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REsuMoO - Objetivo deste estudo € avaliar a relacio entre IAM com a elevacio de mondcitos e avaliar os
niveis de mondcitos com os niveis dos marcadores de necrose miocardica (CPK, TcT US). No grupo Teste (10
ratos) foi administrado isoproterenol 150mg/kg/dia por 2 dias consecutivos (via SC). No Controle (10 ratos),
2ml de solucao salina. Apos 24h da ultima aplicacio, foi feita a eutandsia. Foi coletado sangue para andlise
laboratorial. A média de mondcitos no grupo Controle foi de 5,6/100 células e no grupo Teste foi de 8,8/100
células (p=0,009). A taxa de mortalidade foi de 50%. Quanto ao peso, os grupos nio tiveram diferenca sig-
nificativa. Feita andlise da CPK, nao houve diferenca significativa entre os grupos, assim como na troponina
T US. A maioria dos animais do grupo Teste (80%) obtiveram valores de TcT US maiores que o valor de

referéncia. Houve um aumento monocitario significativo apos o IAM.

DESCRITORES - Monocitose, Infarto Agudo do Miocardio, Experimental.

INTRODUCAO

O infarto agudo do miocidrdio (IAM) ¢é definido
como foco de necrose resultante de baixa perfu-
sdo tecidual, com sinais e sintomas consequentes da
morte celular cardiaca.

Na maioria dos paises a doencga isquémica do
coracdo representa uma das principais causas de
Obito em homens e mulheres acima de trinta anos
de idade. @

Antigamente essas comorbidades eram consi-
deradas causa importante de Obito somente em pa-
ises desenvolvidos. Hoje, com um maior controle
das doencas infecto-parasitarias e consequente au-
mento da longevidade nos paises em desenvolvi-
mento, essa doenca tem atingido um nimero cada
vez maijor de pessoas em uma faixa etdria cada vez
mais baixa. @

Os monocitos, em uma fase inicial, parecem
atuar como mediadores de lesio miocardica, uma

vez que a resposta de atenuaciao de monocitos in-
flamatoérios com RNA curto de interferéncia (siRNA),
inibidores da enzima de conversio da angiotensi-
na, ou esplenectomia reduziu significativamente o
tamanho do enfarte em modelos experimentais.

A caracterizacio da resposta de mondcitos
de ratos apos IAM foi amplamente dependido da
andlise de proteinas de superficie celular. Durante
o IAM em ratos e, possivelmente, seres humanos,
mondécitos do baco e da medula 6ssea sio recruta-
dos para miocardio isquémico através do sangue de
uma forma coordenada e produzem citocinas pro-
-inflamatérias como o fator de necrose tumoral e
interleucina-1p. ®

Este estudo ird avaliar a relacdo independente
entre infarto agudo do miocardio em ratos com a
elevaciao de mondcitos isoladamente.

Além de avaliar também os niveis absolutos de
monocitos com os niveis dos marcadores de necro-
se miocardica (CPK, troponina T ultrassensivel).
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MATERIAL E METODO

ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Ci-
rurgia Experimental da Faculdade Evangélica de Curi-
tiba.

Os procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com os padroes éticos estabelecidos pela
Comissio de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da Fa-
culdade Evangélica do Parani.

AMOSTRA

Foram utilizados 20 ratos jovens, machos, com
peso entre 200 e 250 gramas (média 230), da linha-
gem Wistar, provenientes do Biotério da Pontificia Uni-
versidade Catdlica do Parana, criados e mantidos sob
condicdes ambientais e alimentares semelhantes. Eles
foram divididos em dois grupos com 10 animais cada, o
primeiro grupo denominado CONTROLE, e o segundo
denominado TESTE.

AMBIENTE DE EXPERIMENTACAO

Os animais foram mantidos em gaiolas de poli-
propileno, alojadas em dependéncias refrigeradas
(24£2°C). Foi observada a alternancia dos ciclos claro/
escuro a cada 12 horas. Os ratos foram alimentados
com uma dieta industrializada especifica para o uso
em laboratérios. A higienizacao das gaiolas e o exame
dos animais foram realizados diariamente pelo técnico
responsavel e pelo pesquisador, respectivamente. Os
animais permaneceram em jejum e sem oferta de dgua,
a partir de 12 horas antecedentes a aplicacio da aneste-
sia, a qual precedeu o sacrificio, para coleta do sangue.

