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1. INTRODUCAO



A insuficiéncia cardiaca crénica constitui um problema clinico de
grande importéancia devido a gravidade de suas manifestacées 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 1,5 a 2% da
populacao total e 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 internacgao
hospitalar, considerando-se todas as internacdes do Sistema Unico de Saude 3.

A insuficiéncia cardiaca cronica caracteriza-se por reduzida
tolerancia aos exercicios fisicos com ocorréncia precoce de fadiga e dispnéia. Os
mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis pelo desenvolvimento desses sintomas
em pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica vém sendo estudados nas ultimas
décadas *. Inicialmente, considerava-se que a reducdo da capacidade para
exercicios com a ocorréncia precoce de sintomas era causada por diminuicdo da
capacidade funcional do coracdo e pulmao, pobre perfusao tecidual causada por
reducdo do débito cardiaco e/ou disfuncio endotelial e inatividade fisica. A
suposicdo inicial de que a capacidade para exercicios pudesse relacionar-se
diretamente com a funcdo ventricular nio se confirmou, tendo sido observada
pobre correlacdo entre varidveis hemodinamicas e tolerancia ao exercicio em
doentes com insuficiéncia cardiaca °.

Mais recentemente, como foram observadas diversas alteracdes em
musculos esqueléticos periféricos durante a insuficiéncia cardiaca, foi sugerido
que anormalidades intrinsicas da musculatura esquelética também pudessem ter
papel importante na determinacdo da capacidade para exercicios fisicos **. Assim,
o conjunto das alteracées musculares que ocorrem em doentes com faléncia
cardiaca foi denominado de miopatia associada a insuficiéncia cardiaca °.

Alteracoes metabdlicas envolvendo enzimas oxidativas e lipoliticas
foram descritas em biopsias de miusculos esqueléticos de doentes com
insuficiéncia cardiaca e foram relacionadas a reducdo da tolerancia aos exercicios
fisicos '>'*. Diminuicdo da capacidade de desenvolver forca por unidade de area

muscular foi observada em pacientes com insuficiéncia cardiaca avancada e

caquexia '?, indicando piora da funcdo contratil nesses doentes. Em estudos
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experimentais com insuficiéncia cardiaca cronica, foram confirmadas as
anormalidades da fosforilacdo oxidativa na musculatura periférica ** e a reducao
da capacidade muscular para desenvolver forca '**°.

Além das alteracées metabdlicas e funcionais, foram descritas
importantes anormalidades estruturais e bioquimicas na musculatura esquelética
de doentes com insuficiéncia cardiaca. Atrofia de musculos esqueléticos foi
observada em 68% dos pacientes com insuficiéncia cardiaca cronica ¢,
principalmente na musculatura dos membros inferiores '*. Alteracdo na densidade
capilar com reducédo da relacao capilar:fibra muscular foi observada em musculos
de ratos com insuficiéncia cardiaca '’; entretanto; esse fator ndo parece ser
importante na limitacdo aos exercicios fisicos em humanos '®. Fibrose * e
aumento da atividade de metaloproteases foram descritos em estudos

20, Também foram observadas alteracées na composicdao das

experimentais
cadeias pesadas das moléculas de miosinas e no padrdo das fibras musculares
esqueléticas, com aumento das fibras tipo II, rdpidas, e reducao das fibras tipo I,
lentas .

Embora o mecanismo fisiopatoldgico responsavel pelas alteracdes
musculares esqueléticas seja ainda desconhecido, algumas causas tém sido
responsabilizadas pelo desenvolvimento da miopatia. Entre elas destacam-se:
inatividade fisica; anormalidades neuroendocrinolégicas como resisténcia ao
hormonio do crescimento, reducdo dos niveis séricos de IGF-1 (insulin like growth
factor-1) e aumento das concentragdes séricas de catecolaminas, angiotensina II e
cortisol ?**; ativacdo inflamatdria, caracterizada principalmente pelo aumento
dos niveis do fator de necrose tumoral-o (TNF-o) e da interleucina-6 3% e
aumento da producéo de radicais livres >*2.

Entre as alteracdes da musculatura esquelética acima referidas, as
mais intrigantes, e frequientemente observadas em trabalhos clinicos 2>%¢**3> e
experimentais ?>?*%*°) sdo a atrofia muscular e a alteracdo na composicao das
cadeias pesadas das moléculas de miosinas.

O sarcomero ¢ a unidade contratil fundamental da fibra muscular e

é constituido por proteinas estruturais e contrateis. Entre as proteinas

contrateis, destaca-se a miosina, hexamero formado por duas cadeias pesadas de
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miosina (MyHC) e quatro cadeias leves de miosina. A cadeia pesada da miosina
apresenta uma porc¢do globular com atividade ATPésica. De acordo com a
composicdo das isoformas das MyHC, as fibras musculares podem ser definidas
como rapidas ou lentas. Os musculos esqueléticos de ratos adultos expressam
uma isoforma lenta e trés isoformas rdpidas de MyHC *°. A isoforma lenta ¢
denominada MyHC I, que corresponde a isoforma cardiaca MyHC B *'. As trés
isoformas rdpidas sdo MyHC Ila, MyHC IId e MyHC IIb *2. Em alguns estudos, a
MyHC IId também tem sido referida como MyHC IIx ****. As fibras determinadas
histoquimicamente como tipo I expressam MyHC I e as fibras radpidas IIA, IID e
IIB expressam MyHC IIa, MyHC IId e MyHC IIb, respectivamente *. A maioria das
fibras normalmente expressa apenas uma isoforma de MyHC e sdo denominadas
fibras puras. Entretanto, sob condi¢bes normais, também é possivel encontrar
fibras hibridas, que co-expressam duas isoformas de MyHC. Por exemplo, fibras
contendo MyHC I e MyHC IIa sdo classificadas como fibras tipo IC (em que ha
predominancia de MyHC I) ou tipo IIC (em que ha predominancia de MyHC Ila),
fibras que expressam MyHC IIa e MyHC IId sdo do tipo IIAD e aquelas que contém
MyHC IId e MyHC IIb sado do tipo IIDB *¢. Os musculos estriados sdo constituidos
por diferentes tipos de fibras e suas caracteristicas morfolégicas, metabélicas e
funcionais podem apresentar variacdes na dependéncia de estimulos como
hipdxia, estimulacdo elétrica, imobilizacdo e exercicio fisico *°.

Na insuficiéncia cardiaca cronica, a atrofia das fibras musculares e a
mudanca na composicdo das miosinas, com aumento das isoformas II e reducao
das isoformas I, estdo relacionadas a gravidade da doenca *”*’ e a alteracdo das
miosinas pode ocorrer independentemente de variagées no nivel de atividade
fisica **. Interessantemente, em nosso laboratério verificamos que a alteracdo do
fendtipo muscular caracterizada por diminuicdo da frequéncia de fibras do tipo I
e de MyHC I e aumento de fibras do tipo IIa e de MyHC Ila esta presente durante
a insuficiéncia cardiaca e, também, na fase de hipertrofia ventricular compensada
que antecede o desenvolvimento da faléncia cardiaca. Atrofia muscular foi
verificada apenas durante a insuficiéncia cardiaca *®. Esse estudo sugere que as

alteracoes da musculatura esquelética sdo mediadas por fatores bioquimicos e/ou
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neurohormonais associados ao quadro de injuria do coracdo e ndo estdo
diretamente relacionadas a presenca de insuficiéncia cardiaca.

As causas responsaveis pela atrofia das fibras musculares e pelas
alteracdes das isoformas da MyHC na insuficiéncia cardiaca ainda nao estdo
definidas. Tem sido descrito que ativagdo de citocinas inflamatodrias,
principalmente TNF-a e interleucina-6, reducao da sintese protéica e/ou aumento
do catabolismo muscular, diminuicdo da atividade neuromuscular e ocorréncia de
apoptose podem estar envolvidos nessas alteragdes **. Do mesmo modo, nédo sao
conhecidos os mecanismos moleculares e as vias sinalizadoras que controlam o
trofismo muscular e a expressdo génica das MyHC nos musculos esqueléticos
durante a insuficiéncia cardiaca. H4 substancial evidéncia que os fatores de
regulacdo miogénica (MRF) MyoD, miogenina, Myf5 e MRF4 atuem como
importantes reguladores da expressao de proteinas musculares *°2. Os MRF sao
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 miogenina
é expressa em maior quantidade que a MyoD em musculos lentos, enquanto o
oposto ocorre em musculos rapidos *’. A reducdo da expressio do MRF4 estd
associada a diminuicdo do trofismo muscular >*. A MyoD ¢ associada a expressao
das isoformas da miosina tipo IIX e IIB. Além disso, encontra-se aumentada em
situacoes de ativacdo e proliferacdo de células satélites, que sdo precursoras dos
midcitos e responsdveis pela regeneracdo dos musculos esqueléticos °°°*%>.
Alteracdes na expressio dos fatores de regulacdo miogénica podem estar
diretamente envolvidas no controle da expressdo génica das fibras em resposta a
estimulos externos como hipotiroidismo e anomalias da inervacdo do musculo
esquelético **°7. Atualmente, tem sido muito estudado o papel do TNF-a na
miogénese e na modulacdo da expressdo génica da miogenina e da MyoD na
musculatura esquelética °**°.

Em nosso laboratério, observamos alteracdo da expressdo génica dos
fatores de regulacdo miogénica na musculatura esquelética periférica e no
diafragma de ratos com insuficiéncia cardiaca induzida por hipertensao

pulmonar. Nos musculos periféricos, foi verificada reducao dos niveis de mRNA
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para MyoD e MRF4 com atrofia e preservacdo das MyHCs. No diafragma, a
alteracdo da expressao protéica das MyHCs foi acompanhada por reducdo da
expressio do RNAm para MyoD *°. Entretanto, como esse modelo experimental
cursa com insuficiéncia cardiaca direita e de desenvolvimento rédpido, ndo se sabe
se esses achados sdo vélidos para modelo experimental de insuficiéncia cardiaca
esquerda cronica, semelhante a que se observa comumente em humanos.

