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Quantificacao de Dano em DNA em Diferentes Tecidos em Ratos
com Insuficiéncia Cardiaca

Quantification of DNA Damage in Different Tissues in Rats with Heart Failure
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Resumo

Fundamento: A insuficiéncia cardiaca cronica (ICC) é uma sindrome complexa que compreende alteracées estruturais
e funcionais no coracao, mantendo demanda sanguinea adequada a todos os tecidos. Poucas investigacoes procuraram
avaliar o dano oxidativo ao DNA na ICC.

Objetivo: Quantificar o dano ao DNA utilizando o ensaio cometa no ventriculo esquerdo (VE), pulmdes, diafragma,
gastrocnémio e séleo em ratos com ICC.

Métodos: Doze ratos Wistar machos (300 a 330 g) foram selecionados para o estudo: placebo (n = 6) e ICC (n = 6).
Os animais foram submetidos a infarto do miocardio através de ligadura da artéria coronaria esquerda. Apds seis
semanas, os animais foram sacrificados. Foi realizada uma suspensao celular dos tecidos. O ensaio cometa foi realizado
para avaliar as quebras de fita simples e dupla no DNA. Nivel de significancia (p) < 0,05.

Resultados: O grupo ICC apresentou maiores valores de pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE),
congestao pulmonar, hipertrofia cardiaca e menores valores de derivados maximos positivos e negativos da pressao do
VE, pressao sistélica do VE (p < 0,05). O grupo ICC apresentou maior dano ao DNA (% de DNA da cauda, momento da
cauda e momento da cauda de Olive) em comparacao ao placebo (p < 0,001). O tecido com maior dano foi o séleo,
comparado ao VE e ao gastrocnémio no grupo ICC (p < 0,05).

Conclusao: Nossos resultados indicam que a ICC afeta todos os tecidos, de maneira central e periférica, sendo mais
afetada no misculo esquelético (séleo) e esta positivamente correlacionada com a disfuncao do VE. (Arq Bras Cardiol.
2020; 114(2):234-242)

Palavras-chave: Insuficiéncia Cardiaca; Ratos; Ratos Endogamicos; Distribuicao Tecidual; Dano ao DNA; Ensaio Cometa.

Abstract

Background: Chronic heart failure (CHF) is a complex syndrome which comprises structural and functional alterations in the heart in maintaining
the adequate blood demand to all tissues. Few investigations sought to evaluate oxidative DNA damage in CHF.

gs, diaphragm, gastrocnemius and soleus in rats with CHF.

Objective: To quantify the DNA damage using the comet assay in left ventricle (LV), lung

Methods: Twelve male Wistar rats (300 to 330 g) were selected for the study: Sham (n = 6) and CHF (n = 6). The animals underwent myocardial
infarction by the ligation of the left coronary artery. After six weeks, the animals were euthanized. It was performed a cell suspension of the
tissues. The comet assay was performed to evaluate single and double strand breaks in DNA. Significance level (p) considered < 0.05.
Results: The CHF group showed higher values of left ventricle end-diastolic pressure (LVEDP), pulmonary congestion, cardiac hypertrophy
and lower values of maximal positive and negative derivatives of LV pressure, LV systolic pressure (p < 0.05). CHF group showed higher DNA
damage (% tail DNA, tail moment and Olive tail moment) compared to Sham (p < 0.001). The tissue with the highest damage was the soleus,
compared to LV and gastrocnemius in CHF group (p < 0.05).

Conclusion: Our results indicates that the CHF affects all tissues, both centrally and peripherically, being more affected in skeletal muscle
(soleus) and is positively correlated with LV dysfunction. (Arq Bras Cardiol. 2020; 114(2):234-242)
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Introducao

A insuficiéncia cardiaca é uma sindrome complexa que
caracteriza anomalias estruturais e funcionais do coragao na
manutencdo da demanda sanguinea adequada. A insuficiéncia
cardiaca cronica (ICC) afeta aproximadamente 1 a 2% da
populagao de paises desenvolvidos e sua prevaléncia aumenta
pelo menos 10% em adultos idosos." Uma das causas mais
comuns de insuficiéncia cardiaca é o infarto do miocardio
(IM), que induz a remodelagao cardiaca patolégica.?

