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Resumo

Fundamentos: O pré-condicionamento isquémico remoto (IPreC) poderia fornecer efeito protetor de tecido em um
local remoto por vias de sinalizacao anti-inflamatérias, neuronais e humorais.

Objetivos: O objetivo do estudo foi investigar os possiveis efeitos protetores do IPreC remoto no miocardio apés a oclusao
transitdria da artéria cerebral média (MCAo) em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina (STZ) e ratos nao diabéticos.
Métodos: 48 ratos Spraque Dawley machos foram divididos em oito grupos: grupos Sham, STZ, IPreC, MCAo, IPreC + MCAo,
STZ + IPreC, STZ + MCAo e STZ + IPreC + MCAo. Induzimos MCAo sete dias ap6s a diabetes induzida por STZ e realizamos
IPreC 72 horas antes do MCAo. A lesao miocardica remota foi investigada histopatologicamente. Os niveis de proteina Bax, Bcl2
e caspase-3 foram medidos pela andlise Western Blot. O estado de antioxidante total (TAS), e o estado de oxidacao total (TOS)
do tecido miocérdico foram medidos por meio de um estudo colorimétrico. O indice de estresse oxidativo (OSI) foi calculado
como a relacao TOS-TAS. Para todas as andlises estatisticas, os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
Resultados: Observamos danos graves, incluindo necrose, congestao e infiltracao de células mononucleares no tecido
miocardico dos grupos diabético e isquémico. Nesses grupos os niveis de TOS e OSI foram significativamente maiores; os niveis
de TAS foram inferiores aos dos grupos relacionados com IPreC (p < 0,05). O IPreC melhorou marcadamente as alteracoes
histopatolégicas e aumentou os niveis de TAS em IPreC + MCAo e STZ + IPreC + MCAo em comparagao com os grupos MCAo
e STZ + MCAo (p < 0,05). Em ratos nao diabéticos, MCAo activou a morte celular apoptdtica através do aumento da relacao
Bax / Bcl2 e dos niveis de caspase-3. IPreC reduziu a morte celular apoptética pela supressao de proteinas pré-apoptéticas.
O diabetes aumentou acentuadamente os niveis de proteina apoptotica e o efeito nao foi revertido pelo IPreC.

Conclusdes: Podemos sugerir que o IPreC atenua a lesao miocardica através da melhora dos achados histolégicos,
ativando mecanismos antioxidantes e induzindo atividade antiapoptética em ratos diabéticos. (Arq Bras Cardiol. 2017;
109(6):516-526)
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Abstract

Background: Remote ischemic preconditioning (IPreC) could provide tissue-protective effect at a remote site by anti-inflammatory, neuronal,
and humoral signaling pathways.
Objectives: The aim of the study was to investigate the possible protective effects of remote IPreC on myocardium after transient middle
cerebral artery occlusion (MCAo) in streptozotocin- induced diabetic (STZ) and non-diabetic rats.
Methods: 48 male Spraque Dawley rats were divided into eight groups: Sham, STZ, IPreC, MCAo, IPreC+MCAo, STZ+IPreC, STZ+MCAo and
STZ+1PreC+MCAo groups. We induced transient MCAo seven days after STZ-induced diabetes, and performed IPreC 72 hours before transient
MCAo. Remote myocardial injury was investigated histopathologically. Bax, Bcl2 and caspase-3 protein levels were measured by Western blot
analysis. Total antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS) of myocardial tissue were measured by colorimetric assay. Oxidative stress
index(OSI) was calculated as TOS-to-TAS ratio. For all statistical analysis, p values < 0.05 were considered significant.
Results: We observed serious damage including necrosis, congestion and mononuclear cell infiltration in myocardial tissue of the diabetic and ischemic
groups. In these groups TOS and OSI levels were significantly higher; TAS levels were lower than those of IPreC related groups (p < 0.05). IPreC had
markedly improved histopathological alterations and increased TAS levels in IPreC+MCAo and STZ+IPreC+MCAo compared to MCAo and STZ+MCAo
groups (p < 0.05). In non-diabetic rats, MCAo activated apoptotic cell death via increasing Bax/Bcl2 ratio and caspase-3 levels. IPreC reduced apoptotic
cell death by suppressing pro-apoptotic proteins. Diabetes markedly increased apoptotic protein levels and the effect did not reversed by IPreC.
Conclusions: We could suggest that IPreC attenuates myocardial injury via ameliorating histological findings, activating antioxidant mechanisms,
and inducing antiapoptotic activity in diabetic rats. (Arq Bras Cardiol. 2017; 109(6):516-526)
Keywords: Ischemic Preconditioning Myocardial; Middle Cerebral Artery; Rats; Diabetes Mellitus, Experimental.

Full texts in English - http://www.arquivosonline.com.br

Correspondéncia: Ozge Altintas

Kirklareli State Hospital, Kirklareli — Turquia

E-mail: dr.ozgealtintas@gmail.com

Artigo recebido em 23/01/2017, revisado em 20/06/2017, aceito em 31/07/2017

DOI: 10.5935/abc.20170164

516



517

Kumas et al
IPreC cerebral protege lesao miocardica remota

Artigo Original

Introducao

O pré-condicionamento isquémico (IPreC) foi descrito
como redutor da lesao de isquemia-reperfusao ao desencadear
episodios transientes e breves de isquemia para érgaos alvo.
O IPreC pode ser induzido localmente quando o estimulo
de pré-condicionamento é aplicado ao mesmo tecido ou
pode ser uma protecao em tecidos distantes, um fenémeno
conhecido como IPREC remoto (rIPreC)." O rIPreC pode
aplicar-se principalmente a um 6rgao alvo, mas se uma
isquemia breve é induzida em tecido nao alvo, confere
protecdo em um local remoto, como o cérebro, tecido
miocdrdico adjacente ndo infartado, pulmao, rim, intestino
ou miusculo esquelético. O rIPreC produz um grau similar
de protecao de tecido como faz o IPreC." Estudos recentes
indicaram que uma isquemia-reperfusao breve induzida em
tecido adicional poderia fornecer efeito protetor de tecido
em um local remoto por vias de sinalizacao anti-inflamatérias,
neuronais e humorais."®