Nesse trabalho, testamos a hipétese que a ocorréncia de atrofia
muscular e de modificacdo na composicdo das miosinas da musculatura
esquelética de ratos com insuficiéncia cardiaca crénica sdo acompanhadas por

alteracdes na expressdo génica dos fatores de regulacao miogeénica.
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2. OBJETIVO



O objetivo deste estudo foi avaliar o trofismo, a composicdao das
cadeias pesadas de miosina e a expressao dos fatores de regulacdo miogénica no
musculo esquelético de ratos com disfuncdo ventricular, sem insuficiéncia
cardiaca e com insuficiéncia cardiaca cronica. Como o TNF e a IL-6 estdo
aumentados na insuficiéncia cardiaca e associados a alteracdes musculares,

analisamos também suas concentracdes séricas.
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3. MATERIAL E METODOS



O estudo foi realizado no Laboratério Experimental do
Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, e
no Laboratério de Biologia do Musculo Estriado do Departamento de Morfologia
do Instituto de Biociéncias de Botucatu, UNESP. O protocolo foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de

Medicina de Botucatu, protocolo niimero 505.

Inducao de infarto do miocardio

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal entre 200
e 250 g, provenientes do Biotério do Laboratério Experimental do Departamento
de Clinica Médica da Faculdade de Medicina, Universidade Estadual Paulista,
UNESP. Os animais foram 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. Os ratos foram alimentados com racdo comercial Purina e
agua ad libitum.

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

€ Em resumo, os ratos foram

previamente descrito em nosso laboratério
anestesiados com cloridrato de cetamina (60 mg/kg) e submetidos a toracotomia
lateral esquerda. Apés exteriorizacdo do coracdo, o atrio esquerdo foi afastado e a
artéria corondria esquerda ligada com fio mono-nylon 5.0 entre a saida da artéria
pulmonar e o atrio esquerdo. A seguir, o coracdo foi recolocado no térax, os
pulmdes inflados com pressdo positiva e o térax fechado por sutura com fio de
algoddo 10. Os animais pertencentes ao grupo controle foram submetidos ao
mesmo procedimento cirurgico, porém sem a ligacdo da artéria corondria. Apds o
procedimento cirirgico, foram constituidos dois grupos de animais: ratos controle
(Sham) e ratos com infarto do miocardio (IM).

Ao final do periodo experimental, de seis meses, os ratos foram
avaliados clinicamente para a deteccdo de taquipnéia/dispnéia. No momento da
eutanasia, foram avaliados os seguintes sinais anatomo-patoldgicos de

insuficiéncia cardiaca: ascite, congestdao hepdtica, derrame pleuropericardico,

trombo em atrio esquerdo e hipertrofia do ventriculo direito (relagdo peso do
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ventriculo direito/peso corporal maior que 0,8 mg/kg) ¢*%. Apds a eutanasia, os
ratos com infarto do miocdrdio foram subdivididos em dois grupos: 1) grupo
infarto do miocardio com insuficiéncia cardiaca (IM/IC+), constituido pelos
animais que apresentaram dois ou mais sinais clinico e/ou anatomo-patolégicos
de insuficiéncia cardiaca, e 2) grupo infarto do miocardio sem insuficiéncia
cardiaca (IM/IC-), constituido pelos animais que ndo apresentaram nenhum dos
sinais clinico efou anatomo-patoldgicos de insuficiéncia cardiaca. Os ratos que
apresentaram apenas um sinal clinico ou anatomo-patolégico de insuficiéncia

cardiaca foram excluidos do trabalho.

Avaliacao Estrutural e Funcional do Coracao pelo Ecocardiograma

Para certificar que os dois grupos de ratos infartados tinham
disfuncdo ventricular ao final do periodo experimental, foram avaliadas a
estrutura e a funcdo cardiaca por ecocardiograma transtoracico. Foi utilizado
equipamento da Philips (HDI 5000) dotado de transdutor eletrénico
multifrequiencial operando em 12 MHz.

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de cetamina (50
mg/kg) e cloridrato de «xilidino (1 mg/kg), por via intraperitoneal. Apds
tricotomia da regido anterior do térax, os animais foram posicionados em
decubito lateral esquerdo para realizacdo do exame. As varidveis morfoldgicas e
funcionais do coragdo foram obtidas de acordo com a metodologia previamente
descrita em nosso laboratoério %8, Posteriormente, as estruturas cardiacas foram
medidas manualmente, em cinco ciclos cardiacos consecutivos, de acordo com as
recomendacdes da American Society of Echocardiography ¢, validadas no modelo
de ratos infartados ™.

O diametro diastdlico do ventriculo esquerdo (DDVE), a espessura
diastdlica da parede posterior (EDPP) e a espessura diastdlica do septo
interventricular (EDSIV) foram mensurados no momento do ciclo cardiaco
correspondente ao didmetro maximo da cavidade. O diametro sistélico do
ventriculo esquerdo (DSVE) foi obtido no momento em que a cavidade

apresentava o didmetro minimo. Foram mensurados também os didmetros do
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atrio esquerdo (AE) e da aorta (AO). A funcéo sistdlica do VE foi avaliada pelo
célculo da porcentagem de encurtamento endocardico (AD = (DDVE-DSVE)/DDVE
x 100) e pela velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP). O fluxo
diastdlico transmitral foi obtido com o transdutor colocado na posicao apical
quatro camaras, permitindo as medidas da onda E (E), onda A (A) e do tempo de
desaceleracdo da onda E (TDE). O tempo entre o final da ejecdo e o inicio do
enchimento diastélico ventricular, correspondente ao tempo de relaxamento
isovolumétrico (TRIV), foi também mensurado. A frequéncia cardiaca (FC) foi

calculada pelo intervalo de tempo entre dois batimentos consecutivos.

Eutanasia e Coleta de Tecidos para Analise

Dois dias apds a realizacdo do ecocardiograma, os animais foram
pesados, anestesiados com pentobarbital sédico (50 mg/kg) e eutanasiados por
decapitacdo. Apds coleta do sangue, o coracdo foi retirado por toracotomia
mediana. Os &trios, o ventriculo direito (VD) e o ventriculo esquerdo (VE),
incluindo o septo, foram dissecados e pesados separadamente. O sangue foi
centrifugado a 4 °C; amostras do soro foram separadas e armazenadas a -80 °C
até o momento das dosagens de TNF-a e interleucina-6.

A seguir, foram dissecados os musculos séleos dos membros pélvicos
direito e esquerdo. O tecido epitelial do membro pélvico foi removido e o musculo
gastrocnémio  rebatido, possibilitando a retirada do musculo séleo.
Imediatamente apdés a disseccdo, as amostras musculares foram pesadas,
congeladas em nitrogénio liquido e conservadas a -80 °C.

Fragmentos de pulmao, figado e ventriculo direito foram colhidos
para calcular a relacdo peso umido/peso seco e avaliar o grau de edema nos

tecidos.

Analise Histoldgica do Coracao

Amostras anelares do VE foram fixadas em soluciao de formol

a 10% por periodo de 48 horas, de acordo com o método previamente descrito .
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Para calculo do tamanho do infarto, foi realizado corte do VE na distancia de 5 a
6 mm do dpice. Os valores obtidos nesta regido correspondem a média dos
valores obtidos em cortes de todo o coracdo "> Os cortes histolégicos foram
corados em lamina com hematoxilina e eosina e examinados em microscépio Leica
DM LS acoplado a camera de video, que envia imagens digitais a computador
dotado do programa Image Pro-plus (Media Cybernetics, Silver Spring, Maryland,
USA). O tamanho do infarto foi determinado pela razdo entre a soma dos
comprimentos epicardico e endocdrdico do segmento infartado e a soma das

73

circunferéncias epicdrdica e endocdrdica totais . O valor foi expresso em

porcentagem do VE.

Analise Histoldgica da Musculatura Esquelética

Para o preparo das laminas histoldgicas, as amostras de tecido
foram transferidas para camara de micrétomo criostato (-20°C), onde
permaneceram por 20 a 30 min para estabelecimento do equilibrio térmico. Os
blocos de tecido muscular foram, entéo, fixados em suportes metdlicos do cristato
(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. Os cortes foram corados pelo método hematoxilina e eosina e
pela técnica de ATPase miofibrilar (pré-incubacdo em pH 4,32), conforme
previamente descrito ™. A coloracdo hematoxilina e eosina foi utilizada para
avaliacdo da morfologia geral dos musculos. A técnica ATPase miofibrilar permite
mensurar, separadamente, as fibras do tipo II, de contracdo rdpida, e as fibras do
tipo I, de contracdo lenta. A drea seccional das fibras musculares foi avaliada em
sistema de andlise por imagem computadorizada utilizando a técnica de Pearse
modificada por Dubowitz . Para cada animal, foram medidos, em média, 15
campos, totalizando 150 a 200 fibras. Nesses campos, foi avaliada também a

frequéncia de cada tipo de fibra.
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Analise do mRNA dos Fatores de Regulacdo Miogénica por RT-PCR Semi-

quantitativo

A andlise da expressdao génica dos fatores de regulacdo
miogénica MyoD, miogenina e MRF4 e do gene constitutivo ciclofilina foi realizada
por reacdo em cadeia de polimerase apds transcricdo reversa (RT-PCR) semi-

quantitativa de acordo com a técnica previamente descrita em nosso laboratério

76,77

Extracao de RNA com TRizol

O fragmento muscular congelado foi homogeneizado em Polytron
com TRIzol (1 mL de TRIzol/50-100 mg de tecido). A solucdo foi coletada,
transferida para tubo e incubada por 5 min a temperatura ambiente para
permitir completa dissociacdo dos complexos nticleo-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. O material foi
centrifugado a 12.000 g por 15 min a 4°C. Para a precipitacdo do RNA, a fase
aquosa formada apéds a centrifugacdo do material foi separada e precipitada por
intermédio de incubacdo 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 formado
foi lavado com 1 mL de etanol 75% (por mL de TRIzol utilizado), centrifugado a
7.500 g por 5 min a 4°C, e secado por 10 min a temperatura ambiente. A seguir,
foi ressuspenso em solucdo 0,01% de DEPC (dietilpirocarbonato) e incubado em
banho-maria 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 diluicdo 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 extracao.
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Gel Analitico de Agarose para RNA

Para analisar a integridade do RNA, foi realizada eletroforese
em gel de agarose (1%), em tampao TAE (Tris 45 mM, 4cido bérico 45 mM, EDTA
1 mM), a voltagem de 60 V por 20 min. Foi aplicado 1 pL da solucdo contendo o
RNA total acrescido de 1 uL de corante Orange e 8 L de dgua tratada com DEPC.