Essa sindrome ndo afeta apenas o coragdo, mas também
outros 6rgaos, como pulmoes e musculos esqueléticos.® A ICC
é caracterizada por alteragdes na mecanica ventilatéria que
prejudicam a captagao e o suprimento de oxigénio aos sistemas.
A hipoperfusao, que é sustentada por uma disfungao ventricular
em um ciclo vicioso, induz estresse oxidativo na maioria dos
tecidos.* O estresse oxidativo € um estado em que a célula esta
em desequilibrio oxidativo, formando espécies mais reativas que
sua capacidade neutralizadora.> Foi proposto em outro estudo
que biomarcadores do estresse oxidativo, como a concentracao
de malondialdeido e acido trico, poderiam esclarecer a extensao
do dano oxidativo e orientar o tratamento em pacientes com ICC.°

Como as espécies reativas de oxigénio (ERO) podem danificar
diferentes biomoléculas, como lipidios, protefnas e DNA,
os danos nos &4cidos nucléicos nao foram consistentemente
investigados na ICC. Um biomarcador que ja foi alvo de
investigagdo é a concentragao de 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina
(8-OHdG).” No entanto, sua medicao reflete o dano oxidativo
em um tipo de lesio de DNA, que nao reflete o dano total
na hélice do DNA. Para isso, ensaios toxicol6gicos, como o
cometa, nunca foram testados na ICC, com o objetivo de avaliar
o dano global ao DNA em diferentes tecidos. Essa técnica é
amplamente utilizada em estudos toxicoldgicos e é considerada
consistente, sensivel e altamente reproduzivel.?

O ensaio do cometa mede diretamente a extensdao do
dano ao DNA, constituido por quebras de fita simples e
dupla do DNA.° Esse método permite sua medida no sangue
e em todos os tecidos de interesse, expandindo a analise de
danos locais e sua correlagdio com parametros fisiolégicos
e funcionais.’® Na insuficiéncia cardiaca, ainda nao esta
claro como a incapacidade da insuficiéncia cardiaca pode
afetar diferentes estruturas além do sistema cardiovascular,
principalmente no dano ao DNA. Como na ICC existe um
cendrio de dano oxidativo sistémico em fungao da cronicidade
da sindrome, o objetivo deste estudo foi avaliar o dano ao
DNA em diferentes tecidos, como o ventriculo esquerdo, os
pulmées e os mdsculos esqueléticos (diafragma, gastrocnémio
e s6leo) em ratos afetados pela doenga.

Métodos

Animais

Foram selecionados 12 ratos machos Wistar (100 dias de
idade, de 300 a 330 g) da Unidade de Melhoramento Animal
da Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre
(UFCSPA, Brasil). Os animais foram alojados em grupos de trés
animais por gaiola, que receberam comida e agua ad libitum
em uma sala especifica mantida a 22°C sob um ciclo claro e
escuro de 12:12 horas.

O manejo dos animais obedeceu a Lei n? 11.794, de
08/08/2008, Lein26.899, de 15/07/2009, e a Resolugdo n2 879,
de 15/02/2008 (CFMV), além de outras disposigdes aplicaveis
ao uso de animais para pesquisa. O experimento cumpriu as
resolugdes do Conselho Nacional de Experimentacao Animal,
o Cuia para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério
(Instituto de Recursos Animais de Laboratério, Academia
Nacional de Ciéncias, Washington, D.C., 1996), bem como
dos Principios Eticos em Experimentagao Animal do Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
Este estudo foi aprovado por CEUA/UFCSPA, sob o niimero
de protocolo 114/13.

