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Resumo

Fundamento: Estudos recentes demonstram que a expressao de mediadores inflamatérios, como as citocinas, é um
importante fator de desenvolvimento e progressao da insuficiéncia cardiaca (IC), principalmente na presenca de
disfuncao ventricular esquerda. Essas alteracoes tém sido demonstradas tanto no plasma como no misculo cardiaco e,
mais recentemente, no misculo esquelético de ratos e pacientes com IC.

Objetivo: Investigar a producao e expressao do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e interleucina-10 (IL-10) no muasculo
séleo e extensor digital longo (EDL) em animais com disfuncao ventricular pés-infarto do miocardio (IM).

Métodos: Utilizaram-se ratos Wistar machos que foram submetidos a ligadura da artéria coronaria esquerda sem
posterior reperfusao. Quatro semanas apds esse procedimento, os animais foram submetidos a analise ecocardiografica
e divididos nos seguintes grupos experimentais: falso operado (Sham) e IM. Mantiveram-se em observacao por um
periodo adicional de 8 semanas.

Resultados: O nivel da citocina TNF-a. aumentou 26,5% (p < 0,05), e sua expressao génica, 3 vezes (p < 0,01). O
nivel de IL-10 apresentou diminuicao de 38,2% (p < 0,05). Ambas as alteragdes ocorreram apenas no misculo séleo,
sem alteracdes no EDL. A diminuicao (36,5%, p < 0,05) na razao 1L.-10/ TNF-o. deveu-se tanto ao aumento dos niveis
teciduais do TNF-o quanto a diminuicao da IL-10 dos niveis teciduais.

Conclusao: Nossos resultados demonstraram alteragdes relevantes na razao IL-10/ TNF-c, o que pode ter um papel aditivo
na avaliacao da deterioracao e progressao do quadro da disfuncao ventricular esquerda pés-IM. Além disso, nosso estudo
sugere que essas alteragdes parecem estar relacionadas ao tipo de fibra muscular. (Arq Bras Cardiol 2010; 94(3):313-320)

Palavras-chave: Disfuncao ventricular esquerda, misculo esquelético, citocinas, inflamacao.

Abstract

Background: Recent studies show that the expression of inflammatory mediators, such as cytokines, is an important factor for the development
and progression of heart failure (HF), especially in the presence of left ventricular dysfunction. These changes have been demonstrated both in
the plasma and heart muscle and, more recently, in skeletal muscle of rats and in patients with HF.

Objective: To investigate the production and expression of tumor necrosis factor-o. (TNF) and interleukin-10 (IL-10) in the soleus and the
extensor digitorum longus (EDL) muscles of animals with left ventricular dysfunction after myocardial infarction (Ml).
Methods: We used male Wistar rats that underwent ligation of the left coronary artery without reperfusion. Four weeks after this procedure, the

animals underwent echocardiography and were divided into the following experimental groups: sham operated (sham) and IM. They remained
under observation for a further period of 8 weeks.

Results: The level of the cytokine TNF-o. increased by 26.5% (p <0.05), and its gene expression increased 3 times (p <0.01). The level of IL-10
decreased by 38.2% (p <0.05). Both changes occurred only in the soleus muscle, with no change in the EDL. The decrease (36.5%, p <0.05)
in the IL-10/TNF-a ratio was due to both increased tissue levels of TNF-o. and decreased tissue levels of IL-10.

Conclusion: Our results showed significant changes in the IL-10/TNF-a. ratio, which may have an additive role in the assessment of deterioration
and progression of left ventricular dysfunction post-Ml. Furthermore, our study suggests that these changes seem to be related to the muscle
fiber type. (Arq Bras Cardiol 2070; 94(3):293-300)
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Introducao

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome clinica
de fisiopatologia complexa que pode ser resultante de
qualquer disfungao funcional ou estrutural que atinja o
coragao e, consequentemente, comprometa a capacidade
dos ventriculos de encherem e bombearem sangue
satisfatoriamente’?. As manifestacoes cardinais da IC sao
dispneia e fadiga, as quais podem limitar a capacidade de
realizagdo de esforco fisico (intolerdncia ao exercicio fisico)
e culminar em processos que levem a congestao pulmonar e
sistémica e ao aumento da resisténcia vascular periférica'~.
As principais causas da IC, de origem cardiaca, sdo as
doengas das artérias coronarias, hipertensao, cardiomiopatias
dilatadas e doencas das valvas cardiacas'.

