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Resumo

Fundamento: o tabagismo apresenta importante papel sobre as doencas cardiovasculares, entretanto permanecem pouco
compreendidos os motivos pelos quais alguns seres humanos as desenvolvem e outros nao.

Objetivo: nosso objetivo foi analisar o perfil redox do coracao de diferentes linhagens de camundongos apés exposicao a
fumaca de cigarro.

Métodos: camundongos machos suigos (n = 10), C3H (n = 10), BALB/c (n = 10) e C57BL/6 (n = 10) foram expostos a fumaca
de cigarro (12 cigarros/dia), enquanto os respectivos controles (n = 10) ao ar ambiente por 60 dias. Apds sacrificio, o coracao
foi retirado para analises bioquimicas.

Resultados: embora o conteiido de malondialdeido nao tenha aumentado em nenhum grupo, a atividade da catalase diminuiu
no grupo suico (p < 0,05), BALB/c (p < 0,05) quando comparados aos respectivos grupos-controle, enquanto a mieloperoxidase
diminuiu no grupo C3H (p < 0,05) e C57BL/6 (p < 0,001) quando comparados aos respectivos grupos controle. O contetiido de
glutationa reduzida diminuiu nos grupos suico, C3H, C57BL/6 (p < 0,05) e no grupo BALB/c (p < 0,001) quando comparados com
os respectivos controles. Observamos aumento do contetido da glutationa oxidada no grupo Suico (p < 0,05) e diminuicao nos
grupos C3H (p < 0,05) e BALB/c (p < 0,001) quando comparados aos respectivos grupos-controle. A razao glutationa reduzida/
glutationa oxidada apresentou redugao nos grupos suico e C57BL/6 (p < 0.05) quando comparados aos grupos controle.

Conclusao: o background genético nos camundongos pode influenciar na resposta antioxidante apds a exposicao a fumaca
de cigarro e parece ser um fator determinante para o desequilibrio redox no suico e C57BL/6. Compreender as respostas
antioxidantes e do background genético C3H e BALB/c podem fornecer importantes informagoes quanto a resisténcia cardiaca
a fumacga de cigarro. (Arq Bras Cardiol. 2013;100(2):157-163)
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Abstract

Background: Smoking plays an important role in cardiovascular diseases. However, the reasons why some individuals develop those diseases and
others do not remain to be explained.

Objective: This study aimed at assessing the redox profile of the heart of different mouse strains after exposure to cigarette smoke.

Methods: Male mice of the Swiss (n = 10), C3H (n = 10), BALB/c (n = 10) and C57BL/6 (n = 10) strains were exposed to cigarette smoke (12
cigarettes/day), while their respective controls (n = 10) were exposed to ambient air for 60 days. After being euthanized, their heart was removed for
biochemical analyses.

Results: Although the malondialdehyde content did not increase in any of the groups, catalase activity decreased in the Swiss (p < 0.05) and BALB/c
(p < 0.05) strain mice as compared with their respective control groups, while myeloperoxidase decreased in the C3H (p < 0.05) and C57BL/6 (p
< 0.001) strain mice as compared with their respective control groups. The reduced glutathione content decreased in the Swiss, C3H, C57BL/6 (p <
0.05) and BALB/c (p < 0,001) strain mice as compared with their respective control groups. Regarding reduced glutathione content, an increase was
observed in the Swiss strain mice (p < 0.05), while a decrease was observed in the C3H (p < 0.05) and BALB/c (p < 0.001) strain mice as compared
with their respective control groups. The reduced glutathione/reduced glutathione ratio showed a reduction in the Swiss and C57BL/6 (p < 0.05) strain
mice as compared with their respective control groups.