Inducao de Infarto do Miocardio (IM)

Os animais foram anestesiados com xilazina (12 mg/kgip) e
cetamina (90 mg/kg ip), intubados e ventilados artificialmente.
Foi realizada a ligadura da artéria coronaria esquerda.
As operagdes placebo foram realizadas conforme descrito
em outro estudo." Apds as cirurgias, os animais receberam
uma injecdo de cetoprofano (5,4 mg/kg ip) a cada 6 horas —
completando 48 horas — e penicilina (70.000 unidades/ml ip).
As cirurgias foram realizadas por um cirurgido. A taxa de
mortalidade pés-operatéria foi de 15%. Apés a inducao do
IM, foram designadas 6 semanas de recuperagdo, necessarias
para os animais desenvolverem ICC. Foram utilizadas diferentes
varidveis para caracterizar e documentar a insuficiéncia cardiaca
desenvolvida por esses animais, como presenca de trombos
atriais esquerdos, derrames toracicos, congestao pulmonar,
hipertrofia ventricular esquerda e direita do peso corporal.'

Insuficiéncia Cardiaca

Os animais que apresentaram pressao diastélica final do
ventriculo esquerdo (PDFVE) maior que 15,0 mmHg, aumento
da razdo peso ventricular direito/peso corporal (> 0,8 mg/g) e
presencga de congestao pulmonar foram considerados positivos
para ICC.">

Avaliacao Hemodinamica

Ap6és a sexta semana, os animais foram anestesiados
com xilazina (12 mg/kg i.p.) e cetamina (90 mg/kg i.p.).
Um cateter de polietileno (PE-50) foi colocado na artéria
carétida direita. A pressao arterial foi registrada e o cateter
foi posicionado no ventriculo esquerdo para realizar o
registro da pressao ventricular. Os dados foram registrados
por um transdutor de pressao (strain gauge, Narco Biosystem
Miniature Pulse Transducer RP-155, Houston, Texas, EUA),
acoplado a um amplificador de pressao. Os sinais analégicos
de pressao foram digitalizados por um sistema de aquisigao
de dados (CODAS-Data Acquisition System, Akron,
Ohio, EUA) com uma taxa de amostragem de 2.000 Hz.
Esses dados foram utilizados para determinar a pressao
arterial diastdlica (PAD), a pressdo arterial sistdlica (PAS), a
pressdo arterial média (PAM), a frequéncia cardiaca (FC), a
pressao sistélica do ventriculo esquerdo (PSVE), a PDFVE e a
dP/dt méaxima positiva e negativa do ventriculo esquerdo
(+ dP/dt__, -dP/dt__), conforme descrito anteriormente.’
Os animais que apresentaram PDFVE superiora 15 mmHg na
avaliagao hemodinamica foram considerados com disfungao
ventricular esquerda.’
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Coleta de Tecidos

Os animais foram sacrificados por overdose de infusao
intravenosa do pentobarbital anestésico (80 mg/kg i.p.)."®
Depois disso, foram removidos os pulmées, o diafragma, o
gastrocnémio direito, o séleo direito e o coragao. O ventriculo
esquerdo foi separado do ventriculo direito para o ensaio
cometa. Todas as amostras foram armazenadas a —80°C para
analise posterior.

Determinacao de tamanho do infarto, hipertrofia cardiaca
e congestao pulmonar e hepatica

Os coragoes foram removidos e pesados, sem sangue
dentro da camara e sem atrios. O tamanho da area de infarto
foi determinado por planimetria.'” Para avaliar a hipertrofia
cardiaca, a massa de 6rgaos foi expressa como uma proporcao
da massa corporal (massa de tecido/massa corporal - mg/g).'®
Foram considerados ratos que desenvolveram insuficiéncia
cardfaca os animais com hipertrofia ventricular direita (ou
seja, relacdo massa corporal/peso do ventriculo direito
> 0,80 mg/g)."? Para determinar a congestdao pulmonar
e hepitica, os pulmoes e o figado de cada animal foram
removidos, pesados e desidratados (80°C) por 48 horas e depois
pesados novamente para avaliar a porcentagem de 4gua.

Eletroforese em gel de célula tinica (SCGE)

A eletroforese em gel de célula tnica (SCCE) foi realizada
em condigdes alcalinas (pH > 13,0)." Todos os procedimentos
foram realizados evitando qualquer incidéncia direta de luz.
Para o ensaio, uma suspensao celular do tecido (ventriculo
esquerdo, pulmdes, diafragma, gastrocnémio direito e séleo
direito) foi realizada em tampao PBS (pH = 7,40) com
homogeneizagdo manual padrao e suave. Essa etapa exigiu a
observagao da densidade das células que seriam usadas em
cada lamina. A camara de Neubauer foi usada para contar
aproximadamente 7,3 x 10° células/lamina.