Vdrios estudos mostraram que a hiperglicemia causa
disfungao endotelial nas barreiras sanguineas e cardiomiopatia
diabética.” Estudos clinicos demonstraram que a hiperglicemia
aumentou o tamanho da area de infarto isquémico e causou
pobre desfecho clinico apds o AVC.™

O estresse oxidativo é um pardmetro principal para
avaliacao de lesoes de isquemia/reperfusao em pacientes
com diabetes mellitus.""'? As células do miocardio também
sofrem morte em resposta a hiperglicemia e lesao de
isquemia/reperfusdo.’ No presente estudo, postulamos que
existe um possivel efeito remoto do pré-condicionamento
isquémico cerebral no miocardio.

O banco de dados atual mostra a conexao entre doenca
cardiaca e AVC agudo. A arritmia cardfaca, a disfuncao
miocérdica e a elevacdo da enzima cardiaca sérica sao
conhecidas por se desenvolver apés o acidente vascular
cerebral agudo.™ Os eventos cerebrovasculares isquémicos
agudos podem induzir varias alteracbes miocérdicas. As lesbes
cardiacas nao sao observadas antes de seis horas ap6s o evento
cerebral agudo, e ndo mais de duas semanas, ocorrendo
lesao cardiaca como resultado da ativacao intensa do sistema
nervoso simpatico.'

Diabetes é um importante fator de risco modificavel para
acidentes vasculares cerebrais, especialmente acidentes
vasculares cerebrais isquémicos. Neste estudo, nos
hipotetizamos que o pré-condicionamento isquémico poderia
desempenhar um papel crucial na cardio-neuroprotecao, que
foi desencadeada pela hiperglicemia. Portanto, buscamos
avaliar o efeito do pré-condicionamento isquémico remoto
no tecido miocardico apés a lesdo transitéria intraluminal
de reperfusdo isquémica cerebral intra-angina em ratos
diabéticos e nao-diabéticos.

Métodos

Animais

Todos os animais foram obtidos do Laboratério
Experimental de Pesquisa Animal da Bezmialem Vakif
University, Istambul, Turquia. Os animais tiveram acesso livre
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aos alimentos e a dgua a temperatura ambiente controlada
(22-25°C) sob um ciclo 12/12 horas diurno / noturno durante
aduragao do estudo. Durante os procedimentos cirtrgicos, a
temperatura corporal foi monitorada usando um termémetro
infravermelho Nimomed®.

Inducao de diabetes mellitus experimental por
Estreptozotocina em ratos

A estreptozotocina (STZ) induz diabetes em 3 dias,
destruindo as células beta pancredticas.'®'” A solugao de
estreptozotocina (STZ, Sigma Chemical Corp., Alemanha)
foi preparada em tampao de citrato a 0,1 mol/L, pH 4,5,
imediatamente antes da utilizacdo. O diabetes foi induzido
em ratos por uma Unica injecdo de STZ na dose de
50 mg/kg do peso corporal intraperitonealmente e foram
alimentados normalmente a partir de entdo. A insulina ndao
foi administrada. Os outros grupos de animais receberam um
volume igual de solugao salina. As concentragoes de glicose
no sangue foram monitoradas antes da injegao de STZ, na
62 hora ap6s a injecao de STZ e no 32 dia apds a injegdo de
STZ usando um ACCU-CHEK® (Active Glucometer, Roche
Diagnostics GmbH, Alemanha). As amostras de sangue foram
coletadas das veias dorsais do pé do rato. Os ratos com
uma concentragao de glicose superior a 300 mg/dL foram
considerados diabéticos.'®' Todos os ratos tornaram-se
diabéticos apds a injecao de STZ. De acordo com a pesquisa
experimental publicada, cerca de seis horas depois, ocorre
hipoglicemia com altos niveis de insulina no sangue."" Para
contra-arrestar a hipoglicemia inicial ap6s a injecao de STZ,
incluimos a opgao de que os ratos tomassem 10% de dextrose
na agua fornecida aproximadamente 6 horas apés a injecao
STZ, além da sua agua normal, durante as primeiras 24 horas.

Pré-condicionamento isquémico (IPreC)

O pré-condicionamento isquémico (IPreC) envolveu trés
ciclos de 10 minutos de reperfusao e 10 minutos de oclusao
da Artéria carétida interna proximal unilateral esquerda.’
O IPreC foi realizada 72 horas antes de MCAo e 4 dias apds
em ratos diabéticos induzidos por STZ. Os animais foram
anestesiados com cetamina (4 mg/ 100 g) e xilazina (1,5 mg
/100 g) por injecao intramuscular e colocados em uma placa
de operacado na posigao supina. Suas cabegas e membros
foram fixados. Ap6s o barbeado e a esterilizagao, realizou-se
uma incisdao medial cervical (3-4 cm de comprimento).
A fascia precervical e os misculos foram isolados com férceps,
e fascia e musculo no interior do esternocleidomastoideo
foram dissociados. Os pulsos arteriais eram visiveis.
Os tecidos que rodeavam a artéria foram cuidadosamente
dissociados, sem lesdao no nervo vago. A artéria carétida
comum esquerda e a artéria carétida externa esquerda foram
expostas através de uma incisao na linha média do pescogo.
Primeiro, a artéria carétida interna esquerda (ACI) foi ocluida
por micro clamp. Depois, o micro clamp foi removido para
restaurar o fluxo sanguineo ap6s 10 minutos de reperfusao,
seguido de 10 minutos de oclusdo. Apds a remogao do micro
clamp, observamos que a ACI esquerda foi reinjetada de
forma anterogradia. Os controles da cirurgia Sham foram
operados com os mesmos procedimentos sem oclusao
da artéria.
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Oclusao da artéria cerebral média (MCAo0)

