleucina-1, por meio da via do NF-xB *°. Embora poucos estudos
tenham analisado o estado da IL-6 na insuficiéncia cardiaca, foi sugerido que o
aumento de sua concentracdo sérica esta associado a desequilibrio do
anabolismo/catabolismo observado na insuficiéncia cardiaca '*¢%¢*. Nao identificamos
estudos sobre o comportamento da IL-6 na miopatia associada a insuficiéncia

cardiaca.
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Neste trabalho testamos a hipdtese que, na insuficiéncia cardiaca,
alteracdes na composicao das cadeias pesadas de miosina do musculo diafragma estao
relacionadas a anormalidades na expressao génica dos fatores de regulacdo miogénica

e a aumento na concentracido sérica do TNF-o.

INTRODUCAO 12



Objetivos



Os objetivos do presente trabalho foram:

1. Determinar se modificacdes nas isoformas das cadeias pesadas de miosina estdao
relacionadas a alteracoes na expressao génica dos fatores de regulacdo miogénica
no musculo diafragma de ratos com infarto do miocardio, nas fases de disfuncao

ventricular compensada e de insuficiéncia cardiaca.

2. Verificar se as concentracdes séricas de TNF-a e de IL-6 estdo relacionadas a
alteracoes das cadeias pesadas da miosina e da expressao génica dos fatores de

regulacdo miogénica.
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Material e Métodos



Grupos Experimentais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal entre 200 e
250 g, provenientes do Biotério do Campus de Botucatu da Universidade Estadual
Paulista (UNESP). Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com quatro ratos
por caixa, em ambiente com temperatura (24 + 2°C) e ciclos de luminosidade (12 h)
controlados, e foram alimentados com racdo comercial Purina e dgua ad libitum.

O infarto agudo do miocdrdio foi induzido de acordo com o método

€2 Em resumo, os ratos foram

previamente descrito em nosso laboratério
anestesiados com cloridrato de cetamina (60 mg/kg) e submetidos a toracotomia
lateral esquerda. Apds exteriorizacdo do coracdo, o atrio esquerdo foi afastado e a
artéria coronaria esquerda ligada com fio mono-nylon 5.0 entre a saida da artéria
pulmonar e o 4trio esquerdo. A seguir, o coracéo foi recolocado no térax, os pulmoes
foram inflados com pressao positiva e o torax fechado por sutura com algodao 10. Os
animais pertencentes ao grupo controle foram submetidos ao mesmo procedimento
cirurgico, porém sem a ligacdo da artéria coronaria, responsavel pela producéo do
infarto.

Foram constituidos, inicialmente, dois grupos de animais: controle
(Sham, n=10) e infarto do miocardio (IM). No momento da eutanasia, seis meses
apo6s a inducao do infarto, os ratos com IM foram subdivididos em dois grupos: com e
sem insuficiéncia cardiaca, denominados IM/IC+ e IM/IC-, respectivamente. Para o
diagnéstico de insuficiéncia cardiaca, foram avaliados os seguintes sinais clinico e
anatomo-patoldgicos: taquipnéia, ascite, derrame pleural e pericardico, trombos em
atrio esquerdo, hipertrofia do ventriculo direito (peso do ventriculo direito/peso
corporal > 0,8 mg/g) e congestdao pulmonar (peso do pulmao > 2 desvios padrao
acima da média do grupo Sham) ¢3¢, Os ratos com hipertrofia do ventriculo direito e
congestdo pulmonar foram alocados no grupo IM/IC+ (h=10). Os ratos sem
quaisquer dos sinais de insuficiéncia cardiaca constituiram o grupo IM/IC- (n=10). Os
demais animais foram excluidos desse estudo (n=7).

No final do experimento, os animais foram pesados e, a seguir,
anestesiados com injecdo intraperitoneal de pentobarbital sédico (50 mg/kg). Os

ratos foram eutanasiados por decapitacdo e o sangue foi coletado e centrifugado a
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4°C. Amostras do soro foram separadas e armazenadas a -80°C para posterior
dosagem de citocinas inflamatdrias. O coracdo foi retirado por toracotomia mediana.
Os atrios foram removidos e os ventriculos direito e esquerdo pesados
separadamente. A seguir, as por¢des costais esquerda e direita do diafragma foram

dissecadas, imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e conservadas a -80°C.

Avaliacao morfoldgica e funcional do coracao pelo ecocardiograma

Seis meses apds o procedimento cirurgico, os animais foram
anestesiados com cloridrato de cetamina (50mg/kg) e cloridrato de «xilidino
(Img/kg), por via intraperitoneal para o estudo ecocardiografico. Apds tricotomia da
regido anterior do torax, os animais foram posicionados em decuibito lateral esquerdo
para realizacdo do ecocardiograma utilizando-se equipamento da Philips, modelo HDI-
5000 (Washington, USA), dotado de transdutor multifrequencial 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 estruturais e funcionais do coracdo
foram obtidas de acordo com a metodologia previamente descrita em nosso
laboratorio ¢>7!. Posteriormente, as estruturas cardiacas foram medidas
manualmente com o auxilio de um paquimetro de precisdo, de acordo com as
recomendacdes da American Society of Echocardiography 7* e ja validadas no modelo
de ratos infartados ”. As estruturas cardiacas foram medidas em, pelo menos, cinco

ciclos cardiacos consecutivos.

Analise morfoldgica do coragcao

Para caracterizar o grau de comprometimento do coracao pelo infarto
do miocardio, foi realizada a mensuracao do tamanho do infarto. O VE foi mantido
em solucdo de formol a 10% por 24 h. A seguir, foi lavado em dgua corrente por 24
h e transferido para solucao com etanol 70%. Foi realizado corte transversal do VE a
6 mm do apice para a base; esse corte reflete a média dos resultados de cortes de

todo o ventriculo ™. O tecido miocardico foi incluido em parafina, seccionado em
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cortes histolégicos de 4 pm e corado em lamina com solucao de hematoxilina-eosina.
O tamanho do infarto foi mensurado com auxilio de microscépio LEICA DM LS
acoplado a camera de video, que envia imagens digitais a computador dotado de
programa de analise de imagens (Image Pro-plus, Media Cybernetics, Silver Spring,
Maryland, USA). Foram medidos os comprimentos epicardico e endocardico dos
segmentos infartado e nao infartado e calculada a porcentagem de comprimento

infartado em relacdo ao comprimento total do VE 7.