Conclusion: The genetic background of mice can influence the antioxidant response after exposure to cigarette smoke and seems to be
a determinant factor for redox imbalance in Swiss and C57BL/6 strain mice. Understanding antioxidant responses and genetic background
of C3H and BALB/c strain mice might provide important information regarding cardiac resistance to cigarette smoke. (Arq Bras Cardiol.
2013;100(2):157-163)
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Introducao

A fumaga de cigarro, uma mistura composta por mais
de 4.700 substancias', predispoe a doengas pulmonares?
e cardiovasculares®, como a doenca arterial periférica e
infarto do miocardio®. O habito de fumar aumenta o risco
para essas doengas’. A fumaga de cigarro é uma das fontes
exdgenas de radicais livres como espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (ERO e ERN, respectivamente). Esses
oxidantes desempenham um importante papel na regulagao
da homeostasia celular, entretanto participam na patogénese
de diversas doencas cardiovasculares®. As ERO advindas da
exposicao a fumaca de cigarro (EFC) possuem a capacidade
de iniciar uma cadeia de reagdes quimicas que levam a
alteragdes irreversiveis resultando em disfuncdo celular e
citotoxicidade’. Para impedir a evolugdo dos danos celulares
existe um organizado sistema antioxidante e detoxificador
formado por antioxidantes enzimaticos (superéxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidase) e ndo enzimdticos (glutationa
reduzida e oxidada)®. Entretanto, sob condi¢oes de excesso de
agentes oxidantes e/ou deficiéncia do sistema protetor, havera
diminuigdo da atividade da catalase (CAT) e desequilibrio
entre o consumo de glutationa reduzida (GSH) e a producao
de glutationa oxidada (GSSG), o que caracteriza o estresse
oxidativo®.- Em situagoes em que o sistema de oxirredugao
estd integro, haverda recuperacao da GSH. A andlise indireta
do estresse oxidativo feita por meio da atividade de enzimas
antioxidantes como CAT, concentragao de tripeptideos como
a GSH e GSSG e de peroxidases como mieloperoxidase
(MPO) podem fornecer informages importantes sobre o
desequilibrio redox e para terapias futuras.

Estudos sugerem que a EFC nas diferentes linhagens
camundongo pode comprometer o processo de cicatrizagdo
de feridas da pele’'". Orgaos de diferentes linhagens de
camundongos apresentam respostas ao estresse oxidativo
induzido por fumaca de cigarro. Um estudo demonstrou
que camundongos C57BL/6 e BALB/c sao as melhores
escolhas como modelo experimental para investigar as
respostas oxidativas da fumaca de cigarro no figado e
pulméo, e as linhagens C3H e C57BL/6 no cérebro'.
Entretanto, as respostas oxidativas no coragao nas diferentes
linhagens de camundongos apés a EFC permanecem pouco
esclarecidas. Desse modo, esse conhecimento pode favorecer
a compreensao dos motivos pelos quais alguns seres humanos
desenvolvem doencas cardiovasculares e outros ndo ao serem
tabagistas. Nosso objetivo foi investigar o perfil redox do
coragao de camundongos Suigos, C3H, BALB/c e C57BL/6
em resposta a EFC.

Métodos

Animais

Foram utilizados camundongos suigos, C3H, BALB/c
e C57BL/6 machos (20 animais/linhagem), oito semanas,
acondicionados em grupos de dez animais/caixa, com
temperatura e umidade controladas (21 = 2°C, 50 = 10%,
respectivamente), submetidos aos ciclos invertidos claro/
escuro de 12 h (luzes artificiais, 19 h-7 h) e exaustao 15 min/h
no Departamento de Histologia e Embriologia (DHE). Os
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animais foram separados em um grupo que foi submetido
exposicao a fumaga de cigarro (grupo EFC — 10 animais/
linhagem) e outro grupo-controle exposto ao ar ambiente
(grupo CTR — 10 animais/linhagem) por 60 dias.

Os protocolos de manuseio e experimentagdo seguiram o
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals publicado
pelo US National Institutes of Health (publicagao n2 85-23,
revisado em 1985). Esse projeto foi aprovado pela Comissao
de Etica para trabalhos com animais de experimentacao —
IBRAG — UER].

