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Experimental myocardial infarction and increased oxidative stress in the rat diaphragm
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RESUMO

Objetivo: Este é um estudo experimental que visa a avaliar o efeito da insuficiéncia cardiaca no estresse oxidativo em diafragma de ratos.
Meétodos: O modelo de infarto do miocardio por ligadura da artéria coronaria esquerda foi utilizado para desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca. No 42° dia apds a ligadura corondria, os animais foram mortos e tiveram o diafragma retirado e homogeneizado. O estresse
oxidativo foi avaliado em homogeneizados de diafragma através de medidas de lipoperoxidacdo e de ensaios de atividade enzimatica
antioxidante: catalase, glutationa peroxidase (enzimas que reduzem o peréxido de hidrogénio & dgua) e superoxido dismutase (enzima
antioxidante que reduz o superdxido a perdxido de hidrogénio). Resultados: Os resultados encontrados foram os seguintes: o modelo de
ligadura de artéria coronaria esquerda foi efetivo em gerar insuficiéncia cardiaca, com area média de infarto de 39% da area do ventriculo
esquerdo; a lipoperoxidacgdo estava 217% aumentada no diafragma dos animais infartados em relagio aos controles; a atividade antioxidante
da catalase estava reduzida em 77% e a da glutationa peroxidase em 20%, em compara¢do com o grupo controle; o infarto néo alterou
a atividade enzimatica da superdxido dismutase. Conclusdo: Os resultados sugerem a presenca de estresse oxidativo no musculo diafragmatico
em animais submetidos a ligadura da artéria coronaria esquerda.
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ABSTRACT

Objective: To use an experimental model to evaluate the effect of heart failure on oxidative stress in the rat diaphragm. Methods: The
model of myocardial infarction was developed through left coronary artery ligation. On day 42 after coronary artery ligation, the animals
were killed, after which the diaphragms were collected and homogenized. Oxidative stress was evaluated in diaphragm homogenates through
measurement of lipid peroxidation and assays of the activity of antioxidant enzymes, including catalase and glutathione peroxidase (enzymes
that reduce hydrogen peroxide to water), as well as superoxide dismutase (an antioxidant enzyme that reduces superoxide anions to
hydrogen peroxide). Results: The coronary artery ligation model was found to be effective in causing heart failure. In the animals submitted
to coronary artery ligation, the mean infarcted area of the left ventricle was 39%. Lipid peroxidation was 217% greater in the diaphragms
of ligated animals than in those of controls. The activity of catalase and glutathione peroxidase was 77% and 20% lower, respectively, in
study rats than in control rats. Infarction did not modify superoxide dismutase activity. Conclusion: The results suggest that left coronary
artery ligation results in oxidative stress in the diaphragm.
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INTRODUCAOQ

As doencas cardiovasculares representam as
principais causas de morbidade e de mortalidade
do mundo.!"? A insuficiéncia cardiaca é respon-
savel por pelo menos 20% das internagdes entre
pacientes com mais de 65 anos, sendo que esse
indice tem mostrado um perfil crescente.”)

Os principais sintomas da insuficiéncia cardia-
ca sao dispnéia, fadiga e diminuicdo de forca mus-
cular. Esses sintomas podem limitar a tolerancia
ao exercicio, levando a congestdo pulmonar e ao
edema periférico. Os mecanismos relacionados a
intolerancia ao exercicio em pacientes com insufi-
ciéncia cardiaca ndo estdo totalmente definidos.“-®
No entanto, uma das hipdteses para a diminuicio
de forca muscular ¢ o aumento do dano oxidati-
vo, promovido por hipoxemia relacionada a redu-
¢do de aporte sangiiineo,” uma vez que a estru-
tura e a funcdo das membranas celulares sdo afe-
tadas, resultando em disfungio celular.®19

Com base nesses dados, ¢ possivel supor que a
insuficiéncia cardiaca seja capaz de produzir a re-
ducio do aporte sangiiineo ao diafragma, aumen-
tando, assim, o estresse oxidativo nesse musculo.