Analise morfoldgica e histoquimica do musculo diafragma

Para o preparo das laminas histoldgicas, as amostras de tecido muscular
foram transferidas para camara de micrétomo criostato (-20°C), onde permaneceram
por 20 a 30 minutos para estabelecimento do equilibrio térmico. Os blocos de tecido
muscular foram, entéo, fixados em suportes metélicos 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. A seguir, os cortes foram corados com hematoxilina e eosina. A avaliacao
da drea seccional das fibras musculares foi realizada em microscépio LEICA DM LS
acoplado a camera de video, que envia imagens digitais a computador dotado de
programa de analise de imagens (Image Pro-plus, Media Cybernetics, Silver Spring,
Maryland, USA). Em cada lamina, foram mensuradas as dreas seccionais transversas
de, pelo menos, 200 fibras do musculo diafragma 7.

Para a mensuracao da area de acordo com o tipo de fibra muscular, foi
utilizada a reacdo histoquimica da enzima nicotinamida adenina dinucleotidio
tetrazélio reductase (NADH-TR), que indica a presenca e o grau de atividade
oxidativa. Esta reacdo permite separar as fibras em até trés tipos: as oxidativas, que
apresentam reacdo intensa, as glicoliticas, que mostram reacdo fraca, e as
oxidativas/glicoliticas, que apresentam reacdo moderada. Devida a dificuldade na
classificacao das fibras oxidativas/glicoliticas, estas foram excluidas da analise. A area
seccional das fibras foi avaliada utilizando a técnica de Pearse modificada por
Dubowitz & Brooke "®. Para cada animal, foram analisados oito campos contendo, em

média, total de 100 a 200 fibras.
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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 soédio (SDS-PAGE).
Fragmentos congelados do diafragma (80 a 100 mg) foram homogeneizados em
Polytron, sob imersao em gelo, com solucdo de extracdo de proteina contendo
tampao fosfato de potassio 50 mM (pH= 7,0), sacarose 0,3 M, ditiotreitol (DTT) 0,5
mM,  d4cido  etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM  (pH=  8,0),
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 0,3 mM, fluoreto de sddio (NaF) 10 mM e inibidor
de protease (diluicao final 1:100). Em seguida, as amostras foram centrifugadas para
remocdo do material insoltivel e o sobrenadante foi coletado. Aliquota foi utilizada
para quantificacdo de proteina total pelo método de Bradford. Para corrida
eletroforética, parte do sobrenadante foi diluida a concentracao final de 1 ug/uL em
tampdo contendo glicerol 65% (vol(vol), 2- mercaptoetanol 2,5% (vol(vol), SDS
1,15% (peso/vol) e Tris-HCl 0,45% (pH= 6,8). Dez microlitros dos extratos diluidos,
contendo 150 ug de proteina, foram submetidos a eletroforese em gel de SDS-PAGE
em gradiente (7-10%) com gel de empacotamento a 4% por 13 h a 275 V 7,
Posteriormente, os géis foram corados por Coomassie Blue e as isoformas das cadeias
pesadas da miosina foram identificadas de acordo com a massa molecular e suas

M Foi utilizado

porcentagens relativas foram quantificadas por densitometria
marcador de peso molecular Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA); como padrao, foi utilizado extrato de musculo séleo

de animal controle.

Analise da expressao génica por RT-PCR em tempo real

A analise da expressao génica dos fatores de regulacdo miogénica (MyoD,
miogenina e MRF4) e do gene constitutivo B-actina foi realizada por reacdo em cadeia

da polimerase em tempo real apés transcricdo reversa (RT-PCR).
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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 para
tubo de 1,5 mL e incubado por 5 min a temperatura ambiente para permitir
completa dissociacdo dos complexos ntcleo-protéicos. Apds adicdo de 0,2 mL de
cloroférmio por mL de TRIzol utilizado, as amostras foram homogeneizadas e
incubadas 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 apés
a centrifugacao do material foi separada e precipitada por meio de incubagdao com
0,5 mL de isopropanol (por mL de TRIzol utilizado inicialmente) 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 foi lavado com 1 mL de etanol 75% (por mL
de TRIzol utilizado inicialmente) 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
solucdo 0,01% de DEPC (dietilpirocarbonato) e incubado a 60°C, por 10 min, para
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 diluicdto do RNA (70). Foi também determinada, por
espectrofotometria, a razdo entre 260 e 280 nm, que fornece estimativa da

qualidade do processo de extracao.

Gel analitico de agarose para RNA

Para analisar a integridade do RNA, foi realizada eletroforese (1 pL da
solucdo contendo o RNA total, 1 uL de carregador Orange e 8 L 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 80 mV.
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Transcrigao reversa (RT) do RNA

A RT do RNA foi realizada utilizando-se os componentes do High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems). Mistura contendo 2
ug de RNA total, 2 uL de 10X RT Buffer, 0,8 uL de 25X dNTP Mix 100 mM, 2 ulL de
10X RT Random Primers, 1 uL de MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50U/uL) e 1
uL de RNase Inhibitor, com volume total ajustado para 20 uL de H,O Nuclease-Free,
foi incubada por 10 min a 25°C, 120 mina 37°C e 5 s a 85°C. A seguir, a mistura da

reacdo foi colocada no gelo e estocada a -80°C.

Reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real

Aliquotas de 2,5 uL de cada amostra de cDNA foram adicionadas a
mistura contendo 10 pL 2X TaqMan ° Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
e 1 uL de ensaio customizado (20X) contendo primers “sense” e “anti-sense” e sonda
Tagman (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) especificos para cada gene. Foi
adicionada agua tratada com DEPC para se obter volume final de 20 pL. As reagoes
foram realizadas em triplicatas para cada gene alvo e para o gene constitutivo no
Sistema Real Time PCR StepOne® (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), 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-
extensdo (60°C por 1 min). Para cada amostra, foi plotado gréfico de amplificacao
mostrando um aumento do reporter dye fluorescente (Rn) em cada ciclo da PCR. A
partir desse grafico, foi determinado o ciclo no qual a reacdo 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, USA), a partir de sequéncias publicadas no GenBank (www.pubmed.com). Os
ensaios (primer e sonda) foram adquiridos diretamente do fabricante (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) e estdo apresentados na tabela 1. A quantificacao
relativa de cada gene, normalizada pela referéncia endégena (B-actina), foi realizada

pelo método 244",
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Dosagem da concentracao sérica do fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) e da Interleucina-6 (IL-6)

A concentracio sérica de TNF-a foi mensurada utilizando-se o kit ELISA
TNF-a ultra-sensivel para ratos (Biosource International) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Em resumo, o anticorpo especifico para TNF-a. em ratos foi
aliquotado em microplaca. As amostras (100 pL) foram adicionadas em duplicata a
placa, incubadas por 3 h e, entdo, lavadas. A seguir, 100 pL de anti-TNF-a biotinilado
foram adicionados, incubados por 45 min e lavados. Cem microlitros de solucao
conjugada de estreptavidina-HRP (horseradish peroxidase) foram adicionados,
novamente incubados por 45 min e lavados. Finalmente, 100 uL de cromdégeno
estavel foram colocados e incubados no escuro por 15 min. A reacao foi interrompida
com solugédo de interrupgcdo ou com HCl. Apds 2 h, as amostras foram analisadas a
450 nm em leitor de placa de ELISA. As curvas-padrao foram efetuadas utilizando-se
solucdo padrao fornecida pelo fabricante. A sensibilidade do kit é de < 0,7 pg/mL e a
abrangéncia é de 2,3 a 150 pg/mL.

A concentracéo sérica de IL-6 foi mensurada utilizando-se o kit ELISA IL-
6 ultra-sensivel para ratos (Biosource International) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Em resumo, 50 pL de tampao de diluicdo e 50 pL das amostras de soro
foram adicionados a placa em duplicata, incubados por 2 h em temperatura ambiente
e, entdo, lavados quatro vezes. A seguir, 100 uL de anti-IL-6 biotinilado foram
adicionados, incubados por 1 h em temperatura ambiente e lavados quatro vezes.
Cem microlitros de solucdo conjugada estreptavidina-HRP (horseradish peroxidase)
foram adicionados, novamente incubados por 30 min em temperatura ambiente e
lavados. Finalmente, 100 pL de cromoégeno estavel foram colocados e incubados no
escuro por 30 min. A reacéo foi interrompida com 100 pL de solucgao de interrupgao.
As amostras foram analisadas a 450 nm em leitor de placas ELISA. A curva-padrao foi
efetuada utilizando-se solucdo padrao fornecida pelo fabricante. A sensibilidade é de

< 7 pg/mL e a abrangéncia de 31,2 a 2000 pg/mL.
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Analise estatistica

Os resultados estdo apresentados em média e desvio padrdo. A
comparacao entre os trés grupos foi realizada pelo método de andlise de variancia
(ANOVA), complementada com o teste de comparacdes multiplas de Tukey. A
comparacdo do tamanho do infarto foi realizada pelo teste t de Student para
amostras independentes. Para avaliar a associacdo entre as varidveis, foi utilizado o

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

A presenca de insuficiéncia cardiaca foi caracterizada no momento da
eutandsia pela verificacdo de sinais clinico e andtomo-patolégicos compativeis com o
diagnéstico de insuficiéncia cardiaca. No grupo IM/IC+, foi verificada a seguinte
frequéncia desses sinais: taquipnéia em sete animais, derrame pleural e pericardico
em nove, trombos em atrio esquerdo em seis e ascite em dois; como referido
anteriormente, todos os ratos tiveram hipertrofia do ventriculo direito e congestao
pulmonar. Nos grupos IM/IC- e Sham nenhum rato apresentou quaisquer dos sinais
de insuficiéncia cardiaca.

As variaveis corporais dos animais estdo expostas na tabela 2. O peso
corporal foi semelhante entre os trés grupos de animais. O peso do VE, em valores
absolutos ou normalizados pelo peso corporal, foi maior nos grupos IM quando
comparados ao Sham; ndo houve diferenca entre os grupos IM/IC- e IM/IC+. O peso
do ventriculo direito e dos 4trios, em valores absolutos ou normalizados pelo peso
corporal, foram maiores nos grupos IM/IC- e IM/IC+ que no Sham e maior no IM/IC+
que no grupo IM(IC-. O peso do pulmao e a relacdo peso do pulmao/peso corporal
foram maiores no grupo IM/IC+ que nos demais grupos e nao diferiram entre os
grupos Sham e IM/IC-.

O tamanho do infarto, avaliado em cortes histoldgicos, foi semelhante

entre os grupos infartados (IM/IC- 39,5 + 6,9 %; IM/IC+ 40,8 + 12,5 %; p= 0,79).

Avaliacdo ecocardiografica

Para certificar que os dois grupos de ratos infartados tinham disfuncao
ventricular no final do periodo experimental, foram avaliadas as estruturas cardiacas
e a funcdo do ventriculo esquerdo por ecocardiograma transtoracico. Na tabela 3
estdo apresentados as varidveis estruturais avaliadas. O didmetro diastélico do VE,
em valores absolutos ou normalizados pelo peso corporal, e o diametro do atrio
esquerdo foram maiores nos grupos IM/IC- e IM/IC+ em relacdo ao Sham e maiores

nos ratos IM/IC+ que nos IM/IC-. O diametro sistélico do VE nao diferiu entre os
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grupos IM, porém foi maior nesses grupos que no Sham. A espessura diastélica da
parede posterior do VE foi maior no grupo IM/IC+ em comparacdo ao grupo Sham.
Os valores do didmetro da aorta nao diferiram entre os grupos. As relagdes diametro
do atrio esquerdo/diametro da aorta e diametro do atrio esquerdo/peso corporal
foram maiores no grupo IM/IC+ que nos outros dois grupos; estas variaveis foram
estatisticamente semelhantes entre o grupo IM/IC- e o Sham.