INDUCAO DO INFARTO

Com a finalidade de induzir o infarto agudo do
miocdrdio, foi realizada a administracio subcutinea de
isoproterenol nos animais do grupo Teste, numa dose
de 150 mg/kg/dia diluida em 2 ml de solucio salina du-
rante dois dias consecutivos, com intervalo de 24 horas
entre as aplicacdes. J4 no grupo Controle foi realizada
a aplicacdo, por meio da administracao subcutinea, de
2 ml de solu¢io salina durante dois dias consecutivos,
também com um intervalo de 24 horas entre as apli-
cacdes. As doses administradas no grupo Teste foram
calculadas com base no peso dos animais. Para afericio
da quantidade exata de isoproterenol (150 mg/kg do
animal) foi utilizada uma balanca analitica.

ANESTESIA

Vinte e quatro horas apés a ultima aplicacio sub-
cutinea foi aplicado a anestesia para realizacao do sa-
crificio dos animais. A técnica anestésica envolveu o
uso de cloridato de cetamina na dose de 50 mg/kg do

animal e cloridrato de xilasina na dose de 10 mg/kg do
animal, ambas aplicadas por via intraperitoneal.

COLETA DO SANGUE

Vinte e quatro horas apés a ultima aplicacao do
isoproterenol no grupo Infarto e de soro fisioldgico no
grupo Controle, foi realizado o sacrificio, seguido da
coleta de sangue. A coleta do sangue foi efetuada por
meio de uma pungao cardiaca com um jelco descar-
tavel de nimero 24 (24 gauge). Com o uso de uma
seringa descartdvel de 5 mL, acoplada ao jelco, foram
colhidos 5 mL de sangue. Desse volume, 2 mL foram
armazenados em um tubo para realizacio de leuco-
grama com contagem diferencial de mondcitos (num
campo de 100 células) e 3 mL em um tubo para as do-
sagens bioquimicas (troponina T ultrassensivel e CPK).
Os tubos, devidamente identificados, foram entio pos-
tos em um isopor com gelo e enviados ao laboratério.

ANALISES ESTATISTICAS

Foram analisados os pesos dos animais antes do
experimento, o valor de CPK de cada animal, a quanti-
dade de mondcitos num campo de 100 células e o valor
da troponina T ultrassensivel de cada animal apos o ex-
perimento, além do numero de 6bitos no grupo Infar-
to durante o experimento. Para descricao das varidveis
quantitativas foram consideradas as estatisticas de mé-
dia, 1° quartil, mediana, 3° quartil, valor minimo, valor
maximo e desvio padrio. Para descricio da evolucio
do nimero de o6bitos foram consideradas frequéncias
e percentuais. Para comparacao dos dois grupos con-
siderados no estudo, em relacao a varidveis quantita-
tivas, foram considerados os testes t de Student para
amostras independentes e nao paramétrico de Mann-
-Whitney. Para avaliacdo da condicio de normalidade
das variaveis quantitativas foi considerado o teste de
Jarque-Béra. Valores de p menores do que 0,05 indica-
ram significincia estatistica.

RESULTADOS

PESO DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO

Testou-se a hipdtese nula de peso médio dos ra-
tos do grupo controle igual ao peso médio dos ratos
do grupo teste versus a hipdtese alternativa de médias
diferentes. O peso médio dos animais do grupo con-
trole foi de 243 gramas e o do grupo teste foi de 2474
gramas, com valor de p demonstrando que nao houve
diferenca significativa entre os grupos. Na tabela 1 sio
apresentadas as estatisticas descritivas desta varidvel
nos dois grupos, bem como o valor de p do teste es-
tatistico.




TABELA 1 — PESO DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO

Rev. Méd. Parana, Curitiba, 2016; 74(2):55-61. 57

Grupo n Média 12 Quartil Mediana 32 Quartil Minimo Miximo Desv Pad Valor de p*
Controle 10 243,0 236,3 2425 250,0 230,0 255,0 8,2 0,304
Teste 10 2474 241,0 2450 2523 235,0 205,0 10,3

(*) Teste t de Student para amostras independentes; p<0,05

No grifico 1 podem ser visualizados os resultados.