Atualmente, as alteracoes deteriorativas envolvidas na
progressao da IC com disfuncao ventricular nao dependem
somente dos parametros hemodindmicos, mas também
dos processos que culminam na ativagao inflamatéria local
(coragao) e sistémica®”’, evidenciadas pelo aumento, tanto
na expressao génica como na proteica, de citocinas pro-
inflamatérias, tais como: fator o. de necrose tumoral (TNF-a),
interleucinas 1B (IL-1B) e 6 (IL-6), entre outras. Essas alteracoes
tém sido demonstradas tanto no plasma como nos musculos
esquelético e cardiaco de ratos e pacientes com IC. Esses
mediadores inflamatérios podem, além de contribuir para a
fisiopatologia e progressao da IC, influenciar diretamente no
aparecimento das manifestagoes clinicas da sindrome da IC,
principalmente nas alteragbes relacionadas a diminuigdo e ao
funcionamento da massa muscular®°.

Por conseguinte, apesar de, nos Gltimos anos, a grande
maioria dos estudos sobre IC ter se concentrado nas citocinas
pré-inflamatérias, atualmente as citocinas anti-inflamatérias,
em especial a IL-10, tém ganhado destaque e podem ter um
papel importante na fisiopatologia da IC'®"". Em pacientes
com IC e, principalmente, nos casos de disfungao ventricular
esquerda, uma diminuigdo na concentragao plasmatica de
IL-10 tem sido relatada e correlacionada positivamente com
uma piora na fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo.
Além disso, em animais com IC pés-IM, a utilizagdo da
relagao da producdo da IL-10 e do TNF-a (razdo IL-10/
TNF-a) tem sido recentemente demonstrada como um
indicador que se relaciona com maior precisao com o grau
de disfungao ventricular'.

De fato, nos modelos animais e em pacientes com
IC, a distribuicdo de fibras musculares esqueléticas em
tipo | (aerébias), tipo lla (aerébias e anaerébias) e tipo
IIb (anaerébias) apresenta alteragdes na sua composicao.
Notadamente, as fibras musculares esqueléticas do tipo | sao
as mais afetadas, pois desenvolvem algumas caracteristicas
similares as do tipo IIA™, além da reducao da densidade
capilar’ e diminuicdo da atividade maxima da enzima
citocromo C oxidase®, quando comparado ao mesmo tipo
de fibra muscular em individuos sem alteragoes patolégicas
no musculo esquelético. Da mesma forma, estudos realizados
em ratos com disfungao ventricular pés-IM tém reproduzido
essas mesmas alteragoes'!, demonstrando, dessa forma, que
as fibras do tipo | do musculo esquelético perecem ser as mais
afetadas nessa condigao.

Além disso, essas alteragdes tém sido correlacionadas ao
aumento na expressao dos genes e produgdo de citocinas
(TNF-a, IL-1f e IL-6) no mUsculo quadriceps em humanos'
e animais’. Apesar de as alteragbes deletérias ocorrerem
predominantemente nas fibras do tipo I, estudos recentes
tém demonstrado a presenga de uma condicao inflamatéria
cronica nesse tecido. Entretanto, até o momento, nenhum
estudo avaliou a produgao dessas citocinas nos diferentes
tipos de fibra muscular, fato que se torna ainda mais relevante
ao considerarmos que esse tecido pode ser um importante
“fornecedor” sistémico de citocinas pré-inflamatérias na
presenga de disfuncao ventricular esquerda. Por sua vez, a
analise da expressao génica e a consequente produgao dessas
citocinas podem ser um indicador mais preciso e/ou adicional
para uma avaliacao da presenga de marcadores inflamatérios
alterados cronicamente na disfuncao ventricular.

Dado o exposto, propomo-nos a estudar a relacao dos
niveis de citocinas pro-TNF-o e anti-inflamatéria (IL-10) no
masculo esquelético em um modelo experimental em ratos
com disfungao ventricular pés-IM. Ainda, utilizamos o misculo
séleo (fibra do tipo I, predominantemente) e o extensor
digital longo (EDL) (fibra do tipo Ilb, predominantemente)
para comparar o perfil dessas citocinas em diferentes tipos
musculares.

Métodos

Animais

Os procedimentos experimentais estao de acordo
com os principios éticos na experimentagao animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
(Cobea), tendo sido o protocolo para o uso de animais em
experimentacdo (009/2005) aprovado pela Comissao de Etica
em Experimentagao Animal (Ceea) em reunido realizada em
17 de fevereiro de 2005.