Os resultados da avaliacao funcional do VE estao expostos na tabela 4. A
frequéncia cardiaca foi semelhante entre os trés grupos. A porcentagem de
encurtamento endocardico e a velocidade de encurtamento da parede posterior do VE
foram menores no grupos IM/IC+ e IM/IC- em relacdo ao Sham e menores no IM/IC+
que no IM/IC-. A onda E mitral e a relacdo E/A foram maiores no grupo IM/IC+
quando comparado aos outros dois grupos, os quais apresentaram comportamento
semelhante para estas variaveis. Os valores da onda A mitral foram menores no
grupo IM/IC+ que nos outros grupos e nao diferiram entre Sham e IM/IC-. O tempo
de desaceleracdo da onda E mitral foi menor no grupo IM/IC+ quando comparado ao
outros dois grupos e foi maior no grupo IM/IC- em relacdo ao Sham. O tempo de

relaxamento isovolumétrico do VE nao diferiu entre os trés grupos.

Analise morfoldgica e histoquimica do musculo diafragma

A avaliacao da morfologia geral do musculo diafragma foi realizada em
laminas histolégicas coradas com hematoxilina e eosina (figura 1). Nos trés grupos,
as fibras musculares apresentaram morfologia normal. As dreas seccionais das fibras
musculares nao foram estatisticamente diferentes entre os grupos (Sham 1.354 =
170; IM/IC- 1.522 = 397; IM/IC+ 1.477 = 241 um?% p= 0,53; figura 2). A
diferenciacdo das fibras de acordo com a atividade metabdlica foi realizada em
laminas coradas pela reacdo histoquimica de NADH-TR (figura 3). Nao verificamos
diferenca entre os grupos para as areas das fibras oxidativas ou glicoliticas (fibras
oxidativas: Sham 1.032 + 158, IM/IC- 1.005 + 72, IM/IC+ 1.030 + 180 um? p =
0,958; fibras glicoliticas: Sham 2.859 = 524; IM(/IC- 3.173 = 631; IM/IC+ 2.786 *
547 um?; p = 0,482; figura 4).

RESULTADOS 26



Avaliacao por eletroforese das isoformas das cadeias pesadas da

miosina

Foram detectadas quatro isoformas de cadeias pesadas de miosina no
musculo diafragma: I, ITb, IId e IIa. A porcentagem da isoforma I, em relacéo ao total
das cadeias pesadas de miosina, foi maior no grupo IM/IC+ em comparacdo ao IM/IC-
; ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os dois grupos infartados e
0 Sham (Sham 24,2 + 6,8; IM/IC- 22,9 * 2,6; IM/IC+ 33,1 + 11,2 %; p=0,04). A
porcentagem da isoforma IIb foi menor no grupo IM/IC+ quando comparado ao
Sham; o grupo IM/IC- néo diferiu dos demais grupos (Sham 22,9 + 8,3; IM/IC- 20,9 *
9,9; IM/IC+ 11,5 = 6,4 %; p=0,03). A porcentagem da isoforma Ila foi semelhante
entre os grupos (Sham 36,7 + 8,3; IM/IC- 34,1 + 10,7; IM/IC+ 40,7 * 6,7 %; p=0,34).
Houve tendéncia para a porcentagem da isoforma IId ser maior no grupo IM/IC-
(Sham 13,3 = 7,2; IM/IC- 22,2 + 7,1; IM/IC+ 14,6 * 7,3 %; p=0,074; figura 5). Para
avaliar se a composicdo das isoformas das MyHCs esta relacionada a gravidade da
insuficiéncia cardiaca, calculamos a correlacdo de Pearson entre o didmetro do atrio
esquerdo normalizado pelo peso corporal e as diferentes isoformas das MyHCs. O
diametro do atrio esquerdo normalizado pelo peso corporal foi diretamente
correlacionado com a porcentagem de isoforma I (p= 0,005) e inversamente

correlacionado com a porcentagem de isoforma IIb (p= 0,02) das MyHCs (figura 6).

Analise dos expressao génica dos fatores de regulacao miogénica

por RT-PCR em tempo real

A expressdo génica dos fatores de regulacdo miogénica miogenina (Sham
1,00 = 0,35; IM/IC- 1,14 * 0,81; IM/IC+ 1,50 * 1,12 unidades arbitrarias; p= 0,423;
figura 7), MyoD (Sham 1,00 = 0,57; IM/IC- 1,11 + 1,07; IM/IC+ 0,71 + 0,45 unidades
arbitrarias; p= 0,492; figura 8) e MRF4 (Sham 1,00 = 0,33; IM/IC- 1,37 + 0,84;
IM/IC+ 1,00 = 0,57 unidades arbitrarias; p= 0,335; figura 9) foi semelhante entre os

trés grupos experimentais.
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Concentracgao sérica de citocinas

A concentracdo sérica de TNF-a (Sham 1,22 + 0,35; IM/IC- 1,99 + 0,74,
IM/IC+ 2,07 + 1,06 pg/mL; p= 0,019; figura 10) e IL-6 (Sham 16,50 + 8,83; IM/IC-
25,14 + 13,56; IM/IC+ 43,15 +9,42 pg/mL; p= 0,02; figura 12) foi maior nos animais
do grupo IM/IC+ quando comparado ao grupo Sham. Nao houve diferenca
significante entre IM/IC- e os outros grupos. A concentracdo sérica de TNF-o foi
diretamente correlacionada com a porcentagem de isoforma I das cadeias pesadas de

miosina (p= 0,03; figura 11).
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Tabela 1. Genes

analisados por RT-PCR em tempo real

Genes N°. Acesso Ensaio
MyoD NM_176079 Rn00598571_m1
Miogenina NM_ 017115 Rn00567418 _m1
MRF4 NM_013172 Rn00565920 m1
B-actina NM_031144.2 Rn00667869_m1