Exposicao a Fumaca de Cigarro (EFC)

Durante 60 dias por meio da utilizagao de uma camara de
inalagao de fumaca de cigarro, cada grupo EFC foi exposto a
12 cigarros comerciais por dia, trés vezes ao dia. Cada cigarro
foi acoplado a uma seringa de 60 ml que depois de insuflada a
fumaga foi expelida na camara de inalagao. O procedimento
de insuflar e desinsuflar terminam com a queima do cigarro
até o seu tergo final que dura em média trés minutos. Cada
cigarro gera, aproximadamente, um litro de fumaga que
foi diluido em 30 litros presentes na cdmara, gerando uma
concentragdo de 3% para inalacdo durante um total de seis
minutos por cigarro. Apés esse periodo, a camara foi aberta
para total exaustao da fumaga, proporcionando aos animais
contato com o ar ambiente por um minuto, e, entdo, o
procedimento foi repetido com os cigarros restantes. Durante
todo o periodo de experimento, os animais receberam a ragao
padrao balanceada e dgua ad libitum.

Apbs os 60 dias de EFC ou ao ar ambiente, os animais
foram sacrificados por meio de deslocamento cervical e, em
seguida, foi realizado uma incisao sagital no térax do animal
para retirada do coragao.

Processamento tecidual

O coragao foi adicionado ao tubo de hemdlise com
1 ml de tampao (KPE), e homogeneizado por meio de
um homogeneizador de tecidos (Nova Técnica, SP, Brasil),
onde o movimento de trituragdo foi repetido 10 vezes
possibilitando a centrifugagdo diferencial. Em seguida as
amostras homogeneizadas foram centrifugadas a 7.500 rpm
por 10 minutos (FANEM®, SP, Brasil), o sobrenadante foi
colhido e armazenado a 4 °C para andlise biogquimica e o
pellet descartado.

Determinacao do contetido de Mieloperoxidase (MPO)

O contetido da mieloperoxidase (MPO), enzima liberada
por neutrdfilos, que participa da via antioxidante, por degradar
elementos danosos como o peréxido de hidrogénio, foi extraido
através da adigdo de HTBA (hexadecyltrimethylammonium
bromide) e TMB (3,3",5,5’ tetramethylbenzidine). O tecido foi
homogeneizado com 1 ml de HTAB (5 a 50 mg de tecido) ou
para as amostras provenientes de fluidos corporais adicionar
em tubo com amostra (100 ul) + HTAB (900 ul). Em seguida
as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 11.000 RPM
(14.000 g), refrigerado a 4 °C, o sobrenadante foi coletado e as
absorvancias foram determinadas a 650 nm usando um leitor
de placa ELISA (modelo 550, Bio-Rad, Hercules, CA, EUA).
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Andlise das substancias reativas ao acido tiobarbittrico
(TBARS)

Como indice de dano oxidativo, foi utilizada a formacao
de TBARS durante uma reacao de aquecimento acido como
descrito por Draper'. As amostras de homogeneizados de
pulmao foram misturados com 1 mL de acido tricloroacético
(TCA) 10% e 1 mL de 4cido tiobarbitdrico (TBA) 0,67% e foram
aquecidas em banho-maria por 1 hora. Niveis de TBARS foram
determinados por absorbancia a 532 nm e expressas como
equivalentes de malondialdeido (MDA nM/mg de proteina).

Ensaios da catalase (CAT), glutationa reduzida (GSH) e
oxidada (GSSG)

A atividade da CAT (U/mg de proteina) foi mensurada em
resposta a quantidade de H,O, e lida em um comprimento
de onda de 240 nm (14). Aliquotas de homogeneizado
foram tratadas com dacido sulfossalicilico na proporcao de
1:1, a fim de retirar os debris celulares. O sobrenadante
foi utilizado nos ensaios de GSH e GSSG. A dosagem de
GSH é um método ciclico, pois a GSH reage com o &cido
ditionitrobenzéico (DTNB) formando um conjugado (GSH-TNB)
e um anion (TNB). Em seguida, o conjugado reage com o GSH
remanescente, formando GSSG e TNB, o qual foi mensurado
por espectrofotometria (412 nm). Toda GSSG presente na
amostra € convertida a GSH, pela acao da glutationa redutase
(GSH-Rd), e 0 consumo de NADPH. A taxa de produgao de TNB
é entdao mensurada, por um método cinético, e é proporcional a
concentragao inicial de GSH na amostra. A GSSG foi mensurada
em amostras tratadas com vinilpiridina, a fim de impedir a

conversao ciclica da GSH em GSSC. O método de dosagem de
GSSG, também é cinético e se baseia no consumo de NADPH
pela glutationa redutase na reacao de redugao da GSSG a GSH.
A GSH reage entao com o DTNB gerando o TNB, que foi entao
mensurado espectrofotometricamente (412 nm)'.

