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"Houve tempo em que o cientista era ser alado, imaginagdo
selvagem, que explicava ds criancas e aos jovens os gestos de sua
mio e os movimentos do seu pensamento, apontando para um mundo
novo que se anunciava no horizonte. Terra sem males, a natureza a
servico dos homens, o fim da dor, a expansdo da compreensdo, o©
dominio da justig¢a. Claro, o saber iria tornar os homens mais
tolerantes. Compreenderiam o absurdo da violéncia. Deixariam de
lado o instrumento de tortura pela persuasdo suave do ensino. Os
campos ficariam gordos e perfumados.‘ As maquinas lib,ertariam os
corpos para o brinquedo e o amor. E os exércitos pragressivémente
seriam desativados, porque mais vale‘ o saber que o poder, ‘As
espadas seriam transformadas em arados e as langas em tesouras de

podar. Realizagdo do sonho do profeta Isaias, de harmonia entre

bichos, coisas e pessoas”.

(Rubem Alves - Estdérias de quem gosta de ensinar)
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RESUMO

Foram estudados, neste trabalho, os efeitos do stress oxidativo induzido

no miocdrdio isolado e perfundido de ratos machos Wistar e a agdo
foi

pelo H,0,
da vitamina A e do trolox nestes fenfmenos. Para a perfusdo do coragéo,
empregado o método de Langendorff (1895); utilizando-ge como solugdo perfusora
um Tyrode com pH 7,4, borbulhado com carbogénio, com temperatura de 31 oc e
pressio constante de 8,02 kPa. O modelo de estudo usado para produzir stress
oxidativo foi o acréscimo de Hy0, (256 mM) & solugdo perfusora por 20 minutos,
ap6s a preparagdo haver se estabilizado (10 minutos). A protegdo antioxidante
foi oferecida mediante perfusdo, por 10 minutos antes do stress oxidativo, com
vitamina A (50 U.I./ml) ou com um anilogo hidrossoliivel da vitamina E, o
(0,2 e 2 nM). "0 stress oxidativo foi avaliado por alteragdes

trolox

fisiolbgicas (alteragdes na contratilidade e no fluxo coronariano) e por

alteragdes bioquimicas (alteragdes no conteGdo de glicogénio cardiaco e na
LPO). BAs alteragdes fisiol6gicas puderam ser analisadas a partir dos
mecanocardiogramas e registros de fluxo efetuados.' O glicogénio cardiaco foi
estimado pelo método de Van Handel (1965), que quantifica glicose apés a
hidrbélise &cida do tecido. A LPO foi determinada pelo teste do TBA-RS
realizado no homogeneizado e no perfusado cardiacos, pela técnica do consumo
de oxigénio e pela QL iniciada por t-BOOH. A alteracdo fisiolbgica mais

evidente induzida pelo Hy0, foi o aparecimento da contratura cardiaca. Este

fenémeno foi acompanhado por alteragdfes biogquimicas: redugdo do contelido de

glicogénio e aumento da LPO. A contratura observada parece ter uma relagédo

intima com a deplegd3o de energia e o aumento da LPO. Estes fatores

Xix
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determinariam uma elevagdoc do nivel intracelular de célcio que seria

responsivel pelos efeitos observados. A vitamina A reduziu a magnitude da
contratura cardiaca, impediu a redugdo do contelido de glicogénio e o aumento
da LPO. Isto evidencia um efeito protetor da vitamina A contra o stress
oxidativo induzido pelo Hy0; no miocérdio. O trolox ndo reduziu a contratura

cardiaca, porém protegeu contra a deplegdo de energia e a LPO. Estes

resultados podem ser reflexo da estrutura molecular do trolox que, por ser

hidrossoliivel, ndo conseguiu se intercalar aos lipidios da membrana e proteger

contra as alteragdes fisiol6gicas. Outra alteragdo contritil observada no

miocérdio apés a perfusdo com Hy0,5 foi uma queda na forga de contragdo (efeito

inotrépico negativo). Este efeito foi reduzido apenas pelo trolox na

concentragdo de 0,2 mM. Observou-se uma diminuigdo da freqiiéncia cardiaca
(efeito cronotrépico negativo) induzida pelo Hy0,, que foi atenuada pela
vitamina A e pelo trolox. A perfusio com Hy0, determinou, ainda, uma