O modelo de AVC mais comum, devido a sua relevancia
para o acidente vascular cerebral humano, é o MCAo focal 20!
No presente estudo, induzimos um MCAo proximal transit6rio
de 3 horas seguido de reperfusao de 3 horas para causar lesao
remota de isquemia-reperfusao afim de medir o nivel de
marcadores de estresse oxidativo e verificar se eles estavam
associados com danos no tecido miocardico e também o
possivel efeito protetor do pré-condicionamento isquémico.
Aisquemia cerebral focal foi induzida utilizando uma técnica
endovascular de oclusao arterial cerebral média, conforme
descrito anteriormente.?*?" A operagao sham consistiu na
mesma manipulacao, mas sem introdugao do monofilamento.

Design do estudo

A andlise de poténcia foi utilizada para estimar o tamanho
da amostra. O tamanho da amostra foi calculado para ser
quarenta e oito com uma margem de erro de 3% em um
nivel de significancia de 0,05 para o valor de poténcia
de 80% (erro Tipo | = 0,05; poténcia estatistica = 0,80).
Quarenta e oito ratos machos Sprague-Dawley (450-500 g;
10-12 meses) foram divididos em oito grupos; Grupo
operado Sham (n = 6), grupo de ratos diabéticos
induzidos por STZ (STZ) (n = 6), grupo MCAo (n = 6),
grupo pré-condicionamento isquémico (IPreC) (n = 6),
pré-condicionamento isquémico (IPreC) + Grupo MCAo
(n = 6), Grupo de diabéticos (STZ) pré-condicionamento
isquémico (IPreC) (n = 6), Grupo de Diabéticos (STZ) Grupo
MCAo (n = 6) e Diabético (STZ) Pré-condicionamento
isquémico (IPreC) + Grupo MCAo (n = 6).

Um MCAo proximal transitério de 3 horas foi induzido
nos grupos experimentais (MCAo, IPreC + MCAo, STZ +
MCAo, STZ + IPreC + MCAO0). Induzimos MCAo sete dias
apo6s a diabetes induzida por STZ e também realizamos IPreC
72 horas antes do MCAo para avaliar se o [PreC poderia ter
um efeito protetor no tecido remoto. Todos os animais foram
sacrificados na 62 hora apds 3 horas de oclusdo seguida de
3 horas de reperfusao. Os volumes totais de infarto hemisférico
de cada cérebro de ratos foram avaliados analisando.?*?
alteragoes de coloracao do cloreto de trifeniltetrozélio (TTC)
nos ganglios basais e cortex, que sao as localizagdes do niicleo
isquémico neste modelo. Além disso, todos os animais foram
pesados todos os dias durante o periodo de estudo usando
uma escala digital. As concentragoes de glicose no sangue
foram monitoradas antes da injegdo de STZ, na 62 hora apés
a injecao de STZ, no 32 dia apé6s a injecao de STZ e ap6s o
sacrificio dos ratos.

Avaliacao do volume de infarto

Os volumes de infarto foram calculados usando segoes
cerebrais tingidas com TTC, conforme descrito anteriormente.’
Ap6s o sacrificio, os cérebros foram removidos imediatamente
e cortados em segoes coronais de 2 mm. As amostras foram
entdo incubadas durante 30 min numa solucdo a 2% de TTC
a 37°C e fixadas por imersao em 10% de solugao de formalina
tamponada. Cinco segdes cerebrais por animal foram coradas
com TTC e depois fotografadas. Os volumes de infarto cerebral
foram avaliados utilizando o programa de andlise de imagem
do Adobe Photoshop CS5 estendido (versao 12.1).

Homogeneizacao de tecidos

O ventriculo esquerdo foi cortado em pedagos
adequadamente pequenos para analise (300 mg) e colocado
em tubos de microcentrifugado, lavado 3x com 1 ml de
PBS e aspirado. Foram utilizadas pérolas de ago inoxidavel
(mistura de 1,6 mm) para homogeneizagao com tampao de
lise NP-40 (Tris-Cl 2 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, glicerol a
10% e NP-40 a 0,2% mais um coquetel inibidor de protease).
Apds a homogeneizagdo, os homogeneizados foram
centrifugados a 19,700 x g durante 30 minutos a + 4°C.
O sobrenadante foi usado como amostra de proteina.

Medicao do estado do oxidante total

O nivel de TOS do miocérdio foi medido usando um
novo método automatizado desenvolvido por Erel.?
Os oxidantes presentes numa amostra oxidam o fon ferroso de
um complexo de o-dianisidina para fon férrico. A oxidacao é
aumentada pelo glicerol, que é abundante no meio de reacao,
e o fon férrico forma um complexo colorido com laranja
xilenol em condigbes acidas. A intensidade da cor, que pode
ser medida por espectrofotometria, esta associada ao nivel
total de oxidantes presentes. O perdxido de hidrogénio é
usado para calibrar o ensaio e os resultados sao expressos em
termos de micromoles de peréxido de hidrogénio equivalente
por litro (mmol H,0O, equiv./l).