Analise Estatistica

A normalidade de todos os dados foi testada por meio do
teste de Kolmogorv-Smirnov. Os dados foram expressos em
média =+ erro-padrao da média. As analises dos dados foram
realizadas pelo teste de varidncia One-way Anova seguido
pelo pés-teste de Bonferroni, em que foram considerados
estatisticamente significativos valores de p < 0.05. O software
GraphPad InStat foi usado para analise da performance
estatistica (GraphPad InStat version 3.00 for Windows 95,
GraphPad Software Inc.; San Diego, CA, USA).

Resultados

EFC nao altera o contetido de Malondialdeido (MDA) no
coracao

Com o objetivo de caracterizar o estresse oxidativo em
nosso modelo de EFC, analisamos o dano oxidativo mensurado
por meio do TBARS (MDA). Em relagao ao contetido de
MDA nas diferentes linhagens de camundongos EFC, nossos
resultados mostraram que ndo houve aumento do MDA
equivalente no grupo EFC das linhagens quando comparados
aos grupos CTR (Figura 1).

MDA (nM/mg ptn)

Suico C3H

mCTR
m|FC

C57BL/6

BALB/c

Figura 1 - Efeito da exposi¢do a fumaga de cigarro sobre a concentragéo de malondialdeido (MDA) no coragéo das diferentes linhagens de camundongos. Equivalente
de MDA (nM/mg proteina) mensurado por meio do método das substéncias reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS — thiobarbituric acid reactive substances). Resultados
do grupo exposi¢ao a fumaga de cigarro (EFC) comparado com o grupo-controle (CTR) por linhagem. Os valores séo expressos em média + SEM e analisados pelo
teste de varidncia One-way Anova seguido pelo pos-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura significam *p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001.
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EFC diminui a atividade da catalase (CAT) e
Mieloperoxidase (MPO) no coracao

Em relagdo a atividade dos antioxidantes nas diferentes
linhagens de camundongos EFC, foi observado que atividade
da CAT diminuiu nos grupos suigo (p < 0,05), BALB/c
(p < 0,05) quando comparados aos respectivos grupos CTR,
enquanto a MPO diminuiu no grupo C3H (p < 0,05) e
C57BL/6 (p < 0,001) quando comparados aos respectivos
grupos CTR (Figura 2A e 2B).

EFC induz reducao da razao GSH/GSSG no coragao de
camundongos suicos e C57BL/6

O contetdo de GSH diminuiu nos grupos suigo, C3H,
C57BL/6 (p < 0,05) e no grupo BALB/c (p < 0,001) apds
EFC quando comparado com os respectivos CTR (Figura 3A).
Ap6s a EFC, foi observado aumento do contetido da GSSG
no grupo suigo (p < 0,05) e diminui¢do nos grupos C3H
(p < 0,05) e BALB/c (p < 0,001), quando comparado aos
respectivos grupos CTR (figura 3B). A razao GSH/GSSG
apresentou redugdo nos grupos suico e C57BL/6 EFC (p
< 0,05) quando comparada aos grupos CTR (Figura 3C).

Discussao

O remodelamento cardiaco é decorrente das alteragdes
geométricas e volumétricas do coragdo em resposta a
agressao miocdrdica’. O estresse oxidativo advém do
desequilibrio entre oxidantes e antioxidantes, e o dano
oxidativo é causado por esse desequilibrio que modifica
as macromoléculas celulares, levando a morte celular
por apoptose ou necrose'®. Um estudo experimental
mostrou que a exposigdo crénica ao mondéxido de
carbono aumentou a expressdo génica de endotelina-1
e induziu hipertrofia cardiaca'’. A hipertrofia ventricular
foi reconhecida como agente importante no processo de
remodelamento, pois estudos anteriores confirmam que a

EFC foi seguida pelo aumento no tamanho do ventriculo
esquerdo em ratos'®. Trinta dias de EFC sdo suficientes para
comprometer a fungao ventricular'. Entretanto, a EFC por
quatro meses provoca a dilatacao ventricular associada a
reducdo da funcgao sistélica.