pronunciada vasoconstrigdo coronariana. As vitaminas aumentaram o fluxo

coronariano em relagdo ao controle, contudo ndo foram efetivas na protegdo

contra a vasoconstrigdo induzida pelo Hy0;.
Os resultados obtidos sdo muito interessantes em vista do curto periodo

de exposigdo do tecido &s vitaminas (apenas 10 minutos) e da elevada

concentragdo de H,0, utilizada por um periodo de tempo duas vezes maior. :

O modelo de estudo empregado reforga as hipSteses de geragdo de EAO nos
tecidos submetidos & isquemia~reperfusdo. Este modelo tem-se mostrado muito
Gtil para investigar os efeitos do stress oxidativo no coragdo isolado e

possiveis mecanismos protetores.
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1 INTRODUGAO

1.1 ESPECIES ATIVAS DE OXIGENIO

A téxicidade do oxigénio fol descrita de fdrma quase
simulténea & descoberta deste elemento como componente quimico do
ar por Priestley (1774). Lavoisier, j& em 1783, provou que altas
pressbes de oxigénio tinham efeito téxico sobre .o pulmdo de
animais. No entanto, foi Paul Bert (1871), discipulo de Claude
Bernard, que estabeleceu as bases da toxicidade do oxigénio. Ao
expor animais, plantas e microorganismos a oxigénio hiperbéarico,
ele concluiu que todas as formas de matéria viva sofriam efeitoé

téxicos sob estas circunsténcias experimentais. :

Avancés no mecanismo molecular da toxicidade do oxigénio sé
vieram neste século com o trabalho de Gerschman e colaboradores
(1954). Eles assinalaram a semelhanca entre o efeito deletério da
irradiacdo com raios X e a exposigdao a oxigénio hiperbarico e
propuseram a participacdo dos intermedidrios da redug¢do do

oxigénio a Agua (Figura I) em ambos processos.
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20 210 ——2H,0
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FIGURA I - Redugdo monoeletrdnica do oxigénio, formando

EAO.

Também neste século, investigadores descobriram que a
rancificacdo das gorduras era devida as espécies intermediarias

de oxigénio (DORMANDY, 1969). Esta descoberta foi importante no

estudo da quimica de radicais livres que é atualmente utilizada

na indistria moderna de sintese de pléasticos e polimeros.

Acredita-se que o fogo seja umé reacdo de radicais livres
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989) e a &agua do mar, uma solucdo de

radicais livres (ZAFIRIQU, 1987).
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Ainda que os quimicos orgénicos conhecam as espécies ativas
de oxigénio (EAO) h& muitos anos, s6 recentemente sua importéancia
em Biologia e Medicina tem sido avaliada. Somam-se evidéncias de
que as EAO causam ou influenciam inumeros processos orgénicos
degenerativos como a catarata, o enfisema, a doenca de Parkinson,
a porfiria aguda intermitente, a lesdo isquémica, o diabete
aloxé&nico e até mesmo a mutacdo, o céncer e o envelhecimento

(MENEGHINI, 1987; CHOW, 1990).

0 radical superéxidoA ("0o7), o perdxido de hidrogénio
(HpO2) e o radical hidroxil ('OH) sdo espécies ativas de oxigénio
que se formam durante a redugdo do oxigénio a &gua (Figura I).
Esta reacdo ocorre na cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial e a energia produzida é utilizada na formacdo de
trifosfato de adenosina (ATP). As mitocdndrias contém em suas
membranas uma série de proteinas, em especial os citocromos, que
sdo transportadoras de elétrons e gque procedem das reacgdes de
transformacdo dos nutrientes. Durante a respiracédo, as protéinas
transportam os elétrons até que reduzem a agua uma molécﬁla de
oxigénio. E precisamente este transporte de élétrons e a reducéo
final do oxigénio que permitem a producdo de energia sob a fofma
de ATP. A malor parte do oxigénio (aproximadamente 95%) &
reduzida tetravalentemente, ou seja, recebe quatro elétrons de
.uma sé vez. Esta reacdao é efetuada pelo complexo enzimético
citocromo oxidase: quatro elétrons sdo transferidos do. citocromo