Transcri¢do Reversa (RT) do RNA

A transcricio reversa do RNA de cada amostra foi realizada
utilizando-se os componentes do Kit SuperScript First-Strand Synthesis System
for RT-PCR (Invitrogen, Brasil). A solucdo contendo 1 pg de RNA total, 1 uL de
dNTP mix (nucleotideos) 10 mM e 1 uL de Random Hexamers (50 ng/uL), com
volume total ajustado para 10 uL de 4gua tratada com DEPC
(dietilpirocarbonato), foi incubada por 5 min a 65 °C. A seguir, foram adicionados
9 uL de solucdo contendo 2 pL de tampdo para transcricdo reversa 10x (Tris-HCl
200 mM, KCl 500 mM), 4 uL de MgCl, 25 mM, 2 uL de ditiotreitol (DTT) 0,1 Me
1 pL de inibidor de RNAse recombinante RNAseOUT™ (40 unidades/uL). Apds leve
agitacdo e incubacdo a 25 °C por 2 min, foi adicionado a reacdo 1 pL da enzima
SuperScript™ II RT (50 unidades/uL) e a mistura foi incubada por 10 min a 25
°C, 50 min a 42 °C e 15 min a 70 °C. A seguir, foi adicionado 1 pL de RNAse H e a
reacdo foi incubada por 20 min a 37 °C. Para verificar a eficiéncia da reacdo de
RT, o Kit fornece um RNA controle transcrito a partir do gene da cloranfenicol
acetiltransferase (controle positivo da RT), de 891 pares de bases (pb), e primers
controle A e B. Esses primers, na reacdo de RT-PCR, geram a partir do RNA
controle, um produto de 500 pb. Para comprovar a auséncia de DNA gendmico
residual nas amostras de RNA submetidas a reacdo de RT, uma amostra de RNA
(controle negativo da RT) foi submetida a reacdo de RT acima descrita com a
substituicdo da enzima SuperScript™ II RT por 1 uL de dgua tratada com DEPC.
O produto de reacao foi utilizado em todas as PCR e a auséncia de DNA gendmico

residual foi confirmada pela auséncia de produtos de amplificacéo.
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Validagdo da RT-PCR Semi-quantitativa

Para quantificar comparativamente a expressao dos genes alvo, a RT-
PCR semi-quantitativa foi validada. Amostras de RNA total provenientes de
animais controle foram utilizadas, para que a RT-PCR semi-quantitativa fosse
validada para o grau de expressio semelhante ao das amostras a serem
posteriormente quantificadas. A RT-PCR semi-quantitativa para fatores de
regulacdo miogénica foi validada amplificando-se o gene alvo e o gene

constitutivo ciclofina simultaneamente (duplex, figura 1).

Primers

Os oligonucleotideos utilizados como iniciadores (primers) para a
reacdo de PCR do produto de RT do RNA total extraido foram para os genes alvo
MyoD, miogenina e MRF4 e para o gene constitutivo ciclofilina. Os primers
utilizados para a reacdo de PCR, do produto da RT do RNA controle, foram os
primers controle A e B, fornecidos pelo kit. As sequiéncias das bases nitrogenadas
dos oligonucletideos iniciadores para os genes alvo e para a ciclofilina estdo

descritas na tabela 1.

PCR

Para a reacdo de PCR, aliquotas de 1,5 pl da reacdo de RT
foram adicionadas a 23,5 ul de uma mistura contendo 17,3 puL de dgua tratada
com DEPC, 2,5 uL de tampao para PCR 10X, 0,5 pL de dNTPs 10 mM, 1 uL de
MgCl, 50mM, 0,5 uL de primer sense para gene alvo (10 uM), 0,5 pL de primer
antisense para o gene alvo (10 uM), 0,5 pL de primer sense para gene constitutivo
(10 uM), 0,5 puL de primer antisense para o gene constitutivo (10 uM) e 0,2 uL de
Taq polimerase por amostra. Essa mistura foi, entdo, aquecida a 94°C por 2 min
para desnaturacdo das moléculas de cDNA. Posteriormente, foram realizados 32

ciclos de desnaturacdo (94°C; 1 min), anelamento (60,3°C para MyoD e MRF4 e
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58,9°C para miogenina; 1 min) e extensao (72°C; 1 min), seguido de um ciclo de
extensdo a 72°C por 10 min.

Apos a termociclagem, as amostras foram submetidas a eletroforese
em gel de agarose 1%, com tampao TAE, a 80 V por 25 min. O gel foi corado com
brometo de etidio e fotografado sob luz ultra-violeta. As bandas foram
quantificadas por densitometria. Para a deteccdo de diferencas relativas na
integridade das amostras de RNA individuais, foi realizada a normalizacdo da
quantidade do produto da reacdo do transcrito do gene alvo para a quantidade

de produto da reacdo do transcrito do gene ciclofilina.

Avaliacao das Isoformas das Cadeias Pesadas da Miosina por Eletroforese

A analise das isoformas das cadeias pesadas de miosina foi realizada
por eletroforese em gel de poliacrilamida dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE).
Fragmentos congelados de musculo séleo (80 a 100 mg) foram homogeneizados
em Polytron, sob imersdao em gelo, com solucdo de extracdo de proteina contendo
tampao fosfato de potdssio 50 mM (pH 7,0), sacarose 0,3 M,ditiotreitol (DTT) 0,5
mM, dacido  etilenodiaminotetracético  (EDTA) 1 mM (pH 8,0),
fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 0,3 mM, fluoreto de sdodio (NaF) 10 mM e
inibidor de protease (diluicdo final 1:100). A seguir, as amostras foram
centrifugadas a 12000 rpm, a 4°C por 20 min para remover o material insoluvel.
A aliquota do sobrenadante foi utilizada para quantificacdo de proteina total pelo
método de Bradford 7®. Para a corrida eletroforética, parte do sobrenadante foi
diluido para uma concentracao final de 1 ug/uL em tampao contendo glicerol
65% (vol(vol); 2-mercaptoetanol 2,5% (vol/vol); SDS 1,15% (peso/vol) e Tris-HCl
0,45% (pH 6,8). Porcdes dos extratos diluidos (12 uL) foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida duodecilsulfato de sédio em gradiente (7 a
10%) com gel de empacotamento a 4% por 21 h a 70 V *°. 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 porcentagens foram
quantificadas por densitometria. Como padrao, foi utilizado extrato do musculo

extensor longo dos dedos de um animal controle.
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Dosagem do Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNFo) e Interleucina-6

Circulantes

As concentracoes séricas de TNF-o foram mensurados
utilizando-se o kit ELISA TNF-a ultra-sensivel para ratos (Biosource International,
CA, EUA) de acordo com as instrucoes do fabricante. Em resumo, 100 uL das
amostras de soro (diluicdo 1:2) e os padrdes foram pipetados em duplicata na
placa e acrescidos de 50 pL de anti-TNF-a biotinilado. A placa foi incubada por 2 h
em temperatura ambiente e, a seguir, as amostras foram aspiradas e os pogos
lavados quatro vezes. Cem microlitros de solucdo conjugada de estreptavidina-
HRP (horseradish peroxidase) foram adicionados e a placa foi novamente
incubada por 30 min em temperatura ambiente. O procedimento de lavagem foi
repetido quatro vezes. Finalmente, 100 uL de cromégeno estdvel foram colocados
e as amostras incubadas no escuro por 30 min. A reacdo foi interrompida com
100 pL de solucdo de interrupgao. A leitura das amostras foi realizada a 450 nm
utilizando-se um leitor de placa de ELISA. A curva-padrao foi efetuada utilizando-
se solucdo padrao fornecida pelo fabricante. A sensibilidade do kit é de < 0,7
pg/mL e a abrangéncia de 2,3 a 150 pg/mL.

A dosagem de interleucina-6 no soro foi realizada utilizando-se o kit
ELISA IL-6 para ratos (Biosource International, CA, EUA), seguindo o
procedimento descrito pelo fabricante. Em resumo, 50 pL de tampao de diluicdo
e 50 pL das amostras de soro em duplicata foram adicionados a placa, 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 1h em temperatura
ambiente e lavados quatro vezes. Cem microlitros de solucdo conjugada de
estreptavidina-HRP (horseradish peroxidase) foram adicionados e novamente
incubados por 30 min em temperatura ambiente e lavados. Finalmente, 100 pL de
cromogeno estdvel foram colocados e incubados no escuro por 30 min. A reacéo
foi interrompida com 100 pL de solucdo de interrupcdo. As amostras foram lidas
a 450 nm utilizando-se um leitor de placa de ELISA. A curva-padrao foi efetuada
utilizando-se solu¢do padrao fornecida pelo fabricante. A sensibilidade do kit é de

< 0,8 pg/mL e a abrangéncia de 31,2 a 2000 pg/mL.
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Analise Estatistica

Os dados tiveram distribuicdo normal e estdo expressos em
média e desvio padrdo. A comparacdo entre os trés grupos foi realizada
utilizando-se andlise de varidancia (ANOVA) complementada com teste de
comparacoes multiplas de Tukey. O teste t de Student foi usado para comparar o
tamanho do infarto entre os grupos IM/IC- e IM/IC+. O grau de associacdo entre
as variaveis foi verificado pelo célculo do coeficiente de correlagdo linear de
Pearson. Para o estudo da distribuicdo de frequéncia dos tipos de fibras
musculares segundo o grupo, foi utilizado o teste de Goodman. O nivel de

significancia considerado foi de 5%.
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4. RESULTADOS



Caracterizacao dos Grupos Experimentais e Variaveis Corporais

Para caracterizar a presenca de insuficiéncia cardiaca, os sinais que
permitem o diagnoéstico de insuficiéncia cardiaca em ratos foram pesquisados in
vivo e em exame post mortem. No grupo IM/IC+ (n=11), os sinais de insuficiéncia
cardiaca estiveram presentes na seguinte frequiéncia: taquipnéia/dispnéia em sete
animais, derrame pleuropericdrdico em sete, ascite em quatro, congestdo hepdtica
em trés, trombo em atrio esquerdo em dois e hipertrofia do ventriculo direito em
todos os ratos. Nos grupos Sham (n=9) e IM(IC- (n=11), nenhum animal
apresentou quaisquer dos sinais de insuficiéncia cardiaca.