A sobrecarga pressérica ocasiona estresse oxidativo e a
inflamacao no sistema cardiovascular®. O dano oxidativo no
sistema cardiovascular é analisado por meio da peroxidagao
lipidica, oxidagao de proteinas e pelo dano ao DNA?'. Por mais
de trinta anos, as substancias reativas ao acido tiobarbittrico
(TBARS), como o malondialdeido (MDA), sao utilizadas como
importante marcador de peroxidacao lipidica??. Apesar de
camundongos C57BL/6 e BALB/c terem sido descritos como
animais propensos a dano oxidativo nos pulmées, ap6s um
longo prazo da EFC'?, os parametros oxidativos seguintes a
EFC observados no presente estudo mostraram uma tendéncia
de resisténcia ao dano oxidativo cardiaco nessas linhagens.
Cerca de 80% dos estudos encontram aumento significativo de
MDA em fumantes comparado a nao fumantes, entretanto tal
resultado ndo é unanimidade?'?*. Investigagoes relacionando a
dose-dependéncia da EFC com o contetido de MDA mostraram
aumento significativo de acordo com a dose didria de cigarros.
Em um estudo, 298 individuos saudaveis foram divididos
em ndo fumantes, fumantes (< 30 cigarros/dia) e fumantes
(> 30 cigarros/dia), os resultados mostraram uma alta relagao
entre a EFC e o contetido de MDA no plasma (p < 0,0001)*. Em
outra investigagao com 130 voluntdrios saudaveis divididos em
fumantes leves (< 10 cigarros/dia), moderados (11-20 cigarros/
dia) e fumantes pesados (> 20 cigarros/dia) mostrou que o
contetido de MDA aumentou em todos os grupos fumantes
comparados ao nao fumante no plasma (p < 0,05, p < 0,001
e p < 0,001, respectivamente)®.

A catalase é uma hemoproteina citoplasmética que
catalisa a reducao do H,0, a H,O e O,%, sendo localizada
em peroxissomos de cardiomiécitos?®. Em camundongos
transgénicos em que s6 hd catalase isolada dos outros
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Figura 2 - Efeito da exposi¢édo a fumaga de cigarro sobre a atividade enzimatica da catalase (CAT) e mieloperoxidase (MPO) no coragéo das diferentes linhagens
de camundongos. (A) atividade da catalase (U/mg proteina) e (B) da mieloperoxidase (mU/mg proteina) nos grupos exposicéo a fumaga de cigarro (EFC) comparado
com grupo-controle (CTR) por linhagem. Os valores s&o expressos em média = SEM e analisados pelo teste de varidncia One-way Anova seguido pelo pés-teste de
Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura significam *p < 0,05; *p < 0,01 e ***p < 0,001.
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Figura 3 - Efeito da exposi¢ao a fumaga de cigarro sobre o contetido de glutationa (GSH) e glutationa oxidada (GSSG) no coragao das diferentes linhagens de camundongos.
(A) contetido de GSH (nM/mg proteina), (3B) contetido de glutationa oxidada (nM/mg proteina) e (3C) razdo GSH/GSSG nos grupo exposicdo a fumaga de cigarro
(EFC) comparado com grupo-controle (CTR) por linhagem. Os valores s@o expressos em média + SEM e analisados pelo teste de variancia One-way Anova seguido
pelo pds-teste de Bonferroni (p < 0,05). Os simbolos na figura significam *p < 0,05; **p < 0,01 e ***p < 0,001.

componentes antioxidantes, observou-se que a enzima é
constitutiva e expressa em diferentes quantidades no coragao
e que ao administrar doxorrubicina, o aumento da atividade
da catalase aumenta de 60 a 100 vezes protegendo o
coragao da toxicidade?. A atividade da catalase aumentada
provoca resisténcia a isquemia e reperfusao*®. Nossos
resultados mostraram que a catalase diminuiu nos grupos
EFC das linhagens suico e BALB/c. Os camundongos BALB/c
sao resistentes a doengas cardiovasculares induzidas por
dieta aterosclerética, entretanto sao sensiveis a doencas
imunolégicas e inflamatérias®’.