Medicao do estado antioxidante total

O nivel de TAS do miocérdio foi medido usando outro
método inovador automatizado desenvolvido por Erel.?
Envolve a produgdo do radical hidroxilo, que é um potente
reagente biolégico. Uma solugdo de fons ferrosos (Reagente
1) é misturada com perdxido de hidrogénio (Reagente 2).
Os radicais produzidos pelo radical hidroxilo, incluindo o
catidqo do radical dianisidinilo marrom, também sao potentes
em termos biolégicos. Assim, é possivel medir a capacidade
antioxidante de uma amostra em termos de inibicdo de
reagOes de radicais livres iniciadas pela produgdo do radical
hidroxilo. A variagdo nos dados de ensaio é muito baixa
(menos de 3%) e os resultados sao expressos como mmol
Trolox equiv./l. Os resultados foram dados para 1 mg de
proteina total em tecido.

Medicao do indice de estresse oxidativo (OSI)

O nivel de OSI foi a relacao do TOS-miocardico e o TAS
miocardico, mas os valores de TAS foram alterados para mmol/.
Cada Osl foi calculado da seguinte forma: OSI (unidades
arbitrarias) = TOS (mmol H,0./l) / TAS (mmol Trolox/l).?*

Analise histopatolégica

O ventriculo esquerdo também foi avaliado para
analise histopatolégica. As segoes foram coradas com os
métodos de hematoxilina-eosina e tricromo de Masson.
Usamos hematoxilina-eosina para deteccao rotineira de
alteragoes patoldgicas, incluindo necrose, congestionamento
e infiltragdo. O método tricromico de Masson foi escolhido
para determinar a fibrose no miocardio, se houver. As secbes
foram examinadas e marcadas por um observador que era
cego a identificagao dos grupos usando um microscopio Nikon
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Eclipse i5 com cdmera Nikon DS-Filc e sistemas de andlise de
imagem Nikon NIS Elements versao 4.0 (Nikon Instruments
Inc., Téquio, Japao). O dano do miocérdio foi avaliado em
termos de necrose, congestionamento e infiltracao de células
mononucleares. Cada dado foi classificado como: 0: ausente,
1: minimo, 2: moderado, 3: dano severo.

Western Blot

A proteina de membrana total foi extraida das amostras de
tecido homogeneizado do modo seguinte. Os tecidos cardiacos
de todos os grupos foram homogeneizados em tampao de lise
(Tris-Cl 2 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, glicerol a 10% e coquetel
inibidor de protease NP-40 + 0,2%) durante 30 min em gelo.
Em seguida, os homogeneizados foram centrifugados (Beckman
Coulter, Krefeld, Alemanha) a 19,700 x g durante 10 min a
4° C, e o sobrenadante final foi utilizado como proteina de
membrana total. As amostras de gel foram feitas adicionando
100 ul de tampao de amostra de Laemmli contendo 2% de
SDS (Santa Cruz, Paso Robles, CA) a uma proteina total de
10 mg. A concentracdo de proteina foi medida usando o
método de Bradford, foram carregados 40 microgramas de
proteina total de cada amostra em um gel de electroforese
de poliacrilamida de poliéster de sédio a 8% a 12% (PAGE)
para separagao. A proteina separada foi transferida para uma
membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF) (Millipore,
Billerica, MA). Ap6s a incubagao em 5% de leite desnatado
durante 2 h a temperatura ambiente para bloquear a ligagao
nao especifica, a membrana de PVDF foi feita reagir durante
16 h a 4° C. Os anticorpos monoclonais de coelho anti-rato
caspase 3, Bax e Bcl-2 foram adquiridos da Sigma -Aldrich
(St. Louis, MO, EUA). Todos os anticorpos foram diluidos 1:
1000 em solugdo salina tamponada com Tris mais Tween
20 (TBST: Tris HCl 20 mM, NaCl 137 mM e Tween-20 a 0,1%,
pH 7,6) contendo% 5 de leite em p6 desnatado. A membrana
foi entao lavada com solucdo salina tamponada com tris mais
Tween (TBST: Tris HCl 20 mM, NaCl 137 mM e Tween-20
a 0,1%, pH 7,6) trés vezes durante 10 minutos cada vez e
incubadas com peroxidase de rabano (HRP) - Anticorpos de
IgG anti-coelho marcados diluidos 1: 5000 em TBS contendo
5% de leite desnatado (Santa Cruz). Finalmente, a membrana
de PVDF foi lavada trés vezes com TBST por 10 min cada vez,
feita reagir com o substrato de transferéncia Western Pierce
ECL (Thermo Scientific) e visualizada utilizando o Fussion Fx7
Imaging System (Vilber Lourmat SA, Franca). O anticorpo da
B-actina (Santa Cruz) foi utilizado como um controle de carga.
Para andlise semiquantitativa, as escalas de cinza das bandas
Caspase-3, Bax, Bcl-2 e B-actina foram medidas usando o
software Image J. A proporcao de Caspase 3, Bax, Bcl-2 para
B-actina foi calculada.

Analise estatistica

A normalidade de todos os dados foi testada com o
teste Kolmogorov-Smirnov D. Uma vez que eles foram
normalmente distribuidos (teste Kolmogorov-Smirnov D,
p = 0,05), o teste ANOVA paramétrico (post-hoc: HSD de
Tukey) foi utilizado para comparagoes mltiplas. As medidas
continuas sdo expressas como média e desvio padrao
(média = 2SD) para cada grupo. Os valores de p < 0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Todas
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as analises estatisticas e graficos de barras foram realizadas
com SPSS 20.0 (IBM, Nova York, EUA), MS Office Excel e
Graph Pad Prism 6.