¢ reduzido através dos grupos prostéticos heme e ion cobre para a
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citocromo oxidase e para o oxigénio molecular (FISHER, 1988). No
entanto, nem sempre o oxigénio se transforma em &gua diretamente.
Em cerca de 5% dos casos, a reducdo é monoeletrdnica, isto &, a
molécula de oxigénio recebe um elétron de cada vez, formando uma
série de intermedidrios téxicos e réativos que sdo as ERAO (Figura
I). Elas também s&o conhecidas como radicais livres de oxigénio,
porém esta denomina¢do ndo é totalmente correta, ja& que, o Hy02,
por exemplo, nd8o ¢é uma espécie radical. Um radical liﬁre é
definido como qualquer espécie quimica capaz de existéncia
independente que contém um ou mais elétrons desemparelhados (DEL
MAESTRO, 1980; SOUTHORN & POWIS, 1988; HALLIWELL & GUTTERIvDGE,
1989). Portanto, esta denominacdo nd3o inclui sbé os radicais de
oxigénio, mas varios outros como o atomo de hidrogénio, os ions

de metais de transigdo, o 6xido nitrico, o diéxido de nitrogénio

etc..

Além disso, ¢é importante ressaltar que a toxiéidade do
oxigénio ndo se deve apenas aos radicais livres dele derivados,
mas também a outros estados do oxiéénio éomo o perodxido de
hidrogénio ao qual j& nos referimos e o oxigénio singlet, um
estado excitado do oxigénio molecular. O oxigénio singlet pode
apresentar dois estados: o sigma e o delta. O estado sigma (X
g+02) é o0 mais reativo porque tem dois elétrons desémparelhados.
O oxigénio singlet delta (A g 0Op) ndo é um radicél, j& que nao
apresenta elétrons desemparelhados (HALLIWELL & GUTTERIDGE,

1989). Por isso, a expressdo espécies ativas de oxigénio é mais



o,

P e

Y

P

o

N Y

N N N ey

.

=

adequada quando queremos nos referir ao conjunto dessas

substéancias.

A presenca de um ou mais elétrons desemparelhados torna a
espécie levemente atraida por um campo magnético (é
paramagnética) e pode tornd-la altamente reativa. O oxigénio
molecular, ou dioxigénio, ao contrdrio, tem baixa reatividade
relativa, apesar de também ser um birradical (tem dois elétrons
desemparelhados). O fato desses elétrons terem seus spins
paralelos reduz sua reatividade, a qual aumentaria muito se os

spins dos elétrons fossem em direc¢des opostas.
1.2 FORMAGAO DAS ESPECIES ATIVAS DE OXIGENIO

Os radicais 1livres podem ser formados pela perda de um
elétron de um ndo-radical ou pelo ganho de um elétron por um néo-
radical. Eles podem também ser formados quando uma ligacdo
covalente é quebrada, se cada um dos atomos ficar com um elétron,

num processo conhecido como fissdo homolitica. (HALLIWELL &

GUTTERIDGE, 1989).

A formacdo de ERO em sistemas bioldbgicos estéd bem
estabelecida. Nas células animais, comprovou-se a gerag¢ao destas
espécies em diversos locais como mitocdndria, lisossomas,
peroxissomas, membrana plasméatica, nuclear e do reticulo

endoplasmatico, bem como locais do citosol (Tabela I).