GRAFICO 1 - PESO DOS ANIMAIS DO EXPERIMENTO
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NUMERO DE OBITOS NO GRUPO TESTE

Os percentuais da tabela abaixo foram calculados
em relacao aos 10 ratos incluidos no grupo teste. Com
o inicio do experimento no dia 08/10/15 houve 1 ébito
logo ap6s a administragdo do isoproterenol. No segun-
do dia do experimento, o qual teve nova aplicaciao de
medicamento (09/10/2015) foram verificados 3 6bitos.
No ultimo dia do experimento, no qual nao foi admi-
nistrado o medicamento, foi verificado 1 6bito. Ao final
do experimento houve uma mortalidade total de 50%
dos animais do grupo teste, segundo tabela 2.

TABELA 3 - RESULTADO CPK DOS GRUPOS CONTROLE E TESTE

TABELA 2 - NUMERO DE OBITOS NO GRUPO TESTE

Dia g;:ii % I\ijslsllz 1:1(: % acumulado
08/10/2015 1 10,0% 1 10%
09/10/2015 3 30,0% 4 40%
10/10/2015 1 10,0% 5 50%

No grifico 2 podem ser visualizados os resultados.

GRAFICO 2 - NUMERO DE OBITOS NO GRUPO TESTE
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Testou-se a hipdtese nula de resultados de CPK
iguais nos dois grupos versus a hipdtese alternativa de
resultados diferentes. Segundo as andlises nao houve
diferenca significativa dos valores de CPK entre os gru-
pos Controle e Teste. Na tabela 3 sdo apresentadas as
estatisticas descritivas desta variavel nos dois grupos,
bem como o valor de p do teste estatistico.

Grupo n Média 12 Quartil Mediana 32 Quartil Minimo Miaximo Desv Pad Valor de p*
Controle 10 986,2 563,8 758,5 850,0 489,0 2985,0 760,1 0,329
Teste 6 649,3 3333 563,0 959,3 279,0 1143,0 378,6

(*) Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney; p<0,05
No grafico 3 podem ser visualizados os resultados.
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MONOCITOS/100 CELULAS

Testou-se a hipétese nula de resultados de conta-
gem de mondcitos/100 células iguais nos dois grupos
versus a hipétese alternativa de resultados diferentes. A
partir dos resultados verificou-se que houve diferenca
significativa da contagem de mondcitos num campo de
100 células entre os grupos controle e teste. Percebe-se
que a média de mondcitos no grupo Controle foi de 5,6
e no grupo Teste foi de 8,8. Na tabela 4 sio apresen-
tadas as estatisticas descritivas desta variavel nos dois
grupos, bem como o valor de p do teste estatistico.
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TABELA 4 - QUANTIDADE DE MONOCITOS/100 CELULAS NOS GRUPOS TESTE E CONTROLE

Grupo n Média 12 Quartil Mediana
Controle 10 5,6 4,3 5,0
Teste 6 8,8 8,3 9,0

3° Quartil Minimo Maximo Desv Pad  Valor de p*
7,5 2,0 9,0 2,2 0,009
9,8 7,0 10,0 1,2

(® Teste nao paramétrico de Mann-Whitney; p<0,05

No grafico 4 podem ser visualizados os resultados.

GRAFICO 4 - QUANTIDADE DE MONOCITOS/100 CELULAS NOS
GRUPOS TESTE E CONTROLE
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TROPONINA T ULTRASSENSIVEL

Testou-se a hipotese nula de média de troponina
dos ratos do grupo controle igual 2 média de troponina
dos ratos do grupo teste versus a hipétese alternativa
de médias diferentes. Na tabela 5 sao apresentadas as
estatisticas descritivas desta varidvel nos dois grupos,
bem como o valor de p do teste estatistico.

TABELA 5 - RESULTADO DA TROPONINA T US DOS GRUPOS CONTROLE E TESTE

Grupo n Média 1° Quartil Mediana 3° Quartil Minimo Miximo Desv Pad Valor de p*
Controle 10 3,4 1,2 1,8 53 0,2 10,0 3,3 0,222
Teste 6 57 2,7 6,0 8,8 0,9 10,0 3,9

() Teste t de Student para amostras independentes; p<0,05

No grifico 5 podem ser visualizados os resultados.

GRAFICO 5 - RESULTADO DA TROPONINA T US DOS GRUPOS
CONTROLE E TESTE
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Considerando o ponto de corte de 3 ng/ml (segun-
do literatura) testou-se a hipotese nula de que a proba-
bilidade de um rato no grupo teste ter troponina maior

que 3 ng/ml é igual a probabilidade de que um rato do
grupo controle ter troponina maior que 3 ng/ml versus
a hipotese alternativa de probabilidades diferentes.