Utilizaram-se ratos Wistar machos, com idade de 8
semanas. Durante o periodo experimental, foram mantidos
em gaiolas coletivas para 5 ratos em biotério com ciclo claro/
escuro de 12/12 horas, com inicio do periodo claro as 7 horas,
do Departamento de Biologia Celular e do Desenvolvimento
no Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo. A temperatura ambiente da sala foi mantida em 25 =
2°C. A umidade do ar foi mantida em 60 = 5%. A todos os
grupos, ofereceu-se ragao comercial balanceada (Nuvilab®
CR1T — Nutrivital Nutrientes Ltda.) e dgua ad libitum. A fim de
minimizar a influéncia aguda do status prandial nos resultados
experimentais, todos os animais foram submetidos a jejum
durante a noite anterior a manha do sacrificio.

Inducao do infarto agudo do miocardio (IM) através da lesao
miocardica por isquemia sem reperfusao

Esse procedimento cirtrgico foi realizado por meio das
técnicas do laboratério de fisiologia celular e do exercicio
(KCM ou MAC). Os animais foram submetidos a anestesia com
uma solugao de Ketalar® (80 mg/kg) + Rompun® (12 mg/
kg). Depois da intubacao orotraqueal, o animal era submetido
a ventilagdo mecanica com ventilador Harvard, modelo 683
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(frequéncia de 90 m/min e volume corrente de 2,0 ml). Apds
tricotomia, realizava-se toracotomia no hemitérax esquerdo,
no espaco intercostal do ictus cordis, e o coragao era
rapidamente exteriorizado. O ramo interventricular anterior
da artéria corondria esquerda era identificado e ligado entre as
bordas do apéndice auricular esquerdo e o tronco da artéria
pulmonar com fio Prolene 6-0. Promovia-se hiperinsuflagao
pulmonar, e a parede torécica era fechada por sutura em bolsa
previamente realizada. Para a operagao Sham, utilizou-se o
mesmo procedimento cirdirgico, porém sem o rompimento
do pericardio e a ligacdo da artéria coronaria descendente
anterior esquerda.

Promovida a ligadura coronariana, os animais eram
mantidos no biotério por mais 3 semanas. A partir da quarta
semana, realizava-se o ecodopplercardiograma (ECO) para
confirmacao da presenca do infarto, avaliagdo do tamanho
deste e realizagao de medidas ecocardiogréficas, incluindo
fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo.

Ecocardiograma Doppler transtoracico

Durante 4 e 12 semanas ap6s o IM, os animais foram
submetidos a anestesia com uma solucao de Ketalar® (50
mg/kg) + Rompun® (10 mg/kg) por via intraperitoneal para
o ecocardiograma.

O ecocardiograma foi realizado com aparelho HP Sonos
5500 (Hewlett Packard, Andover, MA, USA) utilizando
transdutor de frequéncia fundamental de 12 MHz, com
as imagens obtidas com profundidade de 2 cm. Apés
anestesia e usando o mesmo esquema anterior, 0s animais
eram posicionados em decUbito lateral esquerdo, e
colocavam-se trés eletrodos nas patas para obtengdo do
eletrocardiograma.

As imagens em cortes transversais do ventriculo esquerdo
eram gravadas em fitas de video para posterior analise.
Foram utilizadas as janelas paraestenal esquerda (corte
longitudinal e transversal) e apical (quatro e duas camaras).
As medidas lineares, realizadas nas imagens obtidas pelo
modo-M, foram: didmetros do VE ao final da didstole (DDVE)
e da sistole (DSVE), o diametro anteroposterior do &trio
esquerdo (AE) e o diametro de parede anterior do ventriculo
esquerdo em didstole (Paved). A extensdo do infarto (%IM),
avaliada pela medida do comprimento das regioes acinética
e/ou hipocinética (RAH) das paredes ventriculares, foi
expressa como porcentagem do perimetro total do contorno
endocardico (PE) em trés cortes transversais do VE (nivel das
bordas das ctspides da valva mitral, dos musculos papilares
e da regido apical), segundo padronizagbes anteriores
caracterizadas pelo grupo do professor Paulo J. F. Tucci'®",
utilizando a férmula: [IM (%) = (RAH/PE) x 100.

A funcao sistélica foi avaliada pela fragao de ejegao (FE).
Os volumes ventriculares diastdlico (Vd) e sistdlico (Vs) do VE
foram obtidos pelo método de Simpson biplano (apical, quatro
e duas camaras), e calculou-se a FE pela formula: FE = (Vd - Vs
/ Vd) x 100. A fungao diastélica foi analisada utilizando-se os
indices derivados da curva de velocidade do fluxo diastélico
mitral obtido pela técnica de Doppler pulsétil. Obteve-se a
curva de velocidade do fluxo diastélico a partir da imagem
apical de quatro cdmaras, posicionando-se a amostragem
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de volume préximo a face ventricular da valva mitral. Foram
determinadas onda E, onda A e razao E/A. Ao final do estudo
por ECO, os animais em que o IM assumia tamanho maior
do que 40% do VE foram selecionados para o grupo infarto
do miocardio (IM). Apds 12 semanas, os animais do grupo IM
foram reavaliados conforme os pardmetros supracitados.