N° Acesso: nimero de acesso as seqiliéncias publicadas no GenBank

Ensaio: codigo do ensaio pré-otimizado pela Applied Biosystems
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Tabela 2. Variaveis anatémicas dos animais

Sham

IM/IC-

IM/IC+

Variaveis (n=10) (n=10) (n=10) Valor de p
PC (9) 461 + 40 495 + 38 463 + 36 0,092
VE (9) 0,764 £0,072 0,897 +0,090* 0,881 +0,080* <0,001
VD (g) 0,202 £0,015 0,248 +0,030* 0,483 + 0,054*# <0,001
Atrios (g) 0,090 £0,016 0,131 +0,026* 0,288 + 0,055*# <0,001
VE/PC (mg/g) 1,723+0,012 1,830+0,136* 1,856 +0,174* <0,001
VD/PC (mg/g) 0,441 +0,039 0,501 +0,055* 1,045 + 0,109*# <0,001
Atrios/PC (mg/g) 0,197 £0,040 0,266 +0,052* 0,625 + 0,132*# <0,001
Pulméo (g) 1,879 £ 0,251 1,968 £ 0,190 3,464 * 0,364*# <0,001
Pulmé&o/PC (mg/g) 4,082 0,447 3,979+£0,286 7,528 +1,041*# <0,001

IM/IC-: grupo infarto do miocardio sem insuficiéncia cardiaca; IM/IC+: grupo infarto do miocardio com
insuficiéncia cardiaca; n: niumero de animais; PC: peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD:
ventriculo direito. Dados expressos em média * desvio padréo; *: estatisticamente diferente do grupo
Sham; #: estatisticamente diferente do grupo IM/IC-; ANOVA e Tukey.
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Tabela 3. Andlise ecocardiografica das varidveis estruturais do coracdo

Variaveis Srlam IM_/IC' |M1|C+ Valor de p
(n=10) (n=10) (n=10)

DDVE (mm) 8,44 +0,41 10,88 +0,99* 12,02 +£0,53*# < 0,001
DDVE/PC (mm/kg) 17,71 £1,22 21,02 £1,813* 25,51 + 1,96*# < 0,001
DSVE (mm) 4,41 +0,32 8,48 +1,32* 10,1 +£0,51* < 0,001
EDPP (mm) 1,47 £0,07 1,58 +£0,13 1,73 +£0,19* <0,001
AO (mm) 41%0,2 4,0+0,2 4,0+0,2 0,131

AE (mm) 6,0x04 6,7 £0,7* 8,8 £ 0,9*# < 0,001
AE/AO 1,45 +0,10 1,72 +0,21 2,20 £ 0,22*# < 0,001
AE/PC (mm/kg) 12,47 £0,92 13,11 £1,53 18,68 £ 2,10*# < 0,001

IM/IC-: grupo infarto do miocardio sem insuficiéncia cardiaca; IM/IC+: grupo infarto do miocérdio com
insuficiéncia cardiaca; n: nimero de animais; DDVE e DSVE: diametros diastolico e sistélico do ventriculo
esquerdo (VE); PC: peso corporal; EDPP: espessura diastdlica da parede posterior do VE; AO: diametro da
aorta; AE: diametro do atrio esquerdo. Dados expressos em média + desvio padréo; *: estatisticamente
diferente do grupo Sham; #: estatisticamente diferente do grupo IM/IC-; ANOVA e Tukey.
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Tabela 4. Avaliacao funcional do ventriculo esquerdo por ecocardiograma

Variaveis Srlam IM_“C_ |M1|C+ Valor de p
(n=10) (n=10) (n=10)
FC (bpm) 279 £10 274 + 39 260 + 32 0,348
AD (%) 47,825 22,4 +6,6* 16,3 + 3,5%# < 0,001
VEPP (mm/s) 37825 28,3 £ 6,6* 22,1 £ 3,5*# < 0,001
Onda E 66,9 +3,9 66,1 +9,7 89,5 + 15,1*# < 0,001
Onda A 428 +7,2 49,3+12,8 23,4 £18,1*# < 0,001
E/A 1,60 + 0,26 1,42 +0,37 4,96 + 1,90*# 0,002
TDE (ms) 453+4.4 52,0 £6,7* 32,7 £55*# < 0,001
TRIV (ms) 28,2+45 33,9+35 29,7+7,3 0,063

IM/IC-: grupo infarto do miocardio sem insuficiéncia cardiaca; IM/IC+: grupo infarto do miocardio com
insuficiéncia cardiaca; n: nimero de animais; FC: freqiéncia cardiaca; AD: encurtamento endocardico;
VEPP: velocidade de encurtamento da parede posterior do VE; E/A: raz&@o entre picos de velocidade de
fluxo de enchimento inicial (onda E) e da contracao atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de
desaceleracéo da onda E mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico do VE. Dados expressos em
média *+ desvio padrao; *: estatisticamente diferente do grupo Sham; #: estatisticamente diferente do grupo

IM/IC-; ANOVA e Tukey.
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Figura 1. Fotomicrografia de laminas histolégicas do musculo diafragma coradas por
hematoxilina-eosina. A: Grupo Sham; B: Grupo IM/IC- (grupo de animais
infartados sem insuficiéncia cardiaca); C: Grupo IM/IC+ (grupo de animais
infartados com insuficiéncia cardiaca); F: fibra muscular; setas indicam

matriz extracelular.
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Figura 2. Andlise morfométrica do musculo diafragma. IM/IC-: grupo de animais
infartados sem insuficiéncia cardiaca; IM/IC+: grupo de animais infartados
com insuficiéncia cardiaca; dados expressos em média = desvio padrao;