As varidveis corporais dos animais estdo expostos na tabela 2. O peso
corporal (PC) dos animais foi menor no grupo IM/IC+ em relagdo ao grupo Sham.
O peso do VE foi semelhante entre os trés grupos e a relacao VE/PC foi maior no
grupo IM/IC+ quando comparado ao grupo Sham. O peso do VD e dos 4trios e as
relacées VD/PC e datrios(PC foram maiores no grupo IM/IC+ em relacdo aos
demais grupos. Ndo houve diferenca significante entre os grupos Sham e IM/IC-
nas varidvies PC, VD, atrios, VE(PC, VD/PC e atrios/PC. As relacdes entre peso
umido e peso seco do pulmao e figado foram maiores no grupo IM/IC+ que no
Sham; no grupo IM/(IC-, as relacbes foram semelhantes as dos grupos Sham e
IM/IC+. Para VD, esta relacdo foi semelhante entre os grupos. O peso do musculo
so6leo, absoluto ou normalizado para o PC, foi semelhante entre os grupos.

A porcentagem de drea infartada do ventriculo esquerdo foi maior

no grupo IM/IC+ (41,1 * 6,3 %) que no IM/IC- (28,7 + 9,0 %; p=0,001).

Avaliagao Ecocardiografica

Os parametros estruturais cardiacos estdo apresentados na tabela 3.
Os diametros diastélico e sistdlico do ventriculo esquerdo (DDVE e DSVE,
respectivamente), o didmetro do 4trio esquerdo (AE), a relacdo entre os
diametros do 4trio esquerdo e da aorta (AE/AO) e os valores de DDVE e AE
normalizados pelo peso corporal foram significativamente maiores no grupo

IM/IC+ que nos demais grupos e também maiores no grupo IM/IC- em relagdo ao

4. RESULTADOS 21



grupo Sham. O diametro da aorta e a espessura diastdlica do septo
interventricular e da parede posterior do VE nao diferiram entre os grupos.

Os resultados da avaliacdo funcional do VE estdo expostos na tabela
4. A frequéncia cardiaca foi semelhante entre os trés grupos. A porcentagem de
encurtamento endocardico foi semelhante entre os grupos IM/IC- e IM/IC+ e
menor que no grupo Sham. A velocidade de encurtamento da parede posterior do
VE foi significativamente menor no grupo IM/IC+ que nos demais grupos e menor
também no grupo IM/IC- em relacdo ao Sham. A onda A mitral foi menor no
grupo IM/IC+ em relacdo aos outros grupos e foi maior no IM/IC-que no Sham. A
onda E mitral e a relacdo E/A foram significativamente maiores no grupo IM/IC+
em comparacdo aos outros dois grupos e nao diferiram entre IM/IC- e Sham. O
tempo de desaceleracdo da onda E mitral foi menor no grupo IM/IC+ que no
Sham e o tempo de relaxamento isovolumétrico do VE foi maior no grupo IM/IC-

que nos outros dois grupos.

Analise Histoldgica da Musculatura Esquelética

A avaliacdo morfolégica geral da musculatura esquelética foi
realizada em laminas coradas por hematoxilina e eosina (figura 2). No grupo
Sham, as fibras musculares eram normais. No grupo IM/IC-, as fibras
apresentaram variacdo de didmetro, sendo observadas no mesmo campo fibras
grandes e pequenas. Algumas fibras grandes eram arredondadas e com areas
acidéfilas em seu interior; processo de “spliting” celular foi comumente
encontrado nessas fibras. Areas focais e esparsas com necrose isolada de uma
unica fibra muscular ou de um grupo de fibras foram observadas em todos os
animais. A necrose celular foi acompanhada de infiltrado de células inflamatorias
e de dreas com fagocitose da fibra muscular. Alteracdes semelhantes as
observadas no grupo IM(IC- foram também verificadas nos animais do grupo
IM/IC+. Entretanto, em quatro dos nove ratos estudados do grupo IM/IC+, as
areas de necrose foram maiores e mais frequentes envolvendo grupamentos de
fibras musculares. Nessas regides, havia infiltrado de células inflamatodrias,

fagocitose e dreas de substituicdo celular por tecido fibroso.
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A classificacdo das fibras foi realizada em laminas coradas pela
técnica ATPase miofibrilar (figura 3). As dreas seccionais das fibras dos tipos I,
IC/IIC e IIA do musculo séleo foram menores no grupo IM/IC+ que no Sham. O
grupo IM/IC- teve comportamento intermedidrio em relacdo aos trés tipos de
fibras analisados, permanecendo semelhante a ambos os grupos, Sham e IM/IC+
(figura 4). Observamos correlacdo negativa entre as dreas das fibras dos tipos I,
IC/IIC e IIA e a variavel ecocardiogréfica AE/PC (figura 5).

A frequiéncia de fibras do tipo I, IC/IIC e IIA, em relacdo ao total de
fibras analisadas, foi semelhante entre os grupos Sham e IM/IC+. No entanto, o
grupo IM/IC- apresentou maior frequéncia de fibras IC/IIC e menor frequiéncia de

fibras IIA que os grupos Sham e IM/IC+ (figura 6).

Analise do mRNA dos Fatores de Regulacao Miogénica por RT-PCR Semi-

quantitativo

A expressdo génica da miogenina foi semelhante entre os grupos
IM/IC- e IM/IC+ e significativamente diminuida em relacdo a expressao do grupo
Sham (figura 7A). Houve tendéncia para o aumento da expressio de MyoD no
grupo IM/IC+ (p=0,078; figura 7B). A expressdo do MRF4 foi semelhante entre os
grupos (figura 7C). A expressdo da miogenina e do MRF4 foi correlacionada
negativamente com a varidvel AE/PC; ndo houve correlacdo entre a expressao da
MyoD e esta varidvel (figura 8). A drea seccional das fibras I e IIA foi
correlacionada positivamente com a expressio da miogenina (figura 9). Nao
houve correlacdo entre a drea das fibras IC/IIC e a expressio da miogenina
(figura 9) e entre a drea seccional dos trés tipos de fibras e a expressdo da MyoD

ou do MRF4 (dados nédo apresentados).

Avaliacao da composicao das cadeias pesadas de miosina (MyHC)

Foram detectadas as isoformas I e IIa de MyHC no musculo séleo de
todos os animais. A porcentagem da isoforma IIa em relacdo ao total das cadeias

pesadas de miosina ndo diferiu entre os grupos (Sham 19,75 + 7,66 %; IM/IC-
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18,25 + 6,45 %; IM/IC+ 19,44 + 8,62 %; p>0,05; figura 10). Ndo encontramos
correlacao significativa entre a porcentagem de MyHC Ila e os fatores de

regulacdo miogénica.

Dosagem dos niveis séricos de citocinas

Os niveis séricos do TNF-o foram significativamente maiores no
grupo IM/IC+ que no Sham (p=0,009; figura 11A). Nao houve diferenca entre o
grupo IM/IC- e os demais grupos. Os niveis circulantes de interleucina-6 foram
maiores em IM/IC+ que nos grupos Sham e IM/IC-; ndo houve diferenca entre os
grupos Sham e IM/IC- (p<0,001; figura 11B).

Como esperado, uma vez a concentracdo sérica de TNF-a e
interleucina-6 é aumentada durante a insuficiéncia cardiaca, seus valores foram
positivamente correlacionados com a variavel AE/PC (TNF-o: r=0,568, p=0,003;
interleucina-6: r=0,463, p=0,05). A area seccional das fibras dos tipos I, IC/IIC e
IIA foi negativamente correlacionada com os valores da concentracdo sérica de
TNF-a (figura 12). Nao houve correlacdo entre os valores da drea seccional dos
trés tipos de fibras e a concentracdo sérica de interleucina-6 (dados nao
apresentados).

A expressdo da miogenina foi negativamente correlacionada com a
concentracao sérica de TNF-o (figura 13); ndo houve correlagdo entre a expressao
de miogenina e a concentracdo de interleucina-6. Nao observamos correlacao
significativa entre a expressdao de MRF4 e a concentracdo sérica de TNF-a (figura
13) ou de interleucina-6. A expressao da MyoD foi positivamente correlacionada
com a concentracgdo sérica de interleucina-6 (figura 13); ndo houve correlaciao

entre a expressdo da MyoD e a concentracdo sérica de TNF-a.
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Tabela 1. Oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados na reacdo em cadeia

da polimerase (PCR)

o T . Produto da
Gene N° de acesso Seqiiéncia Posigao PCR (bp)

5- GCCTGAGCAAAGTGAACGAG 572

MyoD NM_176079.1 229
3- TCTGAGTCGCCGCTGTAGT 800

, ) 5- TGCCACAAGCCAGACTACCCACC 828

Miogenina NM_017115.2 245
3- CGGGGCACTCACTGTCTCTCAA 1072
5-AGAGGCTGCCCAAGGTGGAGATTC 471

MRF4 NM_013172.1 272
3- AAGACTGCTGGAGGCTGAAGCATC 742
5- ACGCCGCTGTCTCTTTTC 6

Ciclofilina NM_017101.1 438
3- TGCCTTCTTTCACCTTCC 443

N¢ de acesso: nimero de acesso da seqiiéncia de referéncia do gene no Gene Bank; Posicao:
localizag@o do produto da PCR na seqiéncia de referéncia; Produto da PCR: tamanho do produto
amplificado na reagdo em cadeia da polimerase, em pares de bases (bp).
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Tabela 2. Parametros corporais dos animais