A suspensao de células (40 ul) foi adicionada a agarose
de baixo ponto de fusdo (90 ul). Apéds ser misturado
delicadamente, esse material foi cuidadosamente depositado
sobre uma lamina previamente coberta com uma fina camada
de gel de agarose com uma lamela, e mantido em uma camara
Gmida a 4°C por 10 minutos, a fim de garantir ainda mais a
suspensao das células teciduais no gel. Em seguida, a lamela
foi cuidadosamente removida e a ldmina foi condicionada
em uma cubeta vertical contendo solugao de lise por pelo
menos 1 hora a 4°C.

O passo seguinte consistiu no desdobramento das células
por 30 minutos em um tampao alcalino (pH > 10,0).
Posteriormente, foi iniciado o processo de eletroforese, onde
as células lisadas contidas no gel de agarose foram submetidas
a uma voltagem de 25 mV e 300 mA por 15 minutos em
solugdo tampao alcalina (pH > 10,0). Em seguida, a placa foi
neutralizada, corada com nitrato de prata, lavada e mantida
em temperatura ambiente para secagem e analise posterior.
As laminas de cada animal foram feitas em duplicado e
um controle positivo de danos ao DNA com peréxido de
hidrogénio (30 ul/lamina). A andlise foi realizada sob um
microscépio 6ptico com um aumento de 20x, quantificando
o tamanho da cauda do cometa em 50 a 100 células, de

Arq Bras Cardiol. 2020; 114(2):234-242

acordo com os comprimentos, didmetros, raios e dimensées
de cometas individuais. Porcentagens de DNA da cauda,
momento da cauda e momento da cauda de Olive foram
utilizadas como parametros de quantificagao de danos.

Quantificacao de danos no DNA

Todos os parametros apresentados na sessao de resultados
referentes ao SCGE foram calculados pelo software CASP (CASP
Labs®, Pol6nia).?® A porcentagem de DNA na férmula da cauda,
momento da cauda e momento da cauda de Olive esta disponivel
para consulta nos dados complementares. O momento da cauda
é caracterizado como o produto do comprimento da cauda e
a porcentagem de DNA na cauda. O momento da cauda de
Olive, que é outro parametro para dano ao DNA, compreende
o produto da distancia (relativa ao eixo x) entre o centro de
gravidade da cabega e o centro de gravidade da cauda do cometa
e a porcentagem de DNA da cauda.

Tamanho da amostra e analise estatistica

Para uma diferenga minima de 23 unidades arbitrarias
de momento da cauda de + 4 DP foi possivel determinar a
diferenga estatistica minima de dois grupos com trés animais
cada.”’ Em nossa investigagdo, decidimos usar seis animais
em cada grupo. Os dados sao apresentados em média = DP.
O teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi utilizado para
avaliar a distribuicao das varidveis. Para comparagoes entre
0s grupos, um teste t de Student ndo pareado e uma andlise
de variancia bidirecional foram realizados entre os diferentes
tecidos com um teste post hoc de Tukey. Foi considerada uma
significancia de 5%. A analise estatistica foi realizada usando
o SigmaPlot, versdo 12.0 para Windows, e os gréficos foram
criados pelo GraphPad Prism, versao 5.0 para Windows.

Resultados

Parametros Morfologicos

Os animais nao apresentaram diferenga em relagdo a
massa corporal inicial nem a final. Aqueles submetidos a IM
apresentaram area média de infarto de 36%. Foi possivel observar
maior proporcao de massa miocérdica, massa ventricular direita
e esquerda/corpo em relagao ao grupo placebo, indicando
remodelacdo cardiaca em ambos os ventriculos. Em relagdo
a congestdo pulmonar e hepdtica, as taxas mais elevadas da
primeira foram observadas apenas no grupo ICC (Tabela 1).