No presente estudo, induzimos insuficiéncia car-
diaca em ratos por meio de infarto do miocardio
experimental e examinamos o perfil oxidativo dia-
fragmatico e alteracdes na atividade de enzimas an-
tioxidantes.

METODOS

Foram utilizados ratos Wistar (n = 7, por gru-
po), fornecidos pelo Biotério do Instituto de Cién-
cias Basicas da Saude da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, de acordo com o Comité Inter-
nacional de Cuidado ao Uso de Animais."'? Qs
ratos tiveram acesso livre a racdo e a agua, e fo-
ram mantidos em ciclos claro-escuro de 12 h e
temperatura entre 20 e 25°C. Os animais foram
divididos em dois grupos experimentais: grupo
infarto, com animais submetidos a cirurgia de li-
gadura da corondria esquerda, e grupo controle,
com animais que sofreram cirurgia ficticia. O mé-
todo utilizado para produzir infarto do miocardio
foi baseado no de Pfeffer, com pequenas modifi-
cacgdes.™ Os animais foram anestesiados com que-
tamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg), via in-
traperitoneal.

Apds 42 dias da ligadura da coronaria esquer-
da, os animais foram pesados e sacrificados por
deslocamento cervical. Diafragma, coragdo, pul-
mades e figado foram imediatamente removidos. O
diafragma foi homogeneizado (UltraTurrax, Stau-
fen, Alemanha) (5 mL/g de tecido) a 4°C com KCl
1,15% (p/v), 15pL de Triton X-100 10% e fluore-
to de fenilmetil sulfonil (100 mmol/L), na propor-
cdo de 10 pL de KCI para inibir a atividade de
proteases na amostra. A mistura foi centrifugada
por 20 min (0 - 4°C) a 3.000 rpm (Sorval RC 5B-
rotor SM24, Du Pont Instruments, USA), e o so-
brenadante foi coletado e congelado a - 80°C para
medidas de estresse oxidativo.!"?

0 coracio foi pesado e os ventriculos foram
dissecados. A presenca de infarto foi facilmente
confirmada macroscopicamente pela visualizagido da
cicatriz na regido antero-lateral do ventriculo es-
querdo. A drea de infarto foi calculada e apresenta-
da como percentagem da superficie endocardica
do ventriculo esquerdo coberta por cicatriz."® Ape-
nas coragdes com area de infarto superior a 25%
da area ventricular esquerda foram incluidos no
estudo. O indice de hipertrofia cardiaca foi obtido
pela razdo entre a massa do cora¢fio e a massa cor-
poral total do animal (mg/g de peso corporal). Foi
também calculada essa razdo em relacdo a massa
do ventriculo direito (hipertrofia de ventriculo di-
reito) e a massa do ventriculo esquerdo (hipertrofia
de ventriculo esquerdo).

Com relagdo a congestdo pulmonar e hepatica,
para obtencéao das relacdes peso umido/peso seco
dos pulmoes e do figado, os 6rgdos foram remo-
vidos e liberados de tecidos aderentes. Em cada
caso, os tecidos foram pesados e colocados em
estufa a 70°C até peso constante.

A lipoperoxidagdo foi estimada pelo método
das substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
Para isso, foram adicionados ao homogeneizado
de diafragma acido tricloroacético (10%) e acido
tiobarbiturico (0,67%) - incubacdo a 100°C por
15 minutos - e foi realizada a leitura da absorban-
cia a 535 nm em espectrofotometro. Os resultados
foram expressos em nmoles por mg de proteina.('?

A atividade da superoxido dismutase, enzima
antioxidante que reduz o radical superdxido a pe-
roxido de hidrogénio, foi determinada em homo-
geneizados de musculo diafragma pela taxa de
inibicdo da reagdo do radical superdxido com o
pirogalol. A atividade da enzima foi expressa em
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U/mg de proteina.!” A atividade da glutationa
peroxidase foi determinada em espectrofotome-
tro, medindo-se a oxidacdo do NADPH a 340 nm
em um meio de reacdo contendo solugdo regula-
dora de fosfatos. A atividade da enzima foi ex-
pressa em nmoles/min/mg de proteina.(® A ativi-
dade da catalase foi medida pela diminuicdo da
absorcdo do perdxido de hidrogénio a 240 nm,
sendo expressa em pmoles/mg de proteina.('?