Variaveis Sham IW/IC- IM/IC+ Valor de p

(n=9) (n=11) (n=11) (ANOVA)
PC (9) 542 + 75 510 £ 59 452 + 54* 0,010
VE (g) 1,022 + 0,119 1,115+ 0,213 0,988 £ 0120 0,175
VD (g) 0,278 + 0,041 0,294 £0,053 0,476 £0,107*# <0,001
Atrios (9) 0,129 + 0,031 0,162 + 0,051 0,292 £ 0,057*# <0,001
VE/PC (mg/g) 1,912 + 0,159 2,137 £ 0,225 2,210 £ 0,363* 0,043
VD/PC (mg/g) 0,513 £ 0,032 0,575 +£0,069 1,054 £0,210"# <0,001
Atrios/PC (mg/g) 0,240 £ 0,032 0,321 £0,087 0,635+ 0,141"# <0,001
VD umido/seco 4,176 + 0,147 4,080 * 0,205 4,159 + 0,098 0,344
Pulmao umido/seco 4,782 + 0,209 4,667 + 0,232 4,981 + 0,195* 0,006
Figado umido/seco 3,020 + 0,158 3,143 + 0,094 3,294 £ 0,172* <0,001
Soleo (g) 0,250 £ 0,042 0,266 +0,058 0,241 £ 0,041 0,488
Soleo/PC (mg/g) 0,461 £ 0,048 0,523 + 0,083 0,535 £ 0,081 0,078

IM/IC-: animais com infarto do miocardio e disfuncao ventricular esquerda sem insuficiéncia
cardiaca; IM/IC+: animais com infarto do miocardio, disfuncao ventricular e insuficiéncia
cardiaca; n: numero de animais; PC: peso corporal; VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo
direito. Dados expressos em média + desvio padrao. ANOVA e Tukey. * p<0,05 vs Sham; #

p<0,05 vs IM/IC-.
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Tabela 3. Andlise ecocardiografica dos parametros estruturais do coracéo.

Variaveis IM/IC- IM/IC+ Valor de p
(n=11) (n=9) (ANOVA)
DDVE (mm) 8,33 +0,58 10,41 £ 0,62* 11,49 £ 0,817# <0,001
DDVE/PC (mm/kg) 15,55 + 1,44 20,84 + 2,42* 24,61 + 2,98*# <0,001
DSVE (mm) 4,12 £ 0,45 7,65 + 0,93* 8,97 £ 1,00*# <0,001
EDPP (mm) 1,63 £ 0,08 1,60 £0,12 1,81 + 0,31 0,055
EDSIV (mm) 1,68 £ 0,08 1,63 £ 0,24 1,77 £0,29 0,368
AO (mm) 3,9+0,3 3,802 0,135
AE (mm) 71 +1,1* 9,1 +1,3"# <0,001
AE/AO 1,39 £ 0,05 1,82 £ 0,35 2,44 £ 0,43*# <0,001
AE/PC (mm/kg) 10,46 £ 1,43 14,20 + 2,66 19,45 £ 2,99%# <0,001

IM/IC-: animais com infarto do miocardio e disfuncdo ventricular esquerda sem insuficiéncia
cardiaca; IM/IC+: animais com infarto do miocardio, disfungao ventricular e insuficiéncia cardiaca;
n: numero de animais; DDVE e DSVE: di@metros diastélico e sistdlico do ventriculo esquerdo
(VE); PC: peso corporal; EDPP: espessura diastélica 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. ANOVA e Tukey. * p<0,05 vs Sham; #

p<0,05 vs IM/IC-.
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Tabela 4. Avaliacdo funcional do ventriculo esquerdo por ecocardiograma

Variaveis Sham IM/IC- IM/IC+ Valor de p

(n=9) (n=11) (n=9) (ANOVA)
FC (bpm) 276 + 32 304 + 28 310 £69 0,248
AD (%) 50,6 + 3,2 26,6 £ 6,3" 22,1 £4,9* <0,001
VEPP (mm/s) 36,5+4,4 28,9 £6,1* 22,8 £ 3,1*# <0,001
Onda E (cm/s) 73,7+£9,2 78,6 £ 18,4 116,1 £ 22,1*# (8) <0,001
Onda A (cm/s) 46,1 +8,8 75,3 £19,4* 25,0 £ 12,1*# (4) <0,001
E/A 1,63 + 0,25 1,09 + 0,38 5,48 + 2,42*# (4) <0,001
TDE (ms) 56,9 + 11,4 47,3 +253 30,4 + 10,3* (8) 0,005
TRIV (ms) 24,0+5,6 34,6 +6,4* 25,5 + 9,6# (8) 0,006

IM/IC-: animais com infarto do miocardio e disfungdo ventricular esquerda sem insuficiéncia
cardiaca; IM/IC+: animais com infarto do miocéardio, disfungao ventricular e insuficiéncia cardiaca;

n: numero de animais; FC: freqliéncia cardiaca; AD: encurtamento endocardico; VEPP:

velocidade de encurtamento da parede posterior do VE; E/A: razdo entre picos de fluxo de
enchimento inicial (onda E) e da contragéo atrial (onda A) do fluxo transmitral; TDE: tempo de
desaceleracdo da onda E mitral; TRIV: tempo de relaxamento isovolumétrico do VE; nameros
entre parénteses indicam numero de ratos nos quais a variavel péde ser mensurada. Dados

expressos em média + desvio padrao. ANOVA e Tukey. * p<0,05 vs Sham; # p<0,05 vs IM/IC-.
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Ciclofilina (438 pb)

MyoD (229 pb)

— Ciclofilina (438 pb)
—» Miogenina (245 pb)

—» Ciclofilina (438 pb)
—» MRF4 (272 pb)

Figura 1. Amplificacdo simultdnea do gene alvo e da ciclofilina (duplex).
Visualizacdo em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio.
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Figura 2. Cortes histoldgicos do musculo séleo corados com hematoxilina-eosina.
A) Grupo Sham (n=9): fibras musculares normais. B e C) Grupo IM/IC-
(n=9): presenca de fibras grandes, arredondadas e acidéfilas (*); dreas
focais e esparsas com necrose celular, acompanhada de infiltrado
inflamatodrio e fagocitose (¢). D) Grupo IM/IC+ (n=9): dreas de necrose
foram observadas mais frequentemente envolvendo grupamentos
maiores de fibras musculares (—), com infiltrado de células
inflamatorias e fagocitose.
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IIA

IIA

IIA

Figura 3. Cortes histolégicos do musculo séleo corados pela técnica de ATPase
miofibrilar (pré-incubacdo em pH #4,32). As fibras musculares foram
classificadas como tipo I, IC/IIC ou IIA. A) Grupo Sham (n=9); B) Grupo
IM/IC- (n=9): animais com infarto do miocardio e disfuncdo ventricular
esquerda sem insuficiéncia cardiaca; C) Grupo IM/IC+ (n=9): animais
com infarto do miocardio, disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca.
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Figura 4. Area seccional transversa das fibras I, IC/IIC e IIA do musculo séleo.
Sham (n=9); IM/IC- (n=9): animais com infarto do miocardio e
disfuncdo ventricular esquerda sem insuficiéncia cardiaca; IM/IC+
(n=9): animais com infarto do miocardio, disfuncao ventricular e
insuficiéncia cardiaca. Dados expressos em média = desvio padrio.
ANOVA e Tukey. *p<0,05 versus Sham.
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Figura 5. Diagrama de dispersdo entre o didmetro do 4trio esquerdo normalizado
pelo peso corporal (AE/PC) e a drea seccional das fibras I (em A), IC/IIC
(em B) e IIA (em C); correlacdo de Pearson.
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Figura 6. Distribuicdo de frequéncia das fibras I, IC/IIC e IIA do musculo séleo.
IM/IC-: animais com infarto do miocardio e disfuncdo ventricular
esquerda sem insuficiéncia cardiaca; IM/IC+: animais com infarto do
miocardio, disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca. Dados
expressos em média * desvio padrdo. Teste de Goodman. * p<0,05
versus Sham; #p<0,05 versus IM/IC-.
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Figura 7. Expressdo génica dos fatores de regulacdo miogénica (MRF) no musculo
soleo analisada por meio da reacdo em cadeia da polimerase apds
transcricdo reversa (RT-PCR). A expressio génica dos MRF foi
normalizada pela expressao do gene constitutivo ciclofilina. Sham (n=9);
IM/IC- (n=7): animais com infarto do miocardio e disfuncdo ventricular
esquerda sem insuficiéncia cardiaca; IM{IC+ (n=6): animais com infarto
do miocardio, disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca. Dados
normalizados expressos em média + desvio padrdo. ANOVA e Tukey. *
p<0,05 versus Sham.
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pelo peso corporal (AE/PC) e a expressdo dos fatores de regulacdo
miogénica miogenina (em A), MyoD (em B) e MRF4 (em C); correlacdo

de Pears

on.

4. RESULTADOS

36



] r=0651
p=0,005

4500 1 ® Sham

o IMIC-

& 4000 A
® IMIC+

wW
a
[=)
o

3000 -

Fibras I (um

2500 -

2000 -
0-

=

5000 -
r=0,3%

4500 | P=0.117

4000
3500 -
3000 -

2500 1

Fibras IC/IIC (um?)

2000
O 4

C 5000
r=0,518

=0,033
as00 { P ®

2)

m
N
o
=
o

Fibras ITA (u

0+ T T T T T 1
00 04 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4

mRNA Miogenina/Ciclofilina

Figura9. Diagrama de dispersdo entre a expressdo de miogenina e a drea
seccional das fibras I (em A), IC/IIC (em B) e IIA (em C); correlacao de
Pearson.
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Figura 10. Distribuicdo das isoformas das cadeias pesadas de miosina (MyHC) no
musculo sdleo analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
dodecilsulfato de sédio. A quantidade de cada isoforma de MyHC foi
expressa em relacdo a quantidade total de MyHC. Sham (n=9); IM/IC-
(n=9): animais com infarto do miocardio e disfuncdo ventricular
esquerda sem insuficiéncia cardiaca; IM/{IC+ (n=9): animais com infarto
do miocardio, disfuncao ventricular e insuficiéncia cardiaca. Dados
expressos em média + desvio padrdo. ANOVA.
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Figura 11. Concentracdo sérica de TNF-o (A) e interleucina-6 (B). A dosagem das
citocinas foi realizada por ELISA. Sham (n=8); IM/IC- (n=9): animais
com infarto do miocdrdio e disfuncdo ventricular esquerda sem
insuficiéncia cardiaca; IM/IC+ (n=11): animais com infarto do
miocardio, disfuncdo ventricular e insuficiéncia cardiaca. Dados
expressos em média + desvio padrdao. ANOVA e Tukey.*p<0,05 versus
Sham; #p<0,05 versus IM/IC-.