Parametros Hemodinamicos

Foi observada menor pressdo arterial média no grupo
ICC em comparagao ao grupo placebo. A PAS e a PAD,
bem como a FC, ndo apresentaram diferenca em relagdo ao
grupo controle (Tabela 2). Em relagdo as varidveis de pressao
ventricular, observou-se PSVE e PDFVE maior no grupo ICC,
quando comparado ao grupo placebo (Tabela 2).

Aderivada positiva méxima da pressao ventricular (+dP/dt,_, )
apresentou alteragdes no grupo ICC, apresentando valores
mais baixos, assim como a derivada negativa maxima da
pressao ventricular (-dP/dt__ ), que apresentou valores mais
baixos quando comparados ao grupo controle (Tabela 2).
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Tabela 1 - Massa corporal, caracteristicas morfométricas cardiacas, area infartada e congestao pulmonar e hepatica de ratos de cirurgia

placebo e ratos com disfungao ventricular esquerda

Variaveis Placebo ICC
Massa Corporal Inicial (g) 330,25+ 17,24 328,29 + 18,12
Massa Corporal Final (g) 400,50 + 29,61 356,38 + 32,23
Area Infartada (%) 36,39 + 8,11
MM/BM (mg/g) 2,56 + 0,08 3,29 +0,46*
LV/BM (mg/g) 1,88 £0,21 2,36 £ 0,47*
RV/BM (mg/g) 0,58 +0,12 1,40+ 1,01*
Congestéo Pulmonar (%) 65,67 +9,34 87,31 + 3,36*
Congestéo hepatica (%) 70,46 £ 1,05 71,43 £1,07

Os valores sdo apresentados em média + DP; n = 6 para todos o0s grupos. Placebo: ratos de cirurgia placebo; ICC: ratos com insuficiéncia cardiaca cronica; MM/MC: Relagéo
massa miocardica/massa corporal; VE/MC: relagdo massa ventricular esquerda/massa corporal; VD/MC: relagdo massa ventricular direita/massa corporal. * P < 0,05

comparado ao grupo placebo.

Tabela 2 - Pressao arterial média, diastélica e sistdlica, pressao diastélica final do ventriculo esquerdo, presséo sistélica do ventriculo esquerdo
e alteragdo maxima/minima do ventriculo esquerdo ao longo do tempo de ratos de cirurgia placebo e ratos com disfungéo ventricular esquerda

Variaveis Placebo IcC

PAM (mmHg) 93,01 + 14,70 76,78 + 5,83
PAD (mmHg) 73,54 16,28 67,54 £7,15
PAS (mmHg) 99,75 + 20,91 85,93 + 5,51
Frequéncia cardiaca (bpm) 253,56 + 70,84 24519 + 57,69
PDFVE (mmHg) 5,40 + 2,26 32,55 + 5,32
PSVE (mmHg) 104,24 + 6,03 89,15 + 3,15
+dP/dt_ (mmHgls) 6.264,33 + 1.566,47 4.281,63 + 708,75*
-dP/dt_ (mmHgls) 5.209,63 + 1.274,09 2.823,80 + 540,65*

max

Os valores séo apresentados em média = DP; n = 6 para todos os grupos. Placebo: ratos de cirurgia placebo; ICC: ratos com insuficiéncia cardiaca cronica;
PAM: presséo arterial média; PAD: presséo arterial diastolica; PAS: presséo arterial sistélica; PDFVE: presséo diastélica final do ventriculo esquerdo; PSVE: presséo
sistolica do ventriculo esquerdo; +dP/dt  derivada positiva méxima da presséo ventricular; -dP/dt derivada negatica maxima da presséo ventricular. * P < 0,05

comparado ao grupo placebo.

Parametros de dano ao DNA

Valores mais elevados de dano ao DNA foram observados
em todas as varidveis (% de DNA da cauda, momento da
cauda e momento da cauda de Olive) no grupo ICC, em
todos os tecidos analisados (Tabela 3). O dano ao DNA pode
ser observado na formagdo e frequéncia de cometas nas
células do ventriculo esquerdo, do pulmao, do diafragma,
do gastrocnémio e do séleo (Figura 1).