A nicotina é capaz de ativar células polimorfonucleares
(PMN) com aumento da produgao de IL-8 por neutrdfilos.
Os PMN contribuem significativamente para a iniciagao e
progressao de inflamagao vascular em fumantes, em que a
mieloperoxidase (MPO) contribui para o desenvolvimento e
progressao de doengas cardiovasculares®>. O contetido de
MPO, uma enzima derivada de neutréfilos que catalisa a
formagao de numerosas ERO, € significativamente elevado em
fumantes em comparagao aos nao fumantes*. Os macréfagos
utilizam NADPH oxidase para produzir O,  que, ao sofrer
dismutagao, forma H,O,; logo a MPO catalisa reagdes com
H,O, para gerar oxidantes citotéxicos mais potentes como
acido hipocloroso (HOCI) e radical tirosil, sendo a nica
enzima humana capaz de gerar HOCI**. Nossos resultados

mostraram uma diminuicdo da MPO nos grupos EFC das
linhagens C3H e C57BL/6. Os camundongos C57BL/6 sao
suscetiveis as lesdes induzidas pela dieta. Quando alimentados
com uma dieta aterogénica (1,25% de colesterol, 0,5% de
acido célico e 15% de gordura) por 14 semanas desenvolvem
les6es ateroscleréticas da aorta®.

A MPO esta relacionada com ativagdo da cascata
de proteases. A inativagao oxidativa de inibidores de
proteases como o-1-antitripsina e inibidores teciduais
de metaloproteinases (TIMPs) associado a ativagdo das
proelastases e MMPs, afetam o remodelamento cardiaco
e a estabilidade de placas ateroscleréticas. Em estudo
com ratos nulos para MPO (MPO”) com infarto agudo do
miocardio (IAM), os animais apresentaram diminuigdo do
infiltrado leucocitdrio, a dilatagao ventricular e preservagao
a funcao sistélica®. Os aldeidos derivados da oxidagao de
aminoacidos comuns, catalisada pela MPO, representam um
mecanismo rapido e relevante para a geragao de espécies
citotoxicas em sitios inflamatérios®. Um estudo observou
um aumento de aldeidos em tecidos pés-infartados de ratos
selvagens em relacdo aos MPO”, apontando claramente para
o papel da MPO na formacao dessas espécies™.

A GSH detoxifica agentes quimicos e elimina produtos
da peroxidagao lipidica®-*°. Apés exposicdao da GSH
ao agente oxidante, ocorre sua oxidagao a GSSG. Na
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inativagao de um agente oxidante ocorre produgao de
GSSG e deplegao de GSH. A recuperacdao da GSH é
feita pela enzima GSH-Rd, uma etapa essencial para
manter integro o sistema de protecdo celular*®. Em nossos
resultados houve diminuigao da GSH em todas as linhagens
EFC. Nossos resultados sugerem que GSH-Rd recuperou
a GSH nos grupos EFC das linhagens C3H e BALB/c
comparados ao CTR, visto que ha também diminuicao
da GSSG nesses grupos. Entretanto, observamos que a
GSSG nos grupos EFC do suigo manteve-se aumentada.
Em situagdes em que o sistema de oxirreducao esta
integro, havera recuperagao da GSH. Nossos resultados
mostraram que a razao GSH e GSSG diminuiu nos grupos
EFC das linhagens suigo e C57BL/6, logo as duas linhagens
desenvolveram estresse oxidativo.

Conclusoes

Os resultados apresentados colocam o estresse oxidativo
como ponto a ser considerado nas diferentes populagoes que
apresentam doengas cardiovasculares e abre uma nova discussao
sobre a relacao entre o perfil genético e o desequilibrio redox
nos modelos experimentais de EFC.
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