4. RESULTADOS 39



>

5000 7+~ 0,493 ® Sham
p=0,012 ® IM/IC-

4500 4
® ® IM/IC+

4000 H~

3500 ~

3000 -

Fibras 1 (},Lmz)

2500 ~

2000 A

=

50007 _ 543

4500 - p = 0,005

IS

o

o

o
1

3500

3000

Fibras IC/IIC (um®)

2500

w
¢
o
o

3000 -

Fibras ITA (},Lmz)

2500 -

2000 -

0 2 4 6 8 10 12
TNF-a (pg/mL)

Figura 12. Diagrama de dispersdo entre a concentracdo sérica de TNF-a. e a drea
seccional das fibras I (em A), IC/IIC (em B) e IIA (em C); correlacao de
Pearson.
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Figura 13. Diagrama de dispersédo entre a concentracéo de citocinas circulantes e a
expressdo dos fatores de regulacdo miogénica; correlacao de Pearson.
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Figura 14.Representacdo esquematica de hipdtese para justificar os achados deste
estudo. +: estimula; - inibe; ROS: espécies reativas de oxigénio; SRA:
sistema renina-angiotensina; NF-«B: fator nuclear kapa B.
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Nestes estudo avaliamos o trofismo muscular, a composicao das
cadeias pesadas de miosina e, pela primeira vez na literatura, a expressao dos
fatores de regulacdo miogénica no musculo esquelético de ratos com disfuncdo
ventricular, sem insuficiéncia cardiaca e com insuficiéncia cardiaca cronica.
Adicionalmente, mostramos, também pela primeira vez, que o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca é acompanhado por necrose de fibras musculares
esqueléticas.

A insuficiéncia cardiaca foi induzida por infarto do miocardio
decorrente de ligadura da artéria corondria esquerda. O modelo experimental de
infarto é muito utilizado porque é prético, de baixo custo, mimetiza causas
frequientes de insuficiéncia cardiaca em humanos, a isquemia e o infarto, e
apresenta boa reprodutibilidade dos resultados quando comparados aos estudos
clinicos subsequientes ">*°. Além disso, cursa com o desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca esquerda de lenta evolucdo, semelhantemente ao que se
observa em humanos.

O diagnéstico da insuficiéncia foi baseado na observacdo de sinais
clinico e/ou anatomo-patoldgicos avaliados in vivo, como taquipnéia/dispnéia, ou
post mortem, como ascite, derrame pleuropericdrdico, congestdo hepdtica,
trombo em atrio esquerdo e hipertrofia do ventriculo direito *-**-#2_ Como nao
hd critérios estabelecidos na literatura sobre quantos sinais devem estar
presentes para que ratos sejam considerados portadores de insuficiéncia cardiaca,
definimos como insuficientes os animais que apresentassem dois ou mais sinais
clinico e/ou andtomo-patolégicos ¢°. De acordo com estudos realizados em ratos
espontaneamente hipertensos com insuficiéncia cardiaca, a hipertrofia do
ventriculo direito, definida como a relagdo peso do ventriculo direito/peso
corporal maior que 0,8 mg/(g, pode ser o melhor parametro para selecionar
animais com insuficiéncia cardiaca **®. Considera-se que a hipertrofia
ventricular direita é decorrente de hipertensao pulmonar resultante de aumento

8 Em nosso estudo, todos os

da pressdo de enchimento do 4trio esquerdo
animais do grupo IM/IC+ tiveram hipertrofia do ventriculo direito.
Embora a varidvel peso corporal nao tenha sido utilizada para

definir os grupos, os ratos com insuficiéncia cardiaca apresentaram peso corporal
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estatisticamente menor que os grupos Sham e IM/IC-. Em humanos, a reducao do
peso corporal que acompanha o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca grave é
denominada de caquexia cardiaca e constitui importante preditor de mortalidade
8687 Em ratos, o quadro de caquexia cardiaca foi bem caracterizado no modelo de
insuficiéncia cardiaca induzida por estenose de aorta ascendente *®. Finalmente, a
relacdo peso umido/peso seco do pulmao e figado, maior no grupo IM/IC+ que no
Sham, mostra a presenca de congestdo pulmonar e sistémica nos animais com
insuficiéncia cardiaca.

Como se sabe, o tamanho do infarto do miocardio é fator
determinante para o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca pés-infarto, tanto
em humanos como em animais de experimentacdo. Assim, a maior porcentagem
de drea infartada no grupo IM/IC+ justifica o aparecimento da sindrome de
insuficiéncia cardiaca nestes animais.

Para caracterizar a presenca de disfuncdo ventricular no
grupo IM/IC-, foram avaliadas a estrutura cardiaca e a funcdo ventricular por
ecocardiograma transtoracico. Os resultados mostraram que o grupo IM/IC-
apresentou dilatacdo das camaras cardiacas esquerdas acompanhada de disfuncao
sistolica e diastélica do ventriculo esquerdo, quando comparado ao grupo Sham.
E, como esperado, o comprometimento do coracdo causado pelo infarto do
miocardio foi menor no grupo IM/IC- do que no grupo IM/IC+. Por exemplo, o
grau de dilatacdo das camaras cardiacas esquerdas, ventriculo esquerdo
(diametro diastélico do ventriculo esquerdo, absoluto ou normalizado para o
peso corporal) e 4trio esquerdo (didmetro do 4trio esquerdo, absoluto ou
normalizado para o diametro da aorta ou o peso corporal), foi maior no grupo
IM/IC+ que no grupo IM/IC-. Da mesma forma, os indices de funcéo sistélica
porcentagem de encurtamento endocdrdico e velocidade de encurtamento da
parede posterior do ventriculo esquerdo foram reduzidos nos dois grupos
infartados, porém mais intensamente no grupo IM/IC+. Em relacédo a avaliacdo da
funcao diastélica, o grupo IM/IC- foi também caracterizado por grau menos
intenso de disfuncdo que o IM/IC+, apresentando aumento dos valores da onda A
e do tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) em comparacdo ao Sham. O

grupo IM/IC+ apresentou alteracdo de todos os indices de funcdo diastdlica
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avaliados em relacdo ao grupo Sham e/ou ao IM/IC-. E importante ressaltar que,
no grupo IM/IC+, os valores normais do TRIV, juntamente com o aumento
estatisticamente significante do indice E/A e a reducdo do tempo de desaceleracao
da onda E mitral, indicam grau mais grave de disfuncédo diastélica.

A relacdo entre o didmetro do atrio esquerdo e o peso corporal
(AE/PC) é facilmente mensuravel em ratos infartados, aumenta progressivamente
com a piora da funcdo ventricular e, portanto, é considerada um bom indice para
avaliar as propriedades sistélicas e diastdlicas do ventriculo esquerdo *. Em ratos
com infarto do miocdrdio, a dilatacdo do atrio esquerdo foi altamente
correlacionada com a velocidade de encurtamento da parede posterior do
ventriculo esquerdo e com a pressdo diastdlica final do ventriculo esquerdo *°.
Assim, a relacdo AE/PC foi utilizada como marcador de gravidade da funcéo
ventricular nas correlacdes com as diversas variaveis analisadas neste estudo.

A avaliacdo da musculatura esquelética foi realizada no musculo
soleo porque estudos prévios de nosso grupo mostraram que este musculo é
sensivel as alteracdes induzidas pela insuficiéncia cardiaca aguda **>’® ou cronica
*8. Neste trabalho, ndo foi detectada alteracdo do peso do musculo séleo, absoluto
ou normalizado para o peso corporal. E provavel que o edema decorrente da
insuficiéncia cardiaca e a presenca de células inflamatodrias e de fibrose no séleo
possam ter colaborado para a manutencdo do peso do musculo. De fato, a andlise
morfoldgica, a drea seccional das fibras musculares foi reduzida nos ratos do
grupo IM(IC+. Para avaliar a drea das fibras de contracdo rdpida e lenta,
separadamente, utilizamos a técnica ATPase miofibrilar apds pré-incubacéo acida,
que cora diferentemente as fibras, de acordo com a atividade ATPdsica da
miosina. Os ratos com insuficiéncia cardiaca apresentaram reducdo da drea
seccional das fibras dos tipos I, IC/IIC e IIA quando comparados aos do Sham. O
grupo IM/IC- teve comportamento intermedidrio entre os grupos Sham e IM/IC+,
apresentando as areas das fibras musculares estatisticamente semelhantes aos
dois grupos. A correlacdo entre as dreas das fibras dos trés grupos e a varidvel
AE/PC mostra que a piora da funcdo ventricular é acompanhada por atrofia das

fibras musculares.
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Além da reducdo da drea seccional das fibras musculares,
encontramos importantes alteracdes histolégicas a microscopia 6ptica no
musculo séleo dos animais infartados. No grupo IM/IC-, as alteracbes foram
caracterizadas por dreas focais e esparsas de necrose de fibras isoladas ou de
grupamento de fibras e dreas com substituicdo das fibras em necrose por células
inflamatorias e processo de fagocitose. No grupo IM/IC+, em 50% dos animais
analisados, as dreas de necrose eram maiores, mais freqiientemente distribuidas e
acompanhadas por infiltrado inflamatoério, fagocitose e substituicao celular por
tecido fibroso. Embora apoptose venha sendo frequientemente descrita em
musculos de pacientes *° ou de animais **°° com insuficiéncia cardiaca cronica,
nao encontramos relatos sobre a presenca de necrose de midcitos em musculos
esqueléticos em situacgdes de insuficiéncia cardiaca.