Apesar de o dano no DNA ser notavelmente maior em
ratos com ICC em todos os tecidos, quando comparado a
outros tecidos na mesma condigao patoldgica, observou-se
maior dano no séleo em relagdo ao gastrocnémio e ao
ventriculo esquerdo no grupo com ICC. A diferenca entre
o dano tecidual ao DNA em animais placebo e os de ICC
pode ser observada na Figura 2.

Discussao

Embora existam algumas investigagbes usando o ensaio
cometa na ICC, até onde sabemos, este é o primeiro estudo a
relatar a extensao total do dano ao DNA em diferentes tecidos
em um modelo experimental de ICC. O principal achado dessa

investigacao é a reprodutibilidade e aplicabilidade da SCGE no
modelo experimental de IM. Animais com ICC demonstraram
maior extensdo de dano ao DNA do que o grupo controle
no coracdo, pulmdes, diafragma e masculos esqueléticos.
Esse achado apoia a principal hipétese de que a ICC afeta a
estabilidade do DNA, ndo localmente, mas sistemicamente.

Considerando que a ICC é uma sindrome complexa, é
essencial investigar a extensao dos danos que a hipoperfusao
pode promover. Foi apresentado um modelo in vivo de
ICC cujo dano era de duas a seis vezes maior do que na
auséncia de insuficiéncia cardiaca. Os animais deste estudo
demonstraram alteragdes tradicionais observaveis na ligadura
do modelo de insuficiéncia cardiaca da artéria coronaria
esquerda em ratos.?** Observou-se PDFVE média acima de
30 mmHg, caracterizando disfungao ventricular."* Além disso,
alteracoes hemodinamicas tradicionais foram observadas em
animais com ICC, como menor PSVE e derivados maximos
positivos e negativos da pressao ventricular. Os parametros
morfolégicos também mostraram alteragées significativas
na hipertrofia ventricular esquerda e direita, bem como
congestao pulmonar. Todos esses parametros (hemodinamicos
e morfoldgicos) caracterizam a presenga de [CC.">2425
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Tabela 3 - Quantificagcdo do DNA em diferentes tecidos de animais e ratos de cirurgia placebo e ratos com insuficiéncia cardiaca crénica

Placebo

ICC

Momento da Cauda

Momento da Cauda

% Cauda DNA Momento da Cauda de Olive % Cauda DNA Momento da Cauda de Olive
Ventriculo esquerdo 7,65+3,35 0,77 £ 0,44 1,37 £ 0,59 33,29 +£7,70* 10,51 + 3,31* 7,04 +1,71*
Pulmdes 17,86 + 3,93 6,76 + 2,59 7,31+2,15 36,20 £5,17* 23,30 £7,25* 19,10 + 4,65*
Diafragma 6,86 + 2,63 1,40 £0,93 1,82£0,79 41,23 £ 13,86 14,06 + 6,51* 9,82 + 3,03
Gastrocnémio 7,63 + 4,66 1,04 £0,88 1,43£0,70 28,07 £ 15,53 8,69 +5,14* 6,17 + 3,53*
Séleo 11,54 £2,46 1,63 £0,96 1,84 +0,76 55,79 + 11,53* 20,90 + 5,32* 12,83 + 3,68

Os valores séo apresentados em média + DP; n = 6 para todos os grupos. Placebo, Ratos de cirurgia placebo; ICC: Ratos com insuficiéncia cardiaca cronica.

*=p < 0,01 versus placebo em relagéo a variavel e seu tecido correspondente.

O método SCGE, realizado em condicbes alcalinas, permite
avaliar os danos no DNA global. O dano observado nos
cometas é formado por rupturas de fita simples e dupla nao
acopladas a cromatina, em fragmentos de DNA.'® A avaliagao
do 8-OHdG em pacientes com ICC foi recentemente
proposta. O 8-OHdG é uma base de purina oxidada, um
dos produtos oxidativos mais frequentes do DNA.?* A maioria
das lesdes no DNA pode se manifestar em quebras de fita
simples e dupla, e ndo apenas em subprodutos oxidativos.
As espécies reativas de oxigénio podem danificar o DNA e
formar bases oxidativas, como a 8-OHdG, a 5-hidroxiuracil,
a 2-hidroxiadenina e a 4,6-diamino-5-formamidopiridina.