ANOVA.
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Figura 3. Fotomicrografia do musculo diafragma submetidos a reacdo de NADH-TR.
As fibras musculares foram classificadas em oxidativas (0), glicoliticas (G)
e oxidativas/glicoliticas (OG). A: Grupo Sham; B: Grupo IM/IC- (grupo de
animais infartados sem insuficiéncia cardiaca); C: Grupo IM/IC+ (grupo de

animais infartados com insuficiéncia cardiaca).
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Figura 4. Andlise morfométrica do musculo diafragma submetidos a reacdo de
NADH-TR; IM/IC-: grupo de animais infartados sem insuficiéncia cardiaca;
IM/IC+: grupo de animais infartados com insuficiéncia cardiaca; dados

expressos em média + desvio padrao; ANOVA.
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Figura 5. Distribuicdo das isoformas das cadeias pesadas de miosina (MyHC) no
musculo diafragma analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE. A quantidade de cada isoforma de MyHC estd expressa em
relacdo a quantidade total de MyHC; IM/IC-: grupo de animais infartados
sem insuficiéncia cardiaca; IM/IC+: grupo de animais infartados com
insuficiéncia cardiaca; dados expressos em média + desvio padrao; *:

p<0,05 vs. Sham; #: p<0,05 vs. IM/IC-; ANOVA e Tukey.
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Figura 6. Diagrama de dispersédo entre o diametro do 4trio esquerdo normalizado
pelo peso corporal (AE/PC) e as porcentagens das isoformas da cadeia
pesada da miosina Ib (MyHC Ib), em A, e IIb (MyHC IIb), em B; IM/IC-:
grupo de animais infartados sem insuficiéncia cardiaca; IM/IC+: grupo de

animais infartados com insuficiéncia cardiaca; correlacdo de Pearson.
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Figura 7. Expressdo génica do fator de regulacdo miogénica miogenina, avaliada por
RT-PCR em tempo real; IM/IC-: grupo de animais infartados sem
insuficiéncia cardiaca; IM/IC+: grupo de animais infartados com
insuficiéncia cardiaca; dados expressos em unidades arbitrarias; média =

desvio padrao; ANOVA.
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Figura 8. Expressdo génica do fator de regulacao miogénica MyoD, avaliada por RT-
PCR em tempo real; IM/IC-: grupo de animais infartados sem insuficiéncia
cardiaca; IM/IC+: grupo de animais infartados com insuficiéncia cardiaca;

dados expressos em unidades arbitrdrias; média + desvio padrdao; ANOVA.
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Figura 9. Expressdo génica do fator de regulacdo miogénica MRF4 por RT-PCR em
tempo real; IM/IC-: grupo de animais infartados sem insuficiéncia cardiaca;
IM/IC+: grupo de animais infartados com insuficiéncia cardiaca; dados

expressos em unidades arbitrarias; média + desvio padrdo; ANOVA.
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Figura 10.Concentracédo sérica de TNF-o, mensurada por ELISA; IM/IC-: grupo de
animais infartados sem insuficiéncia cardiaca; IM{IC+: grupo de animais
infartados com insuficiéncia cardiaca; dados expressos em média + desvio

padrao; *: p<0,05 vs. Sham; ANOVA e Tukey.
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Figura 11.Diagrama de dispersdo entre a concentracdo sérica de TNF-a e a
porcentagem da isoforma da cadeia pesada da miosina I (MyHC D); IM/IC-:
grupo de animais infartados sem insuficiéncia cardiaca; IM/IC+: grupo de

animais infartados com insuficiéncia cardiaca; correlacdo de Pearson.
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Figura 12.Concentracdo sérica de IL-6, mensurada por ELISA; IM/IC-: grupo de
animais infartados sem insuficiéncia cardiaca; IM{IC+: grupo de animais
infartados com insuficiéncia cardiaca; dados expressos em média + desvio

padrao; *: p<0,05 vs. Sham; ANOVA e Tukey.
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Neste estudo avaliamos, pela primeira vez na literatura, a expressao
génica dos fatores de regulacao miogénica, a composicao das cadeias pesadas de
miosina e o trofismo do musculo diafragma de ratos infartados nas fases de
disfuncao ventricular esquerda e de insuficiéncia cardiaca.

A insuficiéncia cardiaca foi induzida por infarto do miocdrdio
decorrente de ligadura da artéria corondria esquerda. O modelo experimental de
infarto é muito utilizado porque é pratico, de baixo custo, mimetiza causas
frequentes de insuficiéncia cardiaca em humanos, a isquemia e o infarto, e apresenta
boa reprodutibilidade dos resultados quando comparados aos estudos clinicos
subsequentes %', Além disso, cursa com desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca
esquerda de lenta evolucado, de modo semelhante ao que comumente se observa em
casos de insuficiéncia cardiaca em humanos.

O diagnéstico de insuficiéncia cardiaca foi realizado pela observacao de
sinais clinicos e anatomo-patoldgicos avaliados in vivo, taquipnéia, e post mortem,
ascite, derrame pleuropericdrdico, trombos em atrio esquerdo, hipertrofia do
ventriculo direito e congestdo pulmonar. De acordo com estudos realizados em ratos
espontaneamente hipertensos com insuficiéncia cardiaca, a hipertrofia do ventriculo
direito, definida como a relagao peso do ventriculo direito/peso corporal maior que
0,8 mg/g, é a melhor variavel para selecionar animais com insuficiéncia cardiaca ****.
Considera-se que a hipertrofia ventricular direita é decorrente de hipertensao
pulmonar resultante de aumento da pressdo de enchimento do atrio esquerdo *°.
Mais recentemente, foi observado que o peso dos pulmdes, em valores absolutos ou
normalizados pelo peso corporal, também constitui bom indice preditor de
insuficiéncia cardiaca em ratos.®’. Utilizando esse indice, considera-se que ratos
encontram-se em insuficiéncia cardiaca quando o peso dos pulmédes é maior que a
soma da média e dois desvios padrdo dos valores obtidos no grupo controle ®. Em
nosso estudo, todos os animais do grupo IM/IC+ tiveram hipertrofia do ventriculo
direito e congestao pulmonar. Outros achados andtomo-patolégicos de insuficiéncia
cardiaca tiveram frequéncia varidvel no grupo IM/IC+ entre 20 e 90 %. O tamanho
do infarto normalmente é tido como preditor de insuficiéncia cardiaca. Entretanto,

em ratos, este fator, isoladamente, ndo é determinante para o aparecimento da
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sindrome *. Em nosso estudo, ambos os grupos infartados apresentaram tamanho de
infarto semelhante.