Resultados

Avaliacao dos parametros de estresse oxidativo

O valor de TAS miocardico médio mais baixo foi detectado
em 0,96 = 0,15 (média = 2SD) do grupo STZ + MCAo,
enquanto os valores mais altos foram medidos como
1,58 £0,56 e 1,57 = 0,88 nos grupos sham e IPreC + MCAo,
respectivamente. A inducdo de lesdo por reperfusao de
isquemia diminuiu significativamente o TAS miocérdico em
todos os grupos relacionados quando comparado aos grupos
sham e IPreC (p = 0,003 e p = 0,042, respectivamente).
Além disso, o pré-condicionamento isquémico aumentou
significativamente o valor médio de TAS do miocardio
ap6s lesao de isquemia-reperfusdo em ratos nao-diabéticos
(IPreC + MCAo versus MCAo (1,07 = 0,30), p = 0,008),
enquanto o efeito protetor ndo apareceu em ratos diabéticos
(STZ + MCAo + IPreC (1,13 + 0,50) versus STZ + MCAo
(0,96 + 0,30), p > 0,05).

Os niveis médios de TOS do miocardio dos grupos
STZ e MCAo foram 12,79 = 1,12 e 12,74 = 1,54,
respectivamente. Assim, esses niveis de grupos IPreC
(11,17 = 1,26) e sham (11,05 = 1,56) foram semelhantes.
O resultado pode indicar que o pré-condicionamento
isquémico nao excede o limiar de danos nos tecidos.
Além disso, um estudo clinico relatou que o diabetes pode
prevenir o pré-condicionamento isquémico. Em contraste,
descobrimos que o pré-condicionamento isquémico reduziu
a capacidade oxidante em ratos diabéticos (STZ vs. IPreC
+ STZ (11,62 = 1,74), p = 0,036). Da mesma forma, o
IPreC reduziu significativamente o nivel médio de TOS
miocardico em ratos diabéticos e nao diabéticos submetidos
a oclusao da artéria cerebral média (MCAo vs. IPreC + MCAo
(10,96 = 1,72), p < 0,001; STZ + MCAo0 (12,81 * 1,46) vs.
STZ + MCAo + IPreC (12,33 = 0,58), p = 0,04).

Em todos os grupos de estudo, o maior valor do OSI, que
é determinado com base na relagado miocardica TOS/TAS, foi
detectado como 12,15 = 4,26 e 13,61 £ 5,28 nos grupos
MCAo e STZ + MCAo, respectivamente. Tanto os ratos
diabéticos como os nao diabéticos que foram induzidos por
lesdo de isquemia-reperfusao, demonstraram significativamente
valores inferiores de OSI ap6s IPreC, em comparagao com os
nao relacionados a IPreC (MCAo vs. IPreC + MCAo, p = .005
e STZ + MCAo vs. STZ + IPreC + MCAo, p = 0,037).

Os niveis médios de estado antioxidante total do miocardio
(TAS, Figura 1A), estado de oxidagdo total (TOS, Figura 1B) e
indice de estresse oxidativo calculado (OSI: TOS/TAS, Figura 2)
para todos os grupos sao mostrados em graficos de barras.

Histopatologia do miocardio

A arquitetura histolégica dos tecidos cardiacos do
grupo IPreC foi semelhante a do grupo sham (Figura 3 (1)).
Os tecidos cardiacos de grupos isquémicos e diabéticos
apresentaram alteragdes histopatolégicas graves, incluindo
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Figura 1 — Nivel médio de TAS do miocardio (estado antioxidante total) e TOS (estado do oxidante total) em todos os grupos. (* p <0,05 versus grupo MCAo,
np < 0,05 vs. STZ + grupo MCAo, dp < 0,05 vs. grupo STZ. ANOVA unidirecional, teste HSD de Tukey pds-hoc. (STZ, diabéticos induzidos por Estreptozotocina, IPreC,

Pré-condicionamento isquémico, MCAo, ocluséo da artéria cerebral média).
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Figura 2 - Valores médios de OSI (indice de estresse oxidativo) em todos os grupos. (* p < 0,05 versus grupo MCAo, np < 0,05 vs. STZ + grupo MCAo, op < 0,05
vs. grupo STZ. ANOVA unidirecional, teste HSD de Tukey pés-hoc. (STZ, diabéticos induzidos por Estreptozotocina, IPreC, Pré-condicionamento isquémico, MCAo,

oclusdo da artéria cerebral média).

congestdo, necrose e infiltragdo de células mononucleares.
O escore médio de congestao (MCS) do tecido miocardico
foi semelhante entre STZ e MCAo (p > 0,05, 2,00 = 1,42,
2,00 = 1,26, respectivamente). O valor médio de
congestionamento miocardico mais alto foi avaliado
no grupo STZ + MCAo (2,50 = 1,10). O IPreC remoto
diminuiu o escore de congestdo miocdrdica nos grupos
IPreC + MCAo (1,85 % 0,76) (Figure 3 (2a)) e STZ + IPreC
+ MCAo (1,87 = 1,78) (Figure 3 (2b)) quando comparados
aos grupos MCAo e STZ + MCAo, respectivamente.

Essas diferencas ndo foram encontradas estatisticamente
significativas entre os grupos (p > 0,05).