Desenho experimental

Ap6s a andlise ecocardiogréfica, os animais foram divididos
nos seguintes grupos experimentais: falso operado (Sham, n
= 13) e infarto do miocérdio (IM, n = 17). Os animais Sham
foram submetidos a todos os procedimentos cirdrgicos, com
excegao da ligadura da artéria corondria. Ap6s esse periodo, os
animais foram mantidos durante 8 semanas para observacao.
Depois desse periodo, os animais foram sacrificados por
decapitacao sem anestesia.

Obtencao e homogeneizacao dos tecidos

Imediatamente ap6s o sacrificio, os tecidos e 6rgaos (figado,
pulmoes, coragdo, musculo séleo e extensor digital longo —
EDL) foram removidos, pesados, congelados em nitrogénio
liquido e armazenados a -80°C para dosagens posteriores.

Quantificacao das citocinas teciduais

Para dosagem das citocinas TNF-o. (DY510) e IL-10 (DY522),
utilizou-se o método enzyme-linked immunoabsorbent assay
(DuoSet ELISA) de captura (R&D System, Inc., Minneapolis,
USA). Esse ensaio foi realizado em amostras homogeneizadas,
provenientes dos diferentes grupos experimentais, de acordo
com as normas descritas pelo fabricante. Os resultados
estao expressos em pg por ug de proteinas totais nos tecidos
avaliados de acordo com o método colorimétrico descrito
por Bradford'®.

Quantificacao da expressao dos genes das citocinas
teciduais

Para isolar o RNA total do musculo séleo e EDL (pata
posterior direita), as amostras pesando entre 0,2 e 0,5 g
foram homogeneizadas em TRIZOL ®Reagent, de acordo com
as normas descritas pelo fabricante. As amostras de RNA
foram transcritas para DNA em um termociclador (Techne,
Cambridge, UK). Para a sintese do cDNA, utilizaram-se 2 ug
de RNA total de cada amostra. As amostras foram incubadas
com 0,5 ug/ml de oligo dT12-18 (Invitrogen, USA) a 65°C por
5 minutos, para se obter a primeira fita de cDNA.

Os primers foram sintetizados pela Integrated DNA
Technologies (Prodimol Biotecnologia S/A). A sequéncia foi
determinada usando o software Primer 3, disponivel no site
http://www.genome.wi.mit.edu. Selecionaram-se os primers
sempre de acordo com os seguintes pardmetros descritos
por Marone e cols.?*: TNF-a. (NM 012675.2), sense: 5" TCT
CAA AAC TCG AGT GAC AAG C 37, anti-sense: 5" GGT
TGT CTT TGA GAT CCA TGC37; IL-10 (NM 012854.1),
sense: 5°GAG AGA AGC TGA AGA CCC TCT G3°, anti-
sense: 5" TCATTC ATG GCC TTG TAGACA C37; e 18S (NM
213557.1), sense: 5" ACCAGTTCGCCATGGATGA3", anti-
sense: 5° TGCCGGAGCCGTTGTC3".
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A expressao dos genes foi quantificada por PCR em tempo
real por Higuchi e cols.?", utilizando os aparelhos 7500 Fast
Real-Time PCR (Applied Biosystems, USA) e Syber green
como marcadores de fluorescéncia (n°11744-500, Invitrogen,
USA). As reagdes foram realizadas em 25 ul de uma mistura
contendo 1 ul do cDNA da amostra, 0,5 ul dos primers
(ajustados de acordo com a concentracao apresentada a
seguir), 10,5 ul de dgua Depec e 12,5 ul do mix Syber green
master (ANTP — Tampao de reacao, Tag DNA polimerase Syber
green 1). As condigdes do PCR em tempo real foram: primeiro
ciclo (Gnico) a 95°C por 15 minutos para ativagao da enzima e
40 ciclos com fases de desnaturagao a 95°C por 15 segundos e
anelamento a 60°C por 30 segundos. Utilizou-se a sequéncia
de primers de acordo com as seguintes concentragoes:

¢ Musculo séleo: TNF-a. e IL-10 (200 nM) e 18S (300 nM).
e EDL - TNF-a: IL-10 (200 nM) e 18S (200 nM).