TABELA I - Principais fontes celulares de producdo de EAO.
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1. Mitocdndria: cadeia respiratéria
Ubiquinona (Coenzima Q) 02~
NADH desidrogenase _ ‘02”
2. Reticulo endoplasmidtico e membrana nuclear

Transporte de elétrons

NADH citocromo-redutase ‘027 ou Hp02
Citocromo Pggq 007
Citocromo bg ‘027

3. Membrana plasmatica

Lipoxigenase 1oy

Prostaglandina sintetase 1o,

NADPH oxidase (céls. fagociticas) ‘0o~
4, Citosol

a) Enzimas soluveis e proteinas
Hemoglobina ' ‘00~
Xantina oxidase ‘027 e HoO9p
b) Moléculas pequenas
Flavinas reduzidas ‘027 e HpO02

Tidis ‘0o~
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O radical superéxido pode ser produzido pelas células
inflamatdérias como neutréfilos, eosinéfilos, monécitos e
macrbéfagos. A partir do superdéxido sdao formadas outras EAO que
sdo utilizadas ©pelas células fagocitdrias para matar os
microorganismos invasores (MENEGHINI, 1987; SOUTHORN & POWIS,
1988). Nos pacientes acometidos de granulomatose c¢rénica, as

células fagocitarias s&do incapazes de produzir EAQ, emboram sejam

aptas a fazer fagocitose. O fato destes pacientes apresentarem

processos inflamatdérios agravados mostra gque a producdo de EAOQO é
importante no combate & bactéria invasora (BABIOR, 1982). Muitos
sistemas enzimAticos catalisam a reducdo univalente do oxigénio
molecular a radical superdéxido. Como exemplos podemos citar:
xantina oxidase, aldeido oxidase, di-hidro-orético desidrogenase
(FRIDOVICH apud PRYOR, 1976), flﬁvina desidrogenase e peroxidases
(MC CORD apud SOUTHORN & POWIS, 1988). Outras enzimas como
aquelas que catalisam a formacéo de prostaglandinas
(cicloxigenase) e leucotrienos (lipoxigenase) também sdo fontes
de superdéxido (MACHLIN & BENDICH, 1987). A reducgdo univalente do»
oxigénio também ocorre em reagdes ndo-enzimaticas e em feacéés de
autoxidacdo como as que ocorrem com catecolaminas, flavinas e
ferridoxinas reduzidas (DEL MAESTRO, 1980; SOUTHORN & POWIS,
1988). A autoxidacdo das catecolaminas leva a produgdo de EAQO e
estas podem produzir danos ao coracdo, como a necrose miocardial
observada apdés a administracdo de altas doses de catecolaminas

(SINGAL et al., 1982)., Uma fonte substancial de radical



superéxido é o sistema de transporte de elétrons mitocondrial

(DEL MAESTRO, 1980; SOUTHORN & POWIS, 1988).

0 perdxido de hidrogénio é produzido por duas fontes
basicas: indiretamente pela reducdo univalente do oxigénio,
seguida por dismutacgédo 80 dnion radical superéxido ou
diretamente pela redugcdo divalente do oxigénio molecular. O
processo indireto é catalisado pelas enzimas superdéxido dismutase
(SOD) cobre-zinco (CuZn—SOD) que é citosdlica e pela manganés
(Mn-SOD) que é mitocondrial. O processo direto é realizado por
oxidases encontradas nos peroxissomas como a D-aminoécido
oxidase, xantina oxidase, uricase, alfa-hidroxiadcido oxidase e
glicolato oxidase (DEL MAESTRO, 1980; SOUTHORN & POWIS, 1988). A
geragdo mitocondrial de HpO0p €& um evento fisiolégico sob
condic¢les aerdbias e depende do estado metabdlico em que a célula
se encontra. O aumento da pressdo parcial de oxigénio prodﬁz uma -
elevagdo proporcional na formagdo de Hp0p pela mitocéndria
(BOVERIS & CHANCE, 1973). Os peroxissomas contém grande numero de
enzimas geradoras de Hy0p que estdo envolvidas em importantes
funcdes fisioldégicas como a oxidacdo de éacidos graxos, produgao
de hormdnios  esterdides, produgcdo de 1lipidios em gléndulas
sebaceas, fagocitose, termogénese e esterificacdo da vitamina A

em células da retina (CHANCE et al., 1979).

As reacgbes que produzem o radical hidroxil sdo mais raras e

necessitam a presenga de ions metais de transicdo como o ferro e
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o cobre. A reacdo de HpOp com ions ferroso ou cuprico é a chamada

reacao de Fenton (1894) que leva a producdo do radical hidroxil o

qual é extremamente reativo (reacdo 1).
HpOp + Fet2 ——eeemeee- > Fet3 + 'OH + OH™ (1)
(Cut) ; (Cut2)
Este radical também pode ser formado a partir de "07 e HpO»p

em presenca de ions ferro, reacgdo esta descrita por Haber e Weiss

em 1934 (reacdo 2).