A concentragio total de proteina das amostras
foi quantificada pelo método de Lowry et al., uti-
lizando-se albumina bovina como padrio.?

Os valores foram expressos como média + erro
padrdo da média. Foi utilizado o teste t de Stu-
dent para comparagdo entre os grupos, sendo con-
sideradas significativas as diferencas para um p <
0,05.

RESULTADOS

A taxa de mortalidade do grupo infarto durante
ou imediatamente apds o procedimento cirurgico foi
de 33%. Outros 2% morreram na segunda semana
apos a cirurgia. A drea média de infarto, promovida
pela ligadura coronaria esquerda, foi de 39% da area
ventricular total (intervalo de confianca 29% - 44%).

Houve diferencas estatisticamente significati-
vas entre os grupos em relacdo aos indices de hi-
pertrofia cardiaca, e hipertrofias ventriculares es-
querda e direita. A Tabela 1 mostra esses indices,
assim como as relagdes peso umido/peso seco para
pulmées e figado, que também estavam aumenta-
das no grupo infarto em relagdo ao controle.

Os resultados relacionados as andlises de es-
tresse oxidativo sdo mostrados na Tabela 2. Esses
resultados indicam que a peroxidacdo lipidica,

TABELA 1

Analise morfométrica nos distintos
grupos experimentais

Grupos
Parametros Controle Infarto
Hipertrofia cardiaca (mg/g) 2,70 + 0,09 3,50 + 0,08 *
Hipertrofia VE (mg/g) 2,20 + 0,07 2,40 + 0,06 *
Hipertrofia VD (mg/g) 0,50 + 0,04 0,90 + 0,10 *
Congestao pulmonar (mg/mg) 1,60 + 0,06 1,80 + 0,02 *
Congestéo hepatica (mg/mg) 0,70 + 0,03 0,90 + 0,04 *

Os valores representam médias + erro padrdo de 7 animais
por grupo. * Diferenca significativa em relacdo ao controle
(p < 0,05). VE: ventriculo esquerdo; VD: ventriculo direito.
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TABELA 2

Pardmetros de estresse oxidativo nos distintos
grupos experimentais

Grupos
Parametros Controle Infarto
TBARS (nmoles/mg prot) 0,29 + 0,06 0,92 + 0,08*
Enzimas antioxidantes
SOD (U /mg prot) 16 + 0,80 15 + 0,70
CAT (pmoles /mg prot) 158+ 3 37 + 6*

62,0 + 3,3"

Os valores representam medias + erro padrdo de 5 - 6 animais
por grupo. * Diferenca significativa em relacdo ao controle
(p < 0,05). TBARS: substancias reativas ao acido
tiobarbiturico; SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase,
GPx: glutationa peroxidase.

GPx (nmoles/min/mg prot) 77,0 + 4,7

avaliada pelo método das substancias reativas ao
acido tiobarbiturico, estava significativamente au-
mentada no grupo infarto em comparacido com o
grupo controle (217%). As atividades da glutatio-
na peroxidase e da catalase estavam 20% e 77%
reduzidas no grupo infarto em relacdo ao grupo
controle, respectivamente. O infarto ndo modifi-
cou a atividade da superdxido dismutase.

DISCUSSAQ

Apo6s um evento isquémico, como o infarto
agudo do miocardio, o tecido cardiaco passa a
sofrer modificacdes que resultam num complexo
de alteracdes envolvendo ndo somente o tecido
infartado, mas todo o coracdo. Para se adaptar a
nova condicdo, a regido isquémica modifica-se
morfologicamente e, apo6s a reacdo inflamatdria
local, as fibras lesadas comecam a ser substituidas
por tecido fibroso, formando a cicatriz.V

Um estudo com técnica semelhante de indu-
cdo de infarto verificou diminuicdo da pressédo sis-
tolica do ventriculo esquerdo e do débito cardia-
co, dados que corroboram nossos achados.®" As-
sim, o desenvolvimento de hipertrofia cardiaca,
bem como de congestdo pulmonar e hepatica po-
dem ser resultantes de uma alteracdo da mecanica
cardiaca e diminuicdo do débito.