Na tabela 6 sio apresentados os resultados obtidos
no estudo, bem como o valor de p do teste estatistico.

TABELA 6 - COMPARACAO DOS VALORES DA TROPONINA T US
DO GRUPO TESTE COM O VALOR DE REFERENCIA DA LITERA-
TURA

Grupo
Troponina Controle Teste

n % n %
>3 3 30% 4 80%
<3 7 70% 1 20%
Total 10 100% 5 100%
Valor de p: 0,119




No grifico 6 podem ser visualizados os resultados.

GRAFICO 6 - COMPARACAO DOS VALORES DA TROPONINA T US
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DISCUSSAO

O modelo de infarto do miocardio induzido por
isoproterenol, € amplamente utilizado em estudos in-
ternacionais uma vez que € de facil reproducio, pratico
e tem, geralmente, menores taxas de mortalidade (25%)
e morbidade comparado ao modelo cirtrgico que pode
apresentar mortalidade de até 50%. *

Além disso, os recursos financeiros e estruturais
necessrios para a realizacio do modelo sao menores.
24)

Contudo, mesmo com uma taxa de mortalidade
mais baixa € possivel ocorrer um nimero de Obitos
elevados, como aconteceu neste estudo (50% de 6bitos
no grupo Infarto). Varios sio os fatores que podem
contribuir para esse aumento da mortalidade como,
principalmente, o fato de nio ser possivel predizer o
local do infarto, havendo entao riscos de comprometi-
mento de alguma artéria corondria importante, como,
por exemplo, o tronco da artéria corondria esquerda,
situacdo que quase sempre é fatal. >

Na avaliacao do peso dos ratos nao houve dife-
renca significativa entre os valores comprovando que o
peso niao exerceu influéncia em qualquer outra varia-
vel, sendo que a média dos pesos de ambos os grupos
foi muito similar: grupo Controle 243 gramas e grupo
Infarto 247,4 gramas.

Vale a pena salientar que ha relacao positiva en-
tre obesidade (principalmente a visceral, representada
pelo aumento da circunferéncia abdominal) e sindro-
mes coronarianas agudas. Além de ser fator de risco
isolado, a obesidade tem relacio com o aumento da
incidéncia de diabetes, hipertensao arterial sistémica e
dislipidemia, comorbidades estas que também sao fato-
res de risco cardiaco. ®®

Ap6s andlise quimica da CPK poés-experimento
constatou-se que nao houve diferenca significativa en-
tre os grupos Controle e Teste, pois esta enzima cardi-
aca apresenta alta sensibilidade e pouca especificidade
e pode aumentar em diversas outras patologias e situa-
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¢oes que nio a isquemia miocdrdica aguda, como exer-
cicios extenuantes, traumas musculares, injecoes intra-
musculares, miosites, miocardites e varios outros. *”

Embora nao tenha dado diferenca significativa na
avaliacio estatistica entre as dosagens de troponina
T US entre o grupo Controle e Teste, € possivel uma
elevacio da troponina T US em individuos que nio
sofreram infarto, como por exemplo, ’ em situacoes
como exercicio extenuante, ¥ injecio intramuscular e
@ trauma muscular. ¥

No nosso trabalho, valores elevados desse mar-
cador de necrose miocardica que foram encontrados
no grupo controle poderiam ser explicados por algum
desses motivos. Ainda, de acordo com o mesmo estudo
referido anteriormente, sabe-se que apés situaciao de
isquemia miocardica transitéria hd possibilidade de nio
ocorrer elevacio significativa da troponina T US. Possi-
veis causas de nido elevacio significativa da troponina
T US no grupo Infarto sao: ¥ possivel falha na dosagem
ou @ situacdes de isquemia miocardica transitéria que
nao foram suficientes para elevar a troponina T US de
forma significativa. Além disso, em se tratando de um
modelo de infarto pré-estabelecido a troponina T US
foi apenas dosada para complementacio do estudo,
também em nosso modelo. ¥