Algumas adverténcias devem ser feitas antes de comparar
os resultados medidos por danos no DNA nuclear, como em
nosso estudo, aos resultados obtidos nas concentracoes de
base de purina oxidada. O dano ao DNA medido pelo ensaio
do cometa reflete o dano geral, exceto a medigao de 8-OHdG
que ndo pode afirmar o mesmo.%

Uma metanalise recente demonstrou que oito estudos
avaliaram o dano oxidativo do DNA & lesao especifica do
8-OHdG no DNA. Todas as investigagdes demonstraram
maiores concentragoes de 8-OHdAG em pacientes com ICC.%
A justificativa para concentragbes mais altas de produtos
oxidantes de DNA indica que a maior extensdo de dano
genotéxico contribui grandemente para a oxidacdo do DNA
mitocondrial.*” Os midcitos cardiacos apresentam o maior
contetido de mitocdndrias, o que pode indicar maior formacao
de ERO e contribuir significativamente para a disfungao
mitocondrial. Embora este estudo nédo tenha quantificado a
concentragao de 8-OHdG, consideramos os danos ao DNA
mais amplamente utilizados para avaliar a quebra das cadeias
de DNA. O estudo de Jaenisch et al. ** também desenvolvido
por nosso laboratério, utilizou 0 mesmo método de avaliagao de
danos ao DNA (versao alcalina do ensaio cometa) em animais
com ICC submetidos a treinamento muscular respiratério.
Em relagdo a extensao do dano ao DNA de ratos placebo em
comparagao com ratos com ICC, a porcentagem de DNA na
cauda do cometa foi relativamente semelhante aos resultados
obtidos na investigagdo em células do diafragma.*

Um achado interessante deste estudo foi o maior dano ao
DNA nas células do séleo do que nas do ventriculo esquerdo,
o que corrobora o fato de que, apds IM, o ventriculo se
adapta funcional e morfologicamente e o masculo periférico
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sofre alterages histolégicas e bioquimicas.’'3? A fase aguda
do IM é caracterizada pela necrose dos midcitos cardiacos,
que expande a area de necrose do ventriculo esquerdo nas
horas seguintes, afetando estruturas adjacentes.>* Nesta fase
do IM, a extensao do dano ao DNA é provavelmente maior
do que em qualquer outro tecido, como pode ser observado
em citocinas pré-inflamatérias e mediadores autofagicos.>*3

O fato de os cardiomidcitos apresentarem uma taxa de
renovagdo de aproximadamente 1% em jovens e cerca de
0,45% em idosos*® reforga nossos achados sobre a diferenga
de dano ao DNA entre os tecidos de ratos com ICC.
O ventriculo esquerdo mostra alta adaptabilidade para
modificar sua geometria e capacidade de reparar os principais
produtos oxidativos do DNA. Demonstrou-se que o principal
problema da ICC ndo sdo as alteragdes centrais do coragao,
mas sim que esta também afeta, indiretamente, todos os
outros 6rgaos.>” A complexidade do cenario da ICC, como
remodelacdo cardiaca, alteragcbes na mecanica ventilatéria
e hemodinamica e estado pré-inflamatério sistémico, leva a
formacao de radicais livres de diferentes formas. Esse estado
disfuncional critico estabelece uma condicido de estresse
oxidativo em diferentes 6rgaos e sistemas.?%3