Para caracterizar a disfuncdo ventricular no grupo sem insuficiéncia
cardiaca, foram avaliadas a estrutura cardiaca e a funcdo ventricular por
ecocardiograma transtordcico. Os resultados mostraram que o grupo IM/IC-
apresentou dilatacdo das camaras cardiacas esquerdas acompanhadas de disfuncao
sistélica e diastdlica do ventriculo esquerdo, quando comparado ao grupo Sham. O
comprometimento do coracao causado pelo infarto do miocdrdio foi maior no grupo
IM/IC+ que no IM/IC-. Este fato pode ser evidenciado pela maior dilatacdo das
camaras esquerdas no grupo IM/IC+ que no IM/IC-, como o didmetro diastdlico do
ventriculo esquerdo, em valores absolutos ou normalizados pelo peso corporal, e o
diametro do 4trio esquerdo, isolado ou normalizado pelo diametro da aorta ou peso
corporal. Similarmente, os indices de funcao sistdlica porcentagem de encurtamento
endocardico e velocidade de encurtamento da parede posterior do ventriculo
esquerdo foram menores em ambos os grupos infartados e menores ainda no grupo
com insuficiéncia cardiaca. Também os indices de funcao diastélica apresentaram-se
mais alterados no grupo IM/IC+ que no grupo IM/IC-. E importante ressaltar que o
aumento significante da relacdo E/A e a reducdo do tempo de desaceleracdo da onda
E mitral indicam grau mais grave de disfuncao diastdlica no grupo IM/IC+.

A relacdo entre o diametro do atrio esquerdo e o peso corporal (AE/PC)
é facilmente mensuravel em ratos infartados e é considerada um bom indice para
avaliar as propriedades sistélicas e diastolicas do ventriculo esquerdo *°. Em ratos
com infarto do miocardio, a dilatacdo do atrio esquerdo foi altamente correlacionada
com a velocidade de encurtamento da parede posterior do ventriculo esquerdo e com
a pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo *°. Assim, neste estudo, a relacao
AE(PC foi utilizada como marcador de gravidade da disfuncdo ventricular para
correlagdes com as isoformas das cadeias pesadas de miosina.

O musculo diafragma foi selecionado como representante da
musculatura respiratéria porque é o mais importante musculo inspiratério nos
mamiferos e um dos musculos respiratérios mais acometidos na insuficiéncia
cardiaca *"*?. Neste estudo, ndao observamos alteracdes morfolégicas das fibras

musculares do diafragma sob microscopia éptica. Da mesma forma, nao observamos
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alteracdo do trofismo do diafragma entre os trés grupos. A reacao histoquimica de
NADH-TR permitiu analisar a drea seccional das fibras de acordo com o tipo de
metabolismo, se preferencialmente oxidativo ou glicolitico. O trofismo muscular foi
semelhante entre os grupos tanto para as fibras oxidativas como para as glicoliticas.
Nossos dados sdo concordantes com os de Lopes et al. **, que avaliaram o musculo
diafragma de ratos com insuficiéncia cardiaca direita induzida por monocrotalina.
Também em humanos com insuficiéncia cardiaca grave, cuja biopsia diafragmatica foi
obtida durante cirurgia para transplante cardiaco, nao foi observada atrofia das
fibras musculares, quando comparado com pacientes submetidos a toracotomia para
revascularizacdo miocardica ou ablacdo de vias elétricas **. Por outro lado, atrofia das
fibras diafragmaticas foi observada em ratos com insuficiéncia cardiaca aguda
induzida por interleucina-6 ® e em porcos Yucatan com insuficiéncia cardiaca
induzida por taquicardia supraventricular *>. Estudos experimentais sugerem que a
ativacdo de citocinas pro-inflamatérias na insuficiéncia cardiaca tais como o TNF-a
pode levar a atrofia de musculos esqueléticos por meio de ativacao da via NF-xB >**.
Entretanto, durante a insuficiéncia cardiaca, o musculo diafragma habitualmente
opera em situacdo de aumento de carga de trabalho, uma vez que suas fibras se
contraem para expandir pulmoes congestos. Assim, é provavel que a acdo destas duas
forgas antagonicas tenha contribuido para a preservacdo do trofismo muscular neste
estudo.

Neste trabalho, observamos que o grupo IM/IC+ apresentou aumento da
porcentagem da isoforma I em relacdo ao grupo IM/IC- e reducdo na proporcao da
isoforma IIb das cadeias pesadas de miosina quando comparado ao Sham. Alteragoes

da composicdo das cadeias pesadas de miosina durante a insuficiéncia cardiaca tém

44,86 42,45,87

sido frequentemente encontradas em estudos clinicos e experimentais
Acredita-se que modificacdes das isoformas das cadeias pesadas de miosina
contribuam para a disfuncdo diafragmatica frequentemente observada na
insuficiéncia cardiaca *>*°. A alteracdo na composicao das cadeias pesadas das MyHCs
observada neste estudo estd de acordo com aquelas relatadas por outros autores em
diferentes modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca *>*****>. Como referido
anteriormente, a composicdo das MyHCs do musculo diafragma altera-se em sentido

inverso aquele habitualmente encontrado na musculatura periférica '*?%2>8%%° Tem
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sido sugerido que a alteracdo das fibras do diafragma para fendtipo mais lento é
devida a sobrecarga de trabalho a que este musculo esta submetido na insuficiéncia

cardiaca 3°4b**

. O grupo IM/IC- apresentou padriao de composicao das MyHCs
estatisticamente semelhante tanto ao grupo Sham como ao IM/IC+. Entretanto, foi
interessante observar que a isoforma I das MyHCs correlacionou-se positivamente e a
isoforma IIb negativamente com a varidvel AE/PC, sugerindo que as alteracoes das
MyHCs podem estar relacionadas ao grau de disfuncédo ventricular. Estes dados estao
de acordo com os resultados de Spangenburg et al. °* sugerindo que a alteracao das
MyHCs ¢ diretamente proporcional a gravidade da insuficiéncia cardiaca.