Analise estatistica

A andlise dos dados foi realizada por meio do software
SigmaStat (versao 3.1, SigmaStat, Systat, Point Richmond,

Peso corporal total e tecidual total em ratos que foram
submetidos a operagdo Sham e a operagao com infarto agudo
do miocardio produzido pela ligagao da artéria coronaria apés 12
semanas

Peso Absoluto (g) Sham (13) IM (17)

Corporal 319,3+17,9 346,2+20,1
Coragao 0,90+0,02 1,12=0,06
Figado 7,660,50 7,52+0,79
Pulméo 4,22+0,08 4,41+0,14
Sdleo 0,136+0,01 0,1320,01
EDL 0,150+0,01 0,144+0,01

Observagdo: Os resultados estédo expressos em gramas e representam média
+ EPM de 30 animais. *Diferenga significativa com o grupo Sham, p< 0,05
(teste t-Student).

Peso tecidual total relativo em ratos que foram
submetidos a operagdo Sham e a operagao com infarto agudo
do miocardio produzido pela ligagdo da artéria coronaria ap6s 12
semanas

CA). A média aritmética e o erro padrdo da média (EPM)
foram calculados para todas as variaveis estudadas. Apds
o periodo experimental, os valores das diferentes anlises
entre os resultados foram realizados por teste t-Student nao
pareado. O nivel de significancia utilizado em todas as anlises
foi inferior a 5%, ou seja, p < 0,05.

Resultados

Caracteristicas gerais dos grupos experimentais

A mortalidade pés-operatéria foi de 23,8% (n = 5, animais
que evoluiram ao 6bito durante as 24 horas ap6s o procedimento
cirdrgico) no grupo IM e de 13,3% (n = 2) no grupo Sham. O
peso corporal total dos pulmées, do figado, dos misculos séleo
e EDL, em valor absoluto, nao foi diferentes em nenhum dos
grupos avaliados (Tabela 1). O grupo IM apresentou aumento
no peso absoluto do coragdo de 23,8% (p < 0,012) quando
comparado aos animais do grupo Sham. Os animais submetidos
ao IM demonstraram aumento na relagao peso timido/peso seco
dos pulmées (4,7%, p < 0,011), no figado (3,8, p < 0,035),
bem como diminuigao no peso do misculo séleo relativo ao
peso corporal em 27,7% (p < 0,002) (Tabela 2).

Funcao do ventriculo esquerdo em animais submetidos ao IM

Nos 17 animais com IM, observaram-se alteracoes contrateis
segmentares do ventriculo em estudo anatomopatolégico, apés
4 semanas do procedimento cirdrgico (Tabela 3). Nenhum
animal do grupo Sham apresentou alteragao ecocardiografica do
ventriculo esquerdo sugestiva de IM. As fragoes de ejecao (FE) e
de encurtamento (FS) sist6licos apresentaram redugao em 40,1%
e 55,7% (p < 0,001), respectivamente, quando esse resultado foi
comparado com o obtido pelo grupo Sham. O volume diastdlico
final (VDF) apresentou aumento de 82,2% (p < 0,01), quando
comparado ao obtido pelo grupo Sham. Os animais do grupo
IM apresentaram uma area de infarto de 39 = 0,05%.

Niveis de TNF-o. no musculo estriado esquelético

O grupo de animais submetidos ao IM apresentou aumento
significativo de 26,5% (p < 0,05) na produgao de TNF-a no

Valores das variaveis funcionais do ventriculo esquerdo
ao ecocardiograma Doppler apos o periodo de 4 semanas em ratos
que foram submetidos a operagdo Sham e a operagdo com infarto
agudo do miocardio produzido pela ligagao da artéria coronaria (IM)

Peso Relativo Sham (13) IM (17) Parametros Sham (13) IM (17)
Coragéo (mg/g) 2,99+0,16 3,24+0,16 FE (%) 67,4+0,10 40,4+0,06*
Figado (sec. x umi.) 3,04+0,03 3,15+0,03* FS (mm/s) 43,0+3,0 19,5+6,5%
Pulmao (sec. x umi.) 4,22+0,08 4.41+0,14* PAVED (mm) 7,73+0,32 10,06+0,77*
Séleo (mg/g) 0,44+0,02 0,35+0,02* VDF (ml) 1,69+0,32 3,08+1,48*
EDL (mg/g) 0,42+0,01 0,43+0,01 IM (%) 39%=0,05

Observagdo: Os resultados estdo expressos em valores relativos ao peso
corporal total, peso umido (umi.) pelo peso seco (sec.) e representam média
+ EPM de 30 animais. *Diferenga significativa com o grupo Sham, p < 0,05
(teste t-Student).