Nossos resultados mostram que alteracées musculares periféricas
podem ocorrer precocemente nos animais com agressdo cardiaca, antes mesmo
do desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca. Assim, o grupo IM/IC- apresentou
alteracdo na distribuicdo dos tipos de fibras, com aumento na proporcéao de fibras
hibridas, IC/IIC, e reducdo nas proporcao de fibras rdpidas, IIa. Além disso, teve
comportamento intermerdidrio em relacdo a drea de suas fibras lentas, que
foram semelhantes aos grupos Sham e IM(IC+, e apresentou dareas focais e
esparsas de necrose de midcitos isolados.

Os mecanismos responsaveis pelas alteragdes histolégicas da
musculatura esquelética na insuficiéncia cardiaca ndo estdo definidos. Atrofia
muscular tem sido comumente observada tanto em estudos clinicos '***°* como
em trabalhos experimentais *>°%4792 Alguns fatores parecem estar envolvidos na
inducéo de atrofia muscular como reducdo da atividade fisica e neuromuscular e
ativacdo sistémica de neurohormoénios e citocinas inflamatorias que acompanha o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca **2732%3,

Foi inesperado o achado de necrose de fibras do musculo esquelético
em ambos os grupos de ratos infartados. A presenca de necrose em nosso
material vem de encontro a hipdtese de que, apés a ocorréncia de agressao
cardiaca, os mesmos fatores que agridem o miocirdio e levam ao

desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca podem também ser responsaveis por
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alteracdes da musculatura esquelética **. Em ratos com hipertensao renovascular,
observamos alteracdes miocardicas semelhantes as encontradas no musculo sdleo.
Inicialmente, verificamos necrose de midcitos cardiacos isolados e,
posteriormente, detectamos dreas maiores de necrose com substituicdo dos
midcitos por tecido fibroso »°. Entre os principais candidatos a fatores agressores
das fibras musculares, cardiacas ou periféricas, encontram-se a ativacdo sistémica
de sistemas neurohormonais e a ativacdo inflamatéria que acompanham o
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca *>*°*°¢, De fato, Dalla Libera et al.
observaram que, durante a insuficiéncia cardiaca, o bloqueio do receptor da
angiotensina II com conseqilente atenuacdo do aumento dos niveis de TNF-a
previne o desenvolvimento de atrofia, apoptose e alteracdes na distribuicao das
MyHC.

Neste estudo, ao contrario do que esperdvamos, ndo observamos
alteracdes na distribuicdo das isoformas de MyHC no musculo séleo dos animais
com insuficiéncia cardiaca. A modificacdo do padrdo das cadeias pesadas de
miosina, em direcdo ao aumento das isoformas rdpidas, tem sido observada
repetidas vezes na insuficiéncia cardiaca *%**°"%% Entretanto, outros autores
também nao detectaram alteragdes na composicdo das miosinas no musculo séleo
de animais insuficientes 3%7%%?, Além disso, a alteracdo das miosinas na
insuficiéncia cardiaca pode ndo ocorrer uniformemente em todos os musculos

37 avaliaram varios musculos de

esqueléticos. Por exemplo, Spangenburg et al.
ratos com infarto do miocdrdio e verificaram que as alteracdes na distribuicao
das isoformas de MyHC estavam presentes em musculos mistos, mas ausentes no
soleo, um musculo lento.

A avaliacio da expressio génica dos MRFs no musculo sodleo,
verificamos reducdo estatisticamente significante da expressdo génica da
miogenina em ambos os grupo IM/IC- e IM/IC+, tendéncia para aumento na
expressdo da MyoD e manutencdo da expressdao do MRF4. Foi interessante notar a
correlacdo negativa entre a expressio da miogenina ou do MRF4 e a relagdo
AE(PC, mostrando o papel da insuficiéncia cardiaca em alterar os MRFs.

O MRF4 é predominantemente expresso em fibras lentas, oxidativas,

e parece desempenhar papel importante na regulacdo do trofismo muscular. De
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fato, a reducdo dos niveis de mRNA para MRF4 foi associada a atrofia por desuso
>3, Também em modelo experimental de insuficiéncia cardiaca aguda, a
diminuicdo da expressdo génica do MRF4 foi associada a atrofia do musculo séleo
®. No presente estudo, embora as fibras do musculo séleo do grupo IM/IC+
tenham apresentado reducdo da drea seccional transversa, ndo detectamos
alteracdo na expressao génica do MRF4. Considerando que observamos correlagao
negativa entre a expressio do MRF4 e a relacdo AE/PC e que ndo avaliamos os
niveis protéicos de MRF4 no musculo, ndo é possivel descartar que este fator
participe do processo de atrofia muscular. Entretanto, outros mecanismos como
aumento da miostatina °°'%? ativacdo inflamatoria, particularmente elevacdo do
TNF-o ?°, e ativacdo do sistema ubiquitina-proteossoma '** podem estar
envolvidos na inducdo de atrofia da musculatura esquelética na insuficiéncia
cardiaca.

Neste estudo, verificamos reducdo dos niveis de mMRNA para
miogenina em ambos os grupos infartados, IM/IC- e IM/IC+. Em estudos com
diversos modelos experimentais, foi verificado que aumento do estresse oxidativo
e elevacdo do TNF-a podem levar a reducdo da miogenina *®. O TNF-a pode inibir
a expressdo de miogenina tanto por estimulo da via que leva a ativacdo do fator
nuclear-kappaB (NF-kB) como por aumento do estresse oxidativo *°.

A miogenina encontra-se freqilentemente associada a expressao de
enzimas oxidativas e parece ter papel fundamental na caracterizacdo do
metabolismo muscular %' Além disso, estd envolvida no processo de
diferenciacdo de células satélites e formacdo de miotubos °*. Apesar de nao
termos analisado parametros metabdlicos, a expressao reduzida da miogenina nos
grupos infartados e a correlacdo positiva entre miogenina e drea seccional das
fibras I sugerem que este MRF modula o metabolismo oxidativo na insuficiéncia
cardiaca. Embora com fisiopatogenia ainda ndo definida, a reducdo do
metabolismo oxidativo muscular tem sido frequentemente descrita na
insuficiéncia cardiaca 17510618,

A reducdo da miogenina foi acompanhada por necrose de fibras
musculares em ambos os grupos infartados, IM/IC- e IM/IC+, e a atrofia das

fibras no grupo IM/IC+. A diminuicdo da miogenina parece prejudicar a
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diferenciacdo miogénica que ocorre como parte do processo regenerativo do
musculo em resposta a uma agressdo, contribuindo para o desenvolvimento de
atrofia muscular *°. Neste estudo, apesar da miogenina estar reduzida em ambos
os grupos com disfuncdo ventricular, e atrofia ter sido encontrada apenas no
grupo IM/IC+, ndo podemos descartar que a reducdo da expressdao génica da
miogenina possa ter colaborado na atrofia muscular. O fato da miogenina estar
reduzida também no grupo IM/IC- sugere, mais uma vez, que as modificacdes da
musculatura esquelética estdo associadas a alteracbes de sistemas
neurohormonais efou a ativacdo inflamatdria sistémica e podem preceder o
desenvolvimento da sindrome da insuficiéncia cardiaca.

Em nosso estudo, houve tendéncia para o aumento da expressdo da
MyoD. Situacdes em que hd proliferacdo de células satélites sdo caracterizadas
por elevados niveis de MyoD. Em nosso estudo, é possivel que a necrose efou a
atrofia muscular tenham levado a ativacdo de células satélites e que a expressao
aumentada de MyoD seja um indicador de proliferacdo destas células. Sabe-se que
o TNF-a pode induzir reducdo da expressao da MyoD via ativacdo de NF-xB '%.
Como o TNF-a foi elevado no grupo IM/IC+, poderiamos esperar reducdo da
expressdo génica da MyoD nesse grupo. Assim, nossos dados sugerem que os
estimulos decorrentes de necrose efou atrofia muscular para aumentar a
expressdo génica da MyoD predominam sobre o estimulo pela via NF-xB para
reduzir sua expressdo. E possivel, ainda, que os mesmos fatores que induzem
necrose e/ou atrofia sejam responsdveis pelo aumento da expressdo da MyoD.

Os animais com insuficiéncia cardiaca apresentaram concentracdes
séricas de TNF-a e interleucina-6 significativamente elevadas em relacdo ao grupo
Sham. O grupo IM(IC- apresentou comportamento intermedidrio em relacdo aos
valores da concentracido sérica de TNF-o, sendo estatisticamente semelhante aos
grupos Sham e IM/IC+. Durante o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca,
ocorre aumento de citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a e interleucina-6 *°.
Estudos clinicos 2>*° e experimentais ?>°° verificaram niveis circulantes elevados de
TNF-o #?>% e de interleucina-6 ***associados a atrofia ou apoptose muscular.
Interessantemente, mostramos que a ativacdo inflamatéria foi acompanhada por

atrofia e necrose de fibras musculares e a concentracdo sérica de TNF-o foi
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correlacionada negativamente com a area dos trés tipos de fibras analisadas.
Embora o mecanismo de acdo das citocinas nas alteracdes musculares associadas
a insuficiéncia cardiaca ainda nao esteja esclarecido, ha evidéncias que o TNF-a
estimula o sistema das caspases *’e a via ubiquitina-proteossoma >’ e tenha papel
direto no comprometimento da musculatura esquelética. Além disso, por meio da
ativacdo da via ubiquitina-proteossoma e de aumento de espécies reativas de
oxigénio, o TNF-a. pode levar a reducdo da expressdo de miogenina *°. De fato,
observamos correlacdo negativa entre a concentracdo sérica de TNF-a e a
expressdo génica de miogenina. Por outro lado, ndo se sabe se a interleucina-6
estd envolvida nas alteracdes da musculatura ou se seu aumento reflete apenas
um epifendmeno da sindrome da insuficiéncia cardiaca cronica.