Apesar de existirem fortes evidéncias de alteracdes na expressiao dos
fatores de regulacdo miogénica em musculos esqueléticos durante a insuficiéncia
cardiaca ***>°2 nossa hipétese de que a expressdo génica dos fatores de regulacao
miogénica pudesse modular a composicdo das isoformas das cadeias pesadas de
miosina no diafragma de ratos com insuficiéncia cardiaca cronica ndo se confirmou.

A miogenina encontra-se frequentemente associada a expressdo de
enzimas oxidativas e parece ter papel fundamental na caracterizagcdo do metabolismo
muscular #4739 Além disso, estd envolvida no processo de ativacdo de células
satélites e formacao de miotubos *°. Neste trabalho, apesar da mudanca do musculo
diafragma para padrao mais lento, ndo observamos alteracdo da expressao génica da

l. °2 observaram, no musculo séleo de ratos

miogenina. Por outro lado, Martinez et a
com insuficiéncia cardiaca, atrofia e reducado da expressdo protéica da miogenina na
auséncia de alteracdes da composicdo das MyHCs. No presente estudo, como nao
avaliamos a expressdo protéica da miogenina, ndo podemos descartar sua
participacdo nas alteracdes da composicdo das MyHCs.

O MRF4 é predominantemente expresso em fibras lentas, oxidativas, e
parece desempenhar papel importante na regulacdo do trofismo muscular °¢. Em
estudos experimentais, a reducdo da expressdao de mRNA para MRF4 foi associada a
atrofia da musculatura esquelética '*°’. Em nosso estudo, o musculo diafragma
apresentou trofismo preservado e expressdo génica inalterada para o MRF4.

Situagdes em que ha proliferacao de células satélites sdo, habitualmente,

caracterizadas por aumento da expressdo da MyoD **°>?%. Em animais adultos, a

ativacdo de células satélites geralmente esta associada a ocorréncia de lesdo e
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regeneracao muscular *°. Assim, a auséncia de altera¢des morfolégicas no diafragma
poderia justificar a preservacdo da expressdo génica de MyoD nos ratos infartados.
Entretanto, como jd referido, o aumento da concentracéo sérica de TNF-a pode levar
a diminuicdo da expressao da MyoD por meio de ativacdo da via NF-«xB e degradacao
da proteina IkB °3°*190192  De fato, Carvalho et al. '® observaram reducdo da
expressao génica da MyoD nos musculos séleo e extensor longo dos dedos de ratos
com insuficiéncia cardiaca direita induzida por monocrotalina. Neste mesmo modelo
experimental, o mRNA para a MyoD foi também reduzido no musculo diafragma *°.
Além disso, a MyoD esta relacionada a expressdo das isoformas rdpidas das MyHCs
474851103 Assim, neste estudo, como a concentracio sérica de TNF-a foi aumentada e
as isoformas rapidas das MyHCs diminuidas no grupo IM/IC+, esperavamos reducao
da expressdo da MyoD nestes animais. E importante salientar que alteracées pos-
translacionais dos fatores de regulacdo miogénica podem estar presentes na
insuficiéncia cardiaca e terem papel na alteracdo da composicdao das MyHCs. Assim,
estudos adicionais sdo necessdrios para avaliar a expressdo protéica dos fatores de
regulacdo miogénica no diafragma durante a insuficiéncia cardiaca.

Em nosso estudo, os animais com insuficiéncia cardiaca apresentaram
concentracgoes séricas significativamente elevadas de TNF-o e interleucina-6 em
relacdo ao grupo Sham. O grupo IM/IC- apresentou valores intermedidrios para estas
variaveis e ndo diferiu estatisticamente dos grupos IM/IC+ e Sham. O aumento de
citocinas proé-inflamatorias circulantes na insuficiéncia cardiaca foi bem demonstrado

1. 52

no trabalho pioneiro de Levine et al. >* e posteriormente confirmado em estudos

clinicos ?*1°* e experimentais ©'°°. No presente estudo mostramos, pela primeira vez,
que a concentracdo sérica de TNF-o esta relacionada com a composicao das MyHCs do
musculo diafragma na insuficiéncia cardiaca. A porcentagem da isoforma I foi
diretamente correlacionada com a concentracdo sérica de TNF-a. Embora nio
tenhamos identificado estudos avaliando a relacdo entre TNF-a. e MyHCs na
insuficiéncia cardiaca, trabalhos em outros modelos experimentais sugerem o

potencial papel do TNF-o em modular a composicdo das MyHCs no diafragma. Por

101

exemplo, o aumento da concentracdo sérica de TNF-o, por manipulacdo génica '°* ou

106

administracdo exdgena '°%'%) reduz a sintese de proteinas miofibrilares ea

101,107

geracdo de forca pelo diafragma Além disso, a delecdo do TNF-a em
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camundongos com distrofia muscular promove alteracdo no perfil das MyHCs e
aumento na forca de contracdo do diafragma ' Finalmente, terapia com laser pode
diminuir a concentracdo de TNF-o e melhorar a forca contratil do diafragma '%2. Em
relacdo a interleucina-6, ndo esta definido se esta citocina estd envolvida nas
alteracdes da musculatura ou se seu aumento reflete apenas um epifenémeno na

sindrome da insuficiéncia cardiaca.

Em concluséo, a expressado génica dos fatores de regulacao miogénica nao
parece modular a composicdo das cadeias pesadas de miosina do musculo diafragma
na insuficiéncia cardiaca cronica induzida por infarto do miocdrdio. As alteragdes das
isoformas das cadeias pesadas de miosina do musculo diafragma sao relacionadas ao

grau de disfuncao ventricular e a concentracéo sérica de TNF-o.
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