FE - fragdo de ejecgéo, FS - fragao de encurtamento, Paved - parede anterior do
ventriculo esquerdo em diastole, VDF - volume diastélico final e IM - indice do
infarto do miocérdio. Os resultados representam média = EPM de 30 animais.
*Diferenca significativa com o grupo Sham, p < 0,05 (teste t-Student).
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mdusculo séleo, quando comparado ao grupo Sham (Figura 1).
No miusculo EDL, os niveis de TNF-a nao foram detectados.
Os animais do grupo IM (Figura 2A) apresentaram aumento
significativo, em 3 vezes (p < 0,01), na expressao génica de
TNF-a no musculo séleo, sem alteracdo no misculo EDL
(Figura 2B).

Niveis de IL-10 no musculo estriado esquelético

O grupo de animais submetidos ao IM apresentou
diminuigao significativa de 38,2% (p < 0,05) na produgao
de IL-10 no mdsculo séleo, quando comparado ao grupo
Sham-S (Figura 1). No musculo EDL, nao houve alteragao
nos niveis dessa citocina. Os animais do grupo IM (Figura 2A)
apresentaram aumento significativo em 3,6 vezes (p < 0,05)
na expressao do gene IL-10 no musculo séleo, sem alteracao
no musculo EDL (Figura 2B).

Razao dos niveis de IL-10/TNF-o. no misculo estriado
esquelético

O grupo de animais submetidos ao IM apresentou
diminuico significativa na razao IL-10/TNF-a. de 36,5% (p <
0,05), quando comparado ao grupo Sham. Na figura 3B, os
dados demonstram a participacao de cada uma das citocinas
na razao IL-10/TNF-a..

Discussao

No presente estudo, a concentracdo da citocina pré-
inflamatéria (TNF-a), bem como sua expressao génica
no miusculo séleo, apresentou-se aumentada em animais
com disfuncdo ventricular pés-IM. Tal fato foi evidenciado
apenas nesse musculo, sem alteracao detectada no musculo
EDL. Além disso, essas alteragoes foram acompanhadas por
uma redugao na concentragao da citocina anti-inflamatéria
(IL-10), também evidenciada apenas no musculo séleo, e,
por sua vez, a razao IL-10/ TNF-a apresentou-se alterada,
sugerindo o predominio do TNF-o. em detrimento da IL-10
nesse tecido.

A cirurgia de ligadura da artéria corondria descendente
anterior esquerda tem sido utilizada como modelo experimental
de IM em animais, por meio da indugdo da isquemia do
miocdrdio, com ou sem reperfusao’?**. Entretanto, dados a
respeito da fungao do ventriculo esquerdo sao insuficientes
para a caracterizagao clinica de IC, uma vez que essa sindrome
é definida pela presenca de anormalidades hemodinamicas,
retengao hidrica (congestao) e intolerdncia ao exercicio
fisico**?. Assim, mesmo nosso estudo apresentando dados
sobre o quadro congestivo, tais como a razao do peso seco
pelo peso tmido do figado e pulmao, o que nos sugere a
presencga de edema pulmonar e congestao hepdtica, optamos
por classificar o grupo IM como animais com disfungao
ventricular pés-IM e nio com IC. E possivel que a maioria dos
animais do grupo IM tenha também alteragoes clinicas de IC,
mas isso ndo foi estudado no presente trabalho.

Inicialmente, postulou-se que a produgao de TNF-a era
exclusivamente executada por monécitos e macréfagos
quando estimulados adequadamente®. Recentemente, a
expressao génica e proteica de TNF-o. no masculo esquelético
foi caracterizada em humanos?, em um estudo que
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demonstrou, pela primeira vez, a presenca dessa citocina na
auséncia de mondcitos infiltrados ou macréfagos. Isso indicou
que a propria fibra muscular esquelética pode produzi-la, e
assim esta poderia atuar de maneira autécrina e paracrina,
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Fig. 1- Quantificagéo do IL-10 e TNF-o. no musculo séleo em ratos que foram
submetidos a operagdo Sham e a operagéo com infarto agudo do miocardio
produzido pela ligagéo da artéria coronéria apés 12 semanas. O contetido de
citocinas foi analisado por ELISA e normalizado pelo contetido proteico total
dos tecidos avaliados. Os resultados representam média = EPM de 14 animais.
*Diferenca significativa com o grupo Sham, p < 0,05 (teste t-Student).
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Fig. 2 - Expressdo dos genes IL-10 e TNF-o. no musculo séleo (A) e EDL
(B) em ratos que foram submetidos a operagdo Sham e a operagdo com
infarto agudo do miocardio produzido pela ligagdo da artéria coronaria ap6s
12 semanas. A expresséo do mRNA foi analisada por PCR em tempo real. Os
resultados representam média = EPM, em duplicatas de 14 animais. *Diferenca
significativa com o grupo Sham, p < 0,05 (teste t-Student).
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Fig. 3 - Razdo dos niveis (A) e perfil dos niveis de citocinas na razéo (B) de
IL-10/TNF-o. no misculo. O contetido de citocinas foi analisado por ELISA e
normalizado pelo contetido proteico total dos tecidos avaliados. A proporgédo é
relativa a porcentagem de cada citocina na razéo. Os resultados representam
média = EPM de 14 animais. *Diferenga significativa com o grupo Sham, p
< 0,05 (teste t-Student).