Na figura 8, esta apresentada, em diagrama, uma hipdtese para
explicar os achados de nosso trabalho. Na insuficiéncia cardiaca, hd ativacao
neurohormonal e aumento das concentracdes séricas de TNF-o e de interleucina-

6. No musculo esquelético, a ativacdo do sistema renina-angiotensina induz

96 110

apoptose °¢, reducdo da sintese protéica e aumento da degradacdo de

1 resultando em atrofia muscular. A ativacdo do sistema nervoso

proteinas
simpatico, caracterizado pelo aumento de catecolaminas, leva a necrose de fibras
musculares *'*. A necrose e o processo inflamatério levam a ativacdo de células
satélites e ao aumento da expressdo da MyoD. Por outro lado, o aumento do TNF-
a ativa o NF-xB e promove aumento das espécies reativas de oxigénio. A ativacéo
do NF-kB resulta em reducdo da expressdo da MyoD e da miogenina. As espécies
reativas de oxigénio também levam a diminuicdo da miogenina e, diretamente,
induzem atrofia muscular. A reducdo da miogenina pode prejudicar a regeneracao
de fibras musculares e, indiretamente, colaborar no desenvolvimento de atrofia.
Finalmente, o aumento da interleucina-6 estda acompanhado por atrofia muscular.
Como referido anteriormente, nossos dados sugerem que os estimulos

decorrentes de necrose e/ou atrofia muscular para aumentar a expressdo génica

da MyoD predominam sobre o estimulo pela via NF-xB para reduzir sua expressao.
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O resumo dos achados para o grupo IM(IC-, que apresenta disfuncio
ventricular sem insuficiéncia cardiaca, inclui alteracdo na distribuicdo das fibras,
necrose de fibras musculares e reducdo da expressao da miogenina, e presenca de
comportamento intermedidrio entre os grupos Sham e IM/IC+ em relacdo a
valores da drea seccional das fibras e da concentracdo sérica de TNF-a. Estes
dados sugerem que alteracdes da musculatura esquelética durante a insuficiéncia
cardiaca iniciam-se precocemente, antes do aparecimento da sindrome clinica de
insuficiéncia cardiaca.

Em conclusdo, na insuficiéncia cardiaca cronica, a alteracdo dos
fatores de regulacdo miogénica caracterizada por reducdo da expressao génica da
miogenina e tendéncia ao aumento da MyoD é acompanhada por atrofia e
necrose de fibras do musculo esquelético séleo. Alteragées musculares como
reducdo da expressdo da miogenina e necrose de fibras iniciam-se precocemente
durante o processo e podem ser observadas em ratos com disfuncdo ventricular

sem insuficiéncia cardiaca.
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/. RESUMO



A insuficiéncia cardiaca (IC) caracteriza-se por reduzida tolerancia
aos exercicios fisicos com ocorréncia precoce de fadiga e dispnéia. Recentemente
tem sido sugerido que anormalidades da musculatura esquelética podem
contribuir para a diminuicdo da capacidade fisica. Atrofia muscular e modificacao
na composicdo das cadeias pesadas das moléculas de miosinas (MyHC) tém sido
frequentemente observadas em trabalhos clinicos e experimentais. As causas das
alteracées musculares ainda nao estdo definidas. Ativacdo de citocinas
inflamatdrias, principalmente TNF-a e interleucina-6 (IL-6), pode estar envolvida
nas alteracdes. H4 evidéncias que os fatores de regulacdo miogénica (MRF)
possam participar da miopatia associada a IC, uma vez que sdo fatores
transcricionais que modulam a expressdo de proteinas especificas do musculo
incluindo as MyHCs. O objetivo deste estudo foi avaliar o trofismo, a composicao
das cadeias pesadas de miosina e a expressdo dos fatores de regulacdo miogénica
no musculo esquelético de ratos com disfuncdo ventricular, sem IC e com IC.
Como o TNF-a e a IL-6 estdo aumentados na IC e associados a alteracoes
musculares, analisamos também suas concentracdes séricas. Métodos: IC foi
induzida por infarto do miocdrdio. Seis meses apds a cirurgia, foram constituidos
trés grupos de animais: sham (n=9), IM/IC- (animais infartados sem sinais de IC,
n=11) e IM/IC+ (animais infartados com dois ou mais sinais de IC, n=11).
Estrutura e funcdo cardiacas foram avaliadas por ecocardiograma transtoracico.
A expressao dos MRF MyoD, miogenina e MRF4 foi analisada por RT-PCR no
musculo séleo. As isoformas de MyHC foram avaliadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida. Analise histoquimica com ATPase miofibrilar foi utilizada para
classificacdo dos tipos de fibras e mensuracdo da area seccional. A morfologia
geral do musculo séleo foi avaliada em cortes histolégicos corados com
hematoxilina-eosina. A concentracdo sérica de TNF-a e IL-6 foi mensurada por
ELISA. Resultados: No grupo IM/IC+, o tamanho do infarto foi maior que no
IM/IC- (p=0,001). A avaliacdo ecocardiografica mostrou que o grupo IM/IC-
apresentou dilatacdo das camaras cardiacas esquerdas acompanhada de disfuncao
sistélica e diastélica do ventriculo esquerdo, quando comparado ao Sham. O
comprometimento cardiaco pelo infarto foi maior no grupo IM/IC+ que no

IM/IC-. No grupo Sham, as fibras musculares do musculo séleo eram normais. No
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grupo IM/IC-, foram observadas fibras grandes, arredondadas e acidéfilas. Areas
focais com necrose de uma tinica fibra muscular ou de um grupo de fibras foram
observadas em todos os animais. A necrose foi acompanhada por infiltrado de
células inflamatérias e fagocitose da fibra. Essas alteracées foram também
verificadas nos animais do grupo IM/IC+; entretanto, em quatro dos nove ratos
estudados, as areas de necrose foram maiores e mais freqiientes e acompanhadas
de infiltrado inflamatério, fagocitose e areas de substituicao celular por tecido
fibroso. O grupo IM/IC+ apresentou atrofia das fibras I, IC/IIC e IIA quando
comparado ao Sham (p<0,05). A expressdo génica da miogenina foi semelhante
entre os grupos IM/IC- e IM/IC+ e significativamente diminuida em relacdo ao
Sham (p<0,05). Houve tendéncia para aumento da expressdo de MyoD no grupo
IM/IC+ (p=0,078). A expressdo do MRF4 e a distribuicdo das isoformas de MyHC
ndo diferiram entre os grupos. O grupo IM/IC+ apresentou maior concentragao
sérica de TNF-o. que o Sham (p=0,009). Os niveis circulantes de IL-6 foram
maiores em IM/IC+ que nos grupos Sham e IM/IC- (p<0,001). Houve correlacdo
negativa entre a area das fibras musculares e o didmetro do atrio esquerdo/peso
corporal. A concentracdo sérica de TNF-a correlacionou-se negativamente com a
area das fibras e com a expressdo da miogenina. Conclusdo: Na insuficiéncia
cardiaca, hd reducdo da expressdo génica da miogenina e tendéncia ao aumento
da MyoD em combinacdo com atrofia e necrose de fibras do musculo esquelético
soleo. Alteragées musculares como diminuicdo da expressio da miogenina e
necrose de fibras podem ocorrer precocemente durante o processo de

insuficiéncia cardiaca.
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8. ABSTRACT



Heart failure (HF) is characterized by exercise intolerance with early
fatigue and dyspnea. Intrinsic alterations in skeletal muscle have been suggested
to be involved in the reduced physical capacity. Muscle atrophy and changed
myosin heavy chain (MyHC) isoforms have been frequently observed in clinical
and experimental studies. The pathophysiological mechanisms responsible for
muscle changes during HF are not defined. Cytokine activation mainly TNF-a and
interleukin-6 (IL-6) may have a role in the alterations. Myogenic regulatory
factors (MRF), a family of transcriptional factors, can modulate expression of
several skeletal muscle specific proteins including MyHC and may participate in
the heart failure-associated myopathy. In this study we evaluated rat skeletal
muscle trophism, myosin heavy chain isoforms, and MRF gene expression during
HF development. As TNF-a and IL-6 are increased in HF and associated with
muscle changes, we also determined their serum levels. Methods: A coronary
ligation model was employed to induce HF. Six months after the surgical
procedure, three groups of animals were studied: Sham (n=9), infarcted rats
without HF (MI/HF-, n=11), and infarcted rats with HF (MI/HF+, n=11). Cardiac
structure and function were evaluated by transthoracic echocardiogram. Infarct
size was measured by LV histological analysis. MRF MyoD, myogenin, and MRF4,
and cyclophilin A (housekeeping gene) expression was assessed by reverse
transcription-polymerase chain reaction in the soleus skeletal muscle.
Poliacrylamide gel electrophoresis was performed to evaluate MyHC isoforms (I
and IIa). Histochemical analysis with myofibrillar ATPase was employed to analyze
muscle fiber type and cross sectional fiber area. Muscle morphology was
evaluated in hematoxilin and eosin stained sections. TNF-o. and IL-6 serum
concentrations were measured by ELISA. Results: Myocardial infarct size was
greater in MI/HF+ than MI/HF- group (p=0,001). In the echocardiographic
evaluation, the MI/HF- group presented left cardiac chambers dilation and left
ventricular systolic and diastolic dysfunction compared to the Sham group. The
cardiac alterations were more pronounced in the MI/HF+ than in the MI/HF-.
Skeletal muscle fibers were normal in the Sham group. In all the MI/HF- animals,
we observed scattered foci of fiber necrosis of one single cell or groups of fibers

accompained by inflammatory cells and areas of phagocytosis. These alterations
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were also verified in the MI/HF+ group; in four rats the areas of necrosis were
more frequent and larger and were combined with foci of increased fibrous
tissue. The MI/HF+ group presented atrophy of type I, IC/IIC, and IIA fibers when
compared to the Sham group (p<0.05). Miogenin gene expression was similar in
MI/HF- and MI/HF+ groups and lower than in the Sham (p<0.05). There was a
trend for MyoD expression to be higher in the MI/HF+ group (p=0.078). MRF4
expression and MyHC distribution were not different among the groups (p>0.05).
MI/HF+ group had a higher TNF-o. serum concentration than the Sham
(p=0.009). IL-6 serum levels were higher in MI/HF+ than in Sham and MI/HF-
groups (p<0.001). We observed a negative correlation between fiber areas and
left atrium diameter to body weight ratio. TNF-a serum concentration was
negatively correlated with both fiber area and miogenin expression. Conclusion:
Rats with heart failure present skeletal muscle atrophy and necrosis in
combination with a reduced miogenin expression and a trend for increased MyoD
expression. Muscle changes such as fibers necrosis and decreased miogenin

expression can occur early during the heart failure development.
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