A congestdo pulmonar aumenta o esfor¢o da
musculatura ventilatoria. Além disso, neste estudo,
pelo menor débito cardiaco houve provavelmente
menor aporte sangiiineo para o diafragma. Dessa
forma, produzimos uma sobrecarga na musculatu-
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ra ventilatoria, pois a funcdo diafragmatica é criti-
camente dependente de uma circulagdo sangiiinea
adequada a fim de que haja oxigénio para sua fun-
cdo metabolica e atividade contratil.

Um estudo com fibras diafragmaticas de ratos
mostrou um aumento da producdo de espécies
ativas de oxigénio quando submetidas a situacdo
hipoxémica.'”” Em um estudo semelhante, que
analisou fibras do musculo diafragma de 81 ratos
Wistar, foi demonstrada reducdo da forca de con-
tracdo da musculatura estriada e também aumen-
to da producio de espécies ativas de oxigénio sob
condicoes de hipoxemia.??

Em nosso estudo, observou-se um aumento sig-
nificativo dos niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbiturico nos homogeneizados de diafragma dos
animais com ligadura de coronaria, quando compa-
rados com o grupo controle, o que sugere um au-
mento do dano oxidativo nesse tecido. Também se
observou uma redugdo de atividade das enzimas
catalase e glutationa peroxidase nos homogeneiza-
dos de diafragma desses animais, quando compara-
dos com os controles. Estes dados, aumento da li-
poperoxidacdo e diminuicdo da atividade de enzi-
mas antioxidantes, representam uma situagao de es-
tresse oxidativo.

As enzimas antioxidantes tém papel fundamental
na protecdo do organismo, pois constituem a pri-
meira linha de defesa contra as espécies ativas de
oxigénio.® Estudos tém demonstrado que ha ativi-
dade enzimatica diminuida em tecidos submetidos a
situacdes isquémicas®?* e que o aumento na con-
centracdo de algumas dessas espécies ativas de oxi-
génio, como o radical superdxido e o perdxido de
hidrogénio, pode inibir a atividade enzimatica.®®

Assim, sugerimos que o desequilibrio encon-
trado na atividade enzimatica do musculo diafrag-
ma, neste estudo, € conseqiiente as condicdes sis-
témicas geradas pelo infarto do miocardio.

0 aumento nos niveis de substancias reativas
ao acido tiobarbiturico denota um maior dano oxi-
dativo lipidico. Esse dano promove perda da capa-
cidade de manutencio do equilibrio homeostatico
celular e faz com que funcdes vitais das células
sejam prejudicadas. Dentre elas, a diminuicdo da
fungido das mitocondrias. A medida que a membra-
na mitocondrial ¢ lesada, ha perda da capacidade
de transporte de oxigénio.?” Este mecanismo leva,
em situacdes de alta demanda, a uma adaptacgédo
metabdlica de menor producido de energia, refle-

tindo na piora da contratilidade muscular.?®

Alguns autores descreveram modificagdes fisio-
logicas em diafragmas sob condicdes isquémicas.
Nessas condi¢des, a adaptacdo deve-se ao aumento
de fibras do tipo 1lb, tipicamente de contracéo rapi-
da, porém com menor capacidade oxidativa.?”2)

O infarto do miocardio aumentou o dano oxi-
dativo, bem como diminuiu a atividade das enzi-
mas antioxidantes no musculo diafragma. Estraté-
gias que consigam modular o estresse oxidativo,
através de adaptacdes do sistema antioxidante,
como a pratica de exercicio fisico com intensida-
de, freqiiéncia e duracdo adequadas, podem re-
presentar melhora do desempenho dessa muscu-
latura quando submetida a danos isquémicos.
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