As fibrilas necréticas raramente apareceram no tecido
miocérdico de grupos IPreC e sham. O escore de necrose
média (MNS) do miocérdio no grupo IPreC foi registrado
como 2,00 = 1,26. Esse escore nao foi encontrada
significativamente diferente da do grupo sham (p > 0,05).
Diabetes e isquemia causaram necrose coagulativa extensa
ao longo do parénquima cardiaco, em comparagao com
o grupo sham (p = 0,001, p < 0,001, respectivamente).
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Figura 3 - (1) Visdo histolégica normal das miofibrilas cardiacas no grupo IPreC. (Segéo longitudinal, Coloragdo de Masson Trichrome, ampliagéo: 40X). (2) Congestao
nos grupos IPreC + MCAo (A) e STZ + IPreC + MCAo (B). Viséo geral da miofibrila é aparéncia quase normal. (Sec¢éo longitudinal, A. H-E, coloragéo B. Coloragdo Masson
Trichrome, ampliagdo: 20X). (3) As areas coradas eosinofilicas mostram miofibrilas necréticas que séo falta de nucleos (pontas de seta) no grupo STZ. As setas indicam
espacos entre miofibrilas cardiacas. Esses espagos indicam érea necrotica e, provavelmente edema intersticial. (STZ, diabéticos induzidos por Estreptozotocina, IPreC,
pré-condicionamento isquémico, MCAo, ocluséo da artéria cerebral média, segéo transversal, coloragéo H-E, ampliagéo: 20X).

Figura 4 - (a) Congestéo (setas) destruiu miofibrilas no grupo STZ + MCAo. As miofibrilas cardiacas estéo separadas umas das outras, juntamente com a area
congestiva. Essas areas provavelmente parecem ser areas necréticas acompanhadas de edema intersticial. (Segéo transversal, coloragdo H-E, ampliagéo: 20X). (b)
Infiltragéo de células mononucleares, congestéo e edema intersticial em éreas necréticas (setas) destruiu miofibrilas cardiacas no grupo STZ + MCAo (STZ, diabéticos
induzidos por Estreptozotocina, IPreC, pré-condicionamento isquémico, MCAo, ocluséo da artéria cerebral média, segéao longitudinal, coloragao HE, Ampliagéo: 20X).

Ap6s a lesdo de isquemia-reperfusdo em ratos diabéticos,
as fibrilas miocérdicas e os ntcleos de miécitos tornaram-se
pouco visiveis e quase desapareceram (Figura 3 (3)) e os
espacos entre fibrilas miocardicas se tornaram maiores,
provavelmente indicando edema intersticial (Figura 4 (b)).
O MNS mais alto foi detectado como 2,66 = 1,04 no grupo
STZ + MCAo. Mais uma vez, existem diferencas consistentes
entre os grupos IPreC + MCAo e STZ + IPreC + MCAo e os
grupos MCAo e STZ + MCAo quanto ao escore de necrose
média (p < 0,001, para ambos).

A infiltracdo de células mononucleares foi observada
principalmente em torno das areas necréticas acompanhadas
de edema intersticial em grupos isquémicos, incluindo MCAo
e STZ + MCAo (Figura 4 (b)). Os valores médios de infiltracdo
mais altos (MIS) foram registrados no grupo MCAo e
STZ + MCAo. Ainfiltracao destruiu severamente as miofibrilas
e degenerou o miocardio nos grupos MCAo (Figura 5A) e
STZ + MCAo (Figura 5B). O pré-condicionamento isquémico
remoto reduziu a infiltragdo de células mononucleares no
parénquima miocardico ap6s MCAo em ratos diabéticos
e nao-diabéticos em comparagdo com controles nao
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pré-condicionados (MCAo (2,16 = 1,5) vs. IPreC + MCAo
(0,57 = 0,46), p = 0,013 e STZ + MCAo (2,83 = 0,82)
vs. STZ + IPreC + MCAo (1,57 = 1,06), p < 0,001).
Entre os grupos STZ, IPreC e STZ + IPreC, ndo houve
diferencga significativa em relacdo ao MIS (p > 0,05).
Como resultado, induzir estimulos de pré-condicionamento
isquémico remoto abaixo do limiar de dano, poderia reprimir
aresposta inflamatéria e oxidativa celular a lesdes isquémicas
e diabetes, o que poderia prevenir lesdes cardiacas remotas.
Os escores de lesdes do miocdrdio como escore médio
de congestao, escore de necrose média e escore médio
de infiltragao de células mononucleares para todos os
grupos de estudo sdo mostrados na Figura 6 (a), 6 (b) e
6 (c), respectivamente.

Analise Western Blot

No grupo MCAo, a relacao Bax/Bcl2 foi de 1,18 = 0,26,
e essa proporgao foi encontrada como 0,72 + 0,3 no grupo
IPreC (p = 0,026) e 0,09 %= 0,06 no grupo sham (p < 0,001).
Relagdo Bax/Bcl2 marcadamente reduzida no grupo IPreC
+ MCAo em comparagao com o grupo MCAo (p < 0,001).
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Figura 5 — A) Miocardio degenerado causado por infiltragéo de células mononucleares (setas) no grupo MCAo. B) Miodegeneragdo severa com edema intersticial,
necrose (setas) e congestéo (pontas de seta), no grupo STZ + MCAo. (STZ, diabéticos induzidos por Estreptozotocina, IPreC, pré-condicionamento isquémico, MCAo,
oclusdo da artéria cerebral média, se¢éo longitudinal, coloragéo H-E, ampliagéo: 10X).
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Figura 6 — A) Escore médio do congestionamento em todos os grupos. (* p < 0,05 versus grupo MCAo, #p < 0,05 vs. STZ + grupo MCAo, dp < 0,05 vs. grupo STZ.
B) Escore médio de necrose em todos 0s grupos. (*p < 0,05 vs. MCAo group, #p < 0,05 vs. STZ + grupo MCAo. C) Escore médio de infiltragao de células mononucleares
em todos os grupos. (* p < 0,05 vs. MCAo grupo, #p < 0,05 vs. STZ + grupo MCAo (ANOVA unidirecional, HSD Tukey pés-hoc Teste STZ, diabéticos induzidos por
estreptozotocina, IPreC, pré-condicionamento isquémico, MCAo, ocluséo da artéria cerebral média).
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O nivel de Caspase 3 foi maior no grupo MCAo
(1,29 = 0,12) em comparagdo com os grupos sham
(0,35 = 0,06) e IPreC (0,82 = 0,30) (p < 0,001).
Portanto, esse nivel foi menor no grupo IPreC + MCAo
(0,52 £ 0,02, p < 0,001). IPreC suprimiu o progresso da
apoptose em ratos isquémicos nao-diabéticos.