Foi encontrado um valor significativo em relacao
ao nimero de mondcitos no sangue dos ratos do grupo
Teste, comprovando a presenca de monocitose relacio-
nada ao infarto. E possivel observar um aumento na
circulagio total de mondcitos apés 48 horas do infarto.
Este autor comparou em seu estudo a monocitose em
ratos e humanos e encontrou que a magnitude da res-
posta monocitiria correlaciona-se com a extensao da
lesao miocardica. Desta forma é possivel predizer que
quanto maior o recrutamento de células, mais intensa
serd a resposta inflamatéria. ©

Segundo estudos, os mondcitos comecam a se
acumular no primeiro dia apds o infarto e permanecem
altos até aproximadamente o dia 7, os resultados obti-
dos no nosso trabalho concordam com a literatura visto
que a presenca da monocitose foi detectada entre 24-48
horas ap6s a ocorréncia infarto. 42

Estudos que relacionam o infarto agudo do mio-
cardio e sua associacio com a contagem de células
brancas mostram que a leucocitose pode predizer o
desenvolvimento de ICC. Os mondcitos aumentados
induzem a um estado de hipercoagulabilidade, via au-
mento da interleucina IL8, o que associa a inflamacio e
a trombose em pacientes com doenca coronariana.

Apesar de nio se saber ao certo o real papel dos
mondcitos na sindrome coronariana aguda, foi descrito
em uma metandlise uma relacio entre o aumento dos
glébulos brancos e a piora na evolugao e aumento da
mortalidade em pacientes com esta sindrome. ©®

Num estudo foi considerado como preditora da
doenca arterial coronariana a contagem de células
brancas na populacio de 30 a 75 anos, independente
de outros fatores de risco, como hipertensiao arterial,
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idade, raca e fumo. 4V

Numa metanalise foi associada a leucocitose como
marcador de risco da doenca cardiovascular, uma vez
que é responsavel por diversos efeitos bioldgicos, tanto
protetores quanto prejudiciais. Ambos ressaltam uma
importante participacao dos leucdcitos na patogénese
da aterosclerose. %2

A contribui¢io da literatura, portanto, se faz sufi-
ciente na comprovacao de um elo entre o aumento dos
leucdcitos e a doenca arterial coronariana, principal-
mente no infarto agudo do miocardio e nas sindromes
coronarianas agudas.

Vale ressaltar ainda que a dosagem de mondci-
tos poderia ter papel importante, quando associada 2a
dosagem de marcadores de necrose miocdrdica, visto
que sua dosagem ¢ facil, barata e comumente solicitada
nos exames de rotina em unidades coronarianas. Nesse
contexto, a relacio entre monocitose e sindromes co-
ronarianas agudas pode auxiliar no diagndstico diferen-
cial em unidades de dor toracica.

O presente estudo avaliou a relacio da monocito-
se em ratos Wistar apos infarto do miocardio. Trata-se
de um estudo relevante no meio cientifico visto que im-
portantes pesquisas demostraram diferentes caminhos
de proliferacio e ativacao de monocitos no infarto agu-
do do miocardio de ratos e humanos.

Houve poucos estudos, contudo, relacionando a
doenga coronariana com os monocitos, se fazendo ne-
cessario a realizacio de novos estudos na determinacio
do papel dessas células nas patologias anteriormente
citadas.

CONCLUSAO

Os dados desse estudo permitem afirmar que exis-
te uma relacao entre a monocitose e o infarto agudo
do miocardio.

A relagio entre os marcadores cardiacos e monoci-
tos pos infarto agudo do miocardio nao foi identificada.
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LF. The role of monocytosis in acute myocardial infarction in wistar rats caused by isoproterenol. Rev. Méd. Parana,
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ABSTRACT - The objectiv this study is evaluate the relationship between AMI with elevated monocyte and evaluate
monocyte levels to the levels of myocardial necrosis markers (CPK, TCT US). In the test group (10 rats); isoprotere-
nol was administered 150 mg/kg/day for 2 consecutive days (subcutaneously). In the control (10 rats), 2 ml saline.
After 24 hours of the last application, euthanasia was performed. Blood was collected for laboratory analysis. The
mean of monocytes in the Control group was 5.6/100 cells and the Test group was 8.8/100 cells (p = 0.009). The
mortality rate was 50%. Regarding weight, the groups had no significant difference. Analysis of CPK was made; there
was no significant difference between the groups, as well as Troponin T US. Most animals of test group (80%) had

TCcT US values larger than the reference value. There was a significant increase in monocytes after AMI.

KEYWORDS - Monocytosis, Acute Myocardial Infarction, Experimental.
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