em quantidade suficiente para mediar uma série de alteragoes
morfolégicas e funcionais no tecido*?.

Em nosso estudo, ratos com disfungao ventricular pés-IM
apresentaram um aumento no contetdo da citocina pré-
inflamatéria TNF-a que foi apenas evidente no musculo
s6leo, sem alteracao no masculo EDL (ndo foi detectado pelo
ELISA). Essa mesma condigdo foi evidenciada pelo aumento
na expressao génica do TNF-o, sugerindo que o aumento
do contetdo proteico de TNF-a pode ter sido resultante do
aumento dos niveis de mRNA. Esse resultado estd de acordo
com outro estudo’ que utilizou 0 mesmo modelo experimental
e demonstrou aumento tanto na expressao génica como
nos niveis musculares do TNF-o.. Porém, esses parametros
foram avaliados no musculo quadriceps (misto com relagao
a composigao tipo de fibra muscular).

Dessa forma, apesar de o aumento de mediadores
inflamatérios (TNF-a, IL-1B, IL-6) no mdsculo esquelético
ser bem caracterizado tanto em pacientes com IC'" como
em ratos com IC e disfungao ventricular esquerda pds-IM?,
ambas as andlises foram realizadas no muasculo quadriceps,
e pouco se sabe sobre qual é o tipo de fibra muscular mais
afetado na IC. Isso se torna ainda mais evidente quando
se leva em consideragao que, além de essas alteragoes
degenerativas no masculo esquelético terem sido relacionadas
a presenca desses marcadores, a maioria dos estudos
também tem demonstrado que o a fibra mais afetada, em

termos morfolégicos e funcionais na IC, é do tipo I°. Assim,
mostramos, pela primeira vez, que essa condicdo parece ser
especifica ao tecido muscular com o predominio de fibras do
tipo I. Como nao separamos o total do homogenato em fragao
soltvel e ligada a membrana celular, ndo podemos inferir que
a protefna avaliada foi aquela produzida exclusivamente pelo
tecido avaliado.

Niveis plasméticos dessas citocinas em pacientes com 1C
tém sido relacionados tanto com o prognéstico como com
a severidade dessa doenga, fato que tem sido demonstrado
ser ainda mais evidente em pacientes com IC mais avangada
(classe funcional IV, NYHA)*?. Dessa forma, esse aumento tem
sido apontado como resultante de um quadro inflamatério
periférico, o qual seria idealmente desencadeado no
musculo esquelético, por causa do fluxo sanguineo reduzido
e consequente aumento de espécies reativas do oxigénio®.
Essa hipétese vem ganhando consisténcia, uma vez que os
estudos, tanto em animais”'?233%3" como em humanos?3%%,
demonstraram que o aumento no millie inflamatério local
ocorre independentemente das alteragbes nos niveis
plasmaticos, principalmente em pacientes em classes
funcionais Il e Il (NYHA). Por conseguinte, o aumento da
expressao génica e proteica dessas citocinas, mesmo sem
alteragoes nos niveis plasmaticos, confirma os resultados
obtidos por estudos que propéem que a inflamagao local
precede o aumento plasmatico e pode ser um indicador mais
preciso no que diz respeito a progressao da IC.

Os efeitos da IL-10, in vivo, tém sido observados em
modelos de inflamagdo, autoimunidade, tolerancia e
infecgdes por parasitas, todos em animais®*. A IL-10 atenua,
em camundongos, os efeitos deletérios induzidos por
lipopolissacarideo (LPS) e SEB (enterotoxina estafilococos B).
Além disso, esses efeitos estao correlacionados a diminuicao
dos niveis circulantes de TNF-a.. Em macréfagos cultivados
com LPS, além da producdo aumentada das citocinas pré-
inflamatoérias, essa condigao é seguida do aumento na IL-10
e tem o TNF-a. como importante indutor da expressao génica
e producao da IL-10*2>. Dessa forma, a IL.-10 é a principal
citocina anti-inflamatéria e tem um papel importante em
modular a produgdo de TNF-c.