A apoptose do miocardio foi severamente induzida
pela diabetes em todos os grupos de estudo com diabetes,
incluindo os grupos STZ, STZ + IPreC, STZ + MCAo e STZ
+ IPreC + MCAo. A maior relacdo de Bax/Bcl2 e os niveis
de proteina da caspase 3 foram detectados nesses grupos.
A diabetes isolada principalmente induziu a morte das células
apoptéticas através de protefnas ativadas Bax e Caspase-3
e suprimiu a atividade de Bcl-2. O pré-condicionamento
nao mostrou nenhum efeito protetor contra a apoptose em
grupos diabéticos. A andlise de Western blots e a razao média
de Bax/Bcl-2 e os niveis de caspase 3 de todos os grupos sao
mostrados na Figura 7 e 8, respectivamente.

Pré-condicionamento isquémico reduz o volume total
de infarto

Nado observamos nenhuma drea de infarto nas secoes
cerebrais tingidas com TTC dos grupos STZ, Sham, IPreC
e STZ + IPreC. O pré-condicionamento isquémico antes
da isquemia cerebral reduziu significativamente o tamanho
do infarto em comparagdo com os demais grupos [IPreC +
MCAo0 (27,26 = 20,04 mm?) vs. MCAo (109,07 = 30,56 mm?)
p < 0,001; STZ + IPreC + MCAo (38,70 = 19,18 mm?) vs.
STZ + MCAo (165,87 = 82 mm?) p < 0,001, respectivamente].
Além disso, detectamos que o pré-condicionamento
isquémico poderia melhorar a lesao isquémica em diabetes
[STZ + IPreC + MCAo vs. MCAo p < 0,001].

Discussao

Distarbios cardiovasculares, incluindo hipertensao,
arritmias cardfacas, liberacdo de biomarcadores de lesao
cardiaca e disfuncao ventricular esquerda sao observados
principalmente apés varios tipos de lesao cerebral, como
trauma, acidente vascular cerebral isquémico e hemorragia
subaracnéidea.'2%?” A lesdo cardiaca neurogénica aumenta
o risco de mortalidade e morbidade.?*** A lesdo neurolégica
afeta o tecido cardiaco através da inflamacao e da
liberacdo da catecolamina. Ambas causam morte de
células cardiacas.’® Diabetes é um importante fator de
risco modificavel para acidentes vasculares cerebrais,
especialmente acidentes vasculares cerebrais isquémicos.
Foi afirmado em estudos anteriores que a hiperglicemia
também causou cardiomiopatia e resultou em similares
complicagbes cardiovasculares com isquemia.”% 2

A resposta precoce das células do miocardio contra a
hiperglicemia é a morte de células cardiacas.” Dois tipos de
morte celular, incluindo necrose e apoptose, sao detectados
em cardiomidcitos de animais diabéticos.*’ A necrose é
uma morte celular descontrolada em resposta ao estresse
oxidativo. Isso provoca deplegao de ATP e muda rapidamente
a integridade da membrana plasmatica, que acompanha
a inflamacao e danifica seriamente ndo apenas as células
relacionadas, mas também células vizinhas.>*3* No presente
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estudo, tentamos avaliar lesdes cardiacas remotas apds oclusao
cerebral média em ratos diabéticos. Observamos extensas dreas
necréticas no miocdrdio de grupos STZ e MCAo, especialmente
em grupos STZ + MCAo. Além disso, inflamacao e edema
foram vistos em torno das 4reas necréticas desses grupos.
O maior escore necrético médio foi detectado no grupo
STZ + MCAo em comparacao com outros grupos (p < 0,05).
O IPREC é eficaz na reducao do dano cardiaco induzido por
MCAo por supressao da morte celular necrética. Os escores
mais baixos foram registrados em grupos pré-condicionados
isquémicos remotos. No entanto, os escores médios de necrose
dos grupos STZ e STZ + IPreC foram quase similares entre si.
Podemos relatar que o pré-condicionamento isquémico remoto
diminui a taxa de necrose induzida pela isquemia, mesmo que
induzir a diabetes suprima o efeito protetor.

A possivel explicagao para o resultado pode ser a ativagao
do sistema de defesa antioxidante. O estresse oxidativo é
um determinante primério de les6es cerebrais e miocardicas
durante a reperfusao/isquemia cerebral e miocardica em
pacientes com diabetes mellitus.”'? Os diabéticos e os
modelos animais experimentais induzidos por STZ apresentam
alto estresse oxidativo devido a disfuncao de células B
resultante em toxicidade de glicose; por isso a atividade do
sistema de defesa antioxidante é danificada pelo diabetes.”"*
TAS, TOS e OSl sao amplamente utilizados em estudos para
determinar a atividade de estresse oxidativo. TOS indica a
concentragao de todos os radicais oxidantes livres causados
por diabetes e isquemia contra dano oxidativo. Por outro
lado, o TAS é um marcador importante para determinar as
atividades do sistema de defesa antioxidante contra danos
celulares.” No presente estudo, os niveis de TOS foram bem
maiores em grupos induzidos por MCAo e STZ comparados
com grupos sham e IPreC, enquanto que os niveis TAS
mais baixos foram detectados nesses grupos (p < 0,001).
Observamos que a OSI foi mais alta em grupos diabéticos e
isquémicos em comparacao com os grupos IPreC (p < 0,001).
O IPreC inibiu o estresse oxidativo em ratos diabéticos e nao
diabéticos. O TAS miocérdico foi notadamente ativado pelo
pré-condicionamento em grupos diabéticos e isquémicos.