Nossa hipétese foi de que as células musculares esqueléticas
teriam maior dano ao DNA em ICC.*4" Por esse motivo,
optamos por analisar dois mdsculos esqueléticos diferentes
(mUsculos séleo e gastrocnémio) por suas diferentes
proporgoes de tipo de fibra em ratos com ICC. O musculo
esquelético da ICC é altamente afetado pela hipoperfusao
que aumenta o dano oxidativo interno, principalmente
nas mitocondrias.*> Como o musculo esquelético é alvo
de dano oxidativo, era esperado que houvesse maior dano
observado em nossos achados. Na ICC, o sistema de defesa
antioxidante nos mdsculos esqueléticos pode diminuir
constantemente ao longo do tempo.* E provavel que o dano
oxidativo observado no miusculo séleo seja explicado por
sua caracteristica morfolégica (por exemplo, maior niimero
de capilares por fibra, predominancia de fibras tipo I, maior
atividade do metabolismo aerébico).**#> Por outro lado, o
musculo gastrocnémio apresenta morfologia de caracteristicas
mistas, com uma distribuigdo percentual mais equilibrada
em relagdo ao tipo de fibras e portanto menor dependéncia
do metabolismo aerébico. Por esse motivo, imaginamos que
apresentasse menos danos ao DNA que o musculo séleo.
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Figura 1 - Imagem das células submetidas a SCGE (ensaio cometa) do ventriculo esquerdo, pulmdes, diafragma, gastrocnémio e séleo de ratos de cirurgia placebo e
ratos com ICC. Painel A: Células isoladas do respectivo tecido de rato de cirurgia de placebo. Painel B: Células isoladas do respectivo tecido de rato com ICC induzido
por IM. Lédminas manchadas com nitrato de prata. Aimagem ndo mostra formagéao de cometas no Painel A, mas no Painel B a imagem mostra a formagao de cometas
com caudas distintas. O comprimento da cauda representa as quebras de fita simples e dupla de DNA nuclear (ampliagdo de 20x, barra de escala de 20 um).

A magquinaria antioxidante muda ao longo do tempo
no ciclo celular (por exemplo: proliferacao e diferenciacao
miogénica), demonstrando maior expressao da atividade de
enzimas antioxidantes em mioblastos do que em miotubos,
aumentando assim a probabilidade de mortalidade sob

estresse oxidativo.> Esse fen6meno é interessante, uma
vez que o desuso dos musculos esqueléticos devido a
intolerancia ao exercicio é comum em pacientes com ICC,
além de estar relacionado a diminuicdo da sinalizacao do
gatilho antioxidante-estimulante da contragdo muscular.*
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Figura 2 - Danos ao DNA em diferentes tecidos, de acordo com% de DNA da cauda, induzido por ICC. Quantificagédo do dano ao DNA em células isoladas dos musculos
do ventriculo esquerdo, pulmdes, diafragma, gastrocnémio e séleo em ratos de cirurgia placebo e ratos com ICC. Placebo (n = 6), ICC (n = 6). ANOVA de duas vias,

com teste post-hoc de Tukey. *p < 0,05 vs. Séleo.

O misculo séleo ndo possui a mesma capacidade de
adaptacao que o ventriculo esquerdo, o que pode explicar
por que o dano no DNA foi maior.

Limitacoes

Este trabalho mostra poucas limitagdes, como a auséncia
de avaliagdo de danos ao DNA em outros tecidos (figado,
estruturas encefdlicas e outros musculos esqueléticos).
Outra limitagdo que pode enriquecer nossos achados é a
mensuragdo da mutagénese. A avaliagdo da mutagénese
da ICC, juntamente com a SCGE, pode levar a um cenario
mais robusto de dano ao DNA e a falta de reparo dessas
lesoes. Nosso projeto tem como objetivo avaliar os danos
longitudinais que o modelo experimental de ICC pode levar e
suas diferengas em relagao aos tecidos; portanto, a capacidade
do DNA de reparar suas leses nao pode ser levada a diante.

Conclusao

Nossos resultados mostram danos ao DNA usando SCGE
no modelo experimental de ICC por IM. A disfuncao do
ventriculo esquerdo afeta claramente o tecido cardiaco,
pulmoes, diafragma, gastrocnémio e séleo e foi associada a
extensdo do dano ao DNA, afetando mais o musculo s6leo do
que o ventriculo esquerdo e o gastrocnémio. O teste do cometa
demonstrou ser uma ferramenta confidvel para quantificar
danos ao DNA em diferentes tecidos de animais com ICC e o
musculo séleo demonstrou ser mais afetado pela insuficiéncia
cardiaca do que o ventriculo esquerdo e o gastrocnémio.
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