Em ratos com disfungao ventricular p6s-IM, os niveis
teciduais de IL-10 foram reduzidos apenas no musculo séleo.
Nesses animais, a expressao génica apresentou-se aumentada
no mesmo tecido, demonstrando que a diminuigdo em sua
producdo pode nao estar relacionada, pelo menos neste
aspecto, as alteragdes expressao do mRNA. Isso sugere que o
efeito desse modelo experimental na concentragao de IL-10
pode ter sido mediado em um nivel pés-transcricional, como a
produgao de IL-10 por elementos regulatérios transcricionais,
como os enhancers e/ou mecanismos de controle pds-
transcricional. A dltima possibilidade é descrita em clones
de células T, as quais expressam a IL-10 sem alteracoes
detectada nos niveis de mRNA®*. Assim, uma combinacdo
de mecanismos pés-transcricional e ubiquitinagao para a
expressao da IL-10 pode ter um papel crucial para essa
citocina®’. Além disso, apesar de o TNF-a ser capaz de
induzir a expressao génica da IL-10%* e, consequentemente,
a expressao da proteina, esse efeito parece ser dependente

Arq Bras Cardiol 2009; 94(3) : 313-320

318



319

Lopes e cols.
Balanco inflamatério e insuficiéncia cardiaca

Artigo Original

da intensidade da condicao inflamatéria, e, dessa forma, esse
aumento na expressao génica da IL-10 poderia ter ocorrido por
causa de uma diminuigao na producao da proteina (relagao
mRNA/proteina), em direcao ao restabelecimento de uma
condicao de equilibrio.

Por conseguinte, o que apresentamos de novo é o fato
de ter havido aumento ndo s6 na expressao génica, mas
também no contetido da proteina, no caso da TNF-a, e uma
diminuicao da proteina IL-10, sugerindo, nesta condigao, o
direcionamento ao desequilibrio na produgdo delas. Essa
condicdo pode tender ao predominio de um millieu pré-
inflamatério em detrimento do anti-inflamatério, notadamente
através da producao aumentada de TNF-a e IL-10 diminuida.
Essa mesma relacao foi observada por Stumpf e cols.” que
utilizaram a razdo IL-10/TNF-o. para caracterizar o “balango”
pro6/ anti-inflamatério. Nesse estudo, paciente com IC (classe
funcional NYHA 111/IV) apresentaram niveis aumentados de
TNF-a e diminuidos de IL-10, quando comparado a individuos
controle (sem IC) da mesma faixa etdria.

Apesar de os mecanismos moleculares nao estarem bem
caracterizados, estudos que utilizaram a IL-10 como terapéutica
(rhIL-10, em humanos), assim como em camundongos nocautes
(IL-107/), evidenciaram a importancia dessa citocina em reverter
as alteragoes provenientes da inflamagao local, notadamente
as mediadas pelo TNF-a'°. Esse resultado vai ao encontro do
nosso, uma vez que a razao IL-10/ TNF-a diminuiu por causa de
um aumento do TNF-a e, principalmente, pela diminuigao da
IL-10, o que sugere um importante papel da IL-10 no “controle”
inflamatério local no musculo séleo.

Em pacientes com IC, a perda ou atrofia de massa muscular
comega nos estagios precoces do desenvolvimento do quadro
de IC?, relacionados mais as alteragoes intrinsecas no musculo
esquelético®*® do que as provenientes da inatividade fisica (fator
mais determinante em mulheres). Recentemente, tem sido
demonstrado que, nessa condigao, ocorre uma ativagdo imune,
notadamente por meio de mediadores inflamatérios, que pode
contribuir para o desenvolvimento desse quadro®”#3°. Em ratos
com IC e disfungao ventricular esquerda pés-IM, essa condigao
tem sido reproduzida tanto pela diminuigao na area de secgao
transversa como pelo aumento da produgao de citocinas proé-
inflamatérias (musculo quadriceps)’, da mesma maneira que
nosso estudo demonstrou uma redugdo do peso relativo ao
peso corporal no musculo esquelético, condicao que se mostrou
dependente do tipo de fibra muscular predominante, uma vez
que essa condigao somente esteve presente no musculo séleo,
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