Os escores histopatolégicos de outros parametros,
incluindo congestao e infiltracao celular também diminuiram
nos grupos IPreC + MCAo e STZ + IPreC + MCAo.
IPreC melhorou as alterages histopatolégicas em grupos
diabéticos e isquémicos.

Em contraste com a necrose, a apoptose é uma morte
celular programada fisiologicamente, remove apenas células
danificadas sem provocar inflamagao e danificar outras células
vizinhas.**>* Estudos experimentais e baseados em humanos
mostraram que a apoptose do miocérdio aumenta o diabetes
e o diabetes induzido por STZ.3%3% Assim, os midcitos cardiacos
do miocérdio diabético sao mais vulneraveis a apoptose do
que os nao diabéticos.’”? A apoptose dos miécitos cardiacos
é comumente vista em vdrias doencas cardiovasculares,
incluindo cardiomiopatia diabética, infarto do miocardio,
lesdao por isquemia/reperfusdao.** O pré-condicionamento
é um mecanismo protetor contra a lesdo organica induzida
por isquemia/reperfusao. O pré-condicionamento isquémico
reduz acentuadamente a fragmentagdo do DNA e a morte
celular apoptética em midcitos.”’ O equilibrio nas proteinas
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Figura 7 — A) Anélise Western blot das proteinas Bax e Bcl 2 em tecidos cardiacos de todos os grupos. B) Relagdo média dos niveis de Bax / Bcl 2 em todos 0s grupos.

(*p < 0,05 versus grupo MCAo, grupo #p < 0,05 vs. STZ + MCAo, dp < 0,05 vs. grupo STZ. ANOVA de sentido tnico, teste HSD de Tukey pés-hoc. (STZ, diabéticos
induzidos por Estreptozotocina; IPreC, isquémico Pré-condicionamento, MCAo, ocluséo da artéria cerebral média).

A

21 kDa — —— — C— w— Bax

20KkDa  — — — —

— . B -2

2100 S M A S S S S .

6 #d
4
N
@
= d
[21]
2
#
*d
0 le=s -

SN N NN
‘{53 é\/\/ ()V“o Q& ()V“ QVS) (,Vg Q@Q"
) N AN ,\}@ G@ Qx@ A

é\ é\ N\ Q\Q’
,\}\ N
&

B

Figura 8 — A) Anélise de Western Blot da proteina Caspase 3 nos tecidos cardiacos de todos os grupos. B) Niveis médios de Caspase 3 em todos os grupos. (*p < 0,05

vs. grupo MCAo, #p < 0,05 vs. STZ + grupo MCAo, dp < 0,05 vs. grupo STZ. ANOVA unidirecional, teste HSD post-hoc de Tukey. (STZ, diabéticos induzidos por
Estreptozotocina, IPreC, Pré-condicionamento isquémico, oclusdo da MCAo, artéria cerebral média)
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pré-apoptoticas Bax e anti-apoptdticas Bcl-2 regulam a via
de morte celular mitocondrial.**#' Bcl-2 é importante na
sobrevivéncia celular através da supressdao da morte celular
apoptética e protege os midcitos cardiacos contra varios
fatores de estresse. Por outro lado, o Bax é ativado pelo
estresse oxidativo e a superexpressao da protefna Bax provoca
a morte celular apoptética.** Caspase-3 desempenha um
papel fundamental na execugdo da apoptose, a ativacao
da caspase-3 sozinha foi suficiente para causar morte
celular no musculo cardiaco.* A ativagao da Caspase-3 esta
principalmente envolvida na morte celular apoptética induzida
pela hiperglicemia no miocardio."" O IPreC inibe a apoptose
alterando o equilibrio entre as proteinas pré-apoptéticas e
anti-apoptdticas e inibindo a atividade da caspase.**** Em nosso
estudo, descobrimos que o pré-condicionamento isquémico
remoto diminuiu a relagdo Bax/Bcl2 e a atividade da caspase
3 apos lesdo por isquemia-reperfusao (Grupo IPreC + MCAo
vs. MCAo, p < 0,001). Por isso, o indice de lesdo miocardica
em ratos diabéticos induzidos por STZ foi detectado tao alto
como nos ratos MCAo. Ao contrério dos ratos nao-diabéticos,
a IPreC remota ndo desempenhou um papel na inibigdo da
morte celular apoptética em ratos diabéticos.

Conclusao

Como conclusdo, o pré-condicionamento isquémico
cerebral atenua a lesao miocdrdica através da melhora dos
achados histolégicos e ativando o mecanismo antioxidante
e induzindo atividade anti-apoptética em ratos diabéticos.
O pré-condicionamento também tem efeito anti-apoptdtico
em ratos nao-diabéticos, enquanto que nao tem o mesmo
efeito em ratos diabéticos. Podemos sugerir que a razao é
que o processo de pré-condicionamento foi aplicado ap6s a
injegao de Estreptozotocina, portanto a apoptose ja foi induzida
pelo diabetes antes do processo de pré-condicionamento.
Como resultado, poderiamos assumir que o IPreC remoto pode
nao ter mostrado efeito protetor contra a apoptose em ratos
diabéticos. Mais estudos experimentais poderiam ser feitos para
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