HpOp + '0p~ ----Fe/Cu-—____ > 'OH + OH™ + Op (2)

O ferro necessario para a catdlise da reacdo de Fenton pode
ser derivado da ferritina, hemoglobina ou mioglobina (WERNS &
LUCCHESI, 1990). A reacdo do Hy0p ou lipidios hidroperéxidos com
os grupos hemo leva a um alto estado de oxidagdo do mesmo, o
complexo oxoferril, onde o ferro tem valéncia quatrd. o
significado fisiolbégico do complexo oxoferril tem sido
recentemente implicado como parte do mecanismo de injdria da
reperfusdo no infarto do miocdrdio (GALARIS et al., 1990). Os
radicais 1livres derivados da interagdo do Hp0p com a met-
mioglobina podem desencadear o processo de lipoperoxidac¢do, que
pode levar ao dano celular (KANNER & HAREL, 1985). Esté& também

provado que alguns redutores como o ascorbato e a deferoxamina

podem prevenir o acumulo de mioglobinas de alta valéncia (GALARIS

et al., 1989).
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Em uma célula aerdbia, em condicdes fisioldgicas, as reacgdes

de producdo de EAO ocorrem a relativamente baixa velocidade,
utilizando aproximadamente 2 .a 5% 'do oxigénio total consumido
(BOVERIS & CADENAS, 1982). Isto, somado a existéncia de sistemas
de defesa especificos, determina que as concentracdes de EAO se

mantenham em valores muito baixos nos tecidos.

A figura II sumariza as principais fontes celulares de

espécies ativas de oxigénio e sua metabolizacéo.

02

|

ENZIMAS
CITOSOLICAS

RETICULO ,
ENDOPLASMATICO

PEROXISSOMAS
ROOH 2GSH NADP+ ‘
XX
: GPX
H,0 +ROH ="\ G336 NADPH +H* 0

FIGURA II - Esquema geral das principais fontes celulares de

producdo e metabolizacdo de EAO. UQH' = ubisemiquinona; GSSG

glutationa oxidada; GSH = glutationa reduzida; DHy e D = sistemas

redutores de NADP ndo-especificos; SOD = superdéxido dismutase;

GPx = glutationa peroxidase; Cat = catalase; B e BHyp = doadores

de hidrogénio (CHANCE et al., 1979).
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1.3 REATIVIDADE DAS EAO EM SISTEMAS BIOLOGICOS

A reatividade das EAO varia; algumas sdo relativamente

estdveis (como o Hp0»), mas a maioria tende a ser extremamente

reativa e instével. Assim sendo, estas espécies apresentam uma

vida-média muito curta, da ordem de frac¢des de segundo. O fato

dos radicais possuirem um elétron desemparelhado no seu orbital

mais externo favorece as colisdes bimoleculares e sua aproximacgéo

com outras moléculas. Considerando que a velocidade das reagles

quimicas estd determinada pela eficacia das colisdes moleculares,

estando estas aumentadas, as reacles se ddo muito mais

Por causa da sua reatividade, a maioria dos radicais

rapidamente.
(1074 a 1079 M) e ndo se

existe apenas em baixas concentragdes

distancia do seu sitio de formacdo. O radical hidroxil, o mais

reativo de todos, atua num raio de 30 angstrons e tem um tempo de

vida da ordem de microssegundos (SOUTHORN & POWIS, 1988).

Quando um radical livre reage com um composto nao-radical,

outro radical livre pode ser formado, induzindo, assim, reagdes

em cadeia, como é o caso da lipoperoxidacdo (LPO). Dessa forma,

podem ser produzidos efeitos bioldégicos distantes do sitio de

geracdo do primeiro radical livre formado. As reagdes éem cadeia

tém uma série de etapas durante as quais: se consome uma espécie

intermedidria, os reativos se convertem em produtos e os

intermedidrios sdo regenerados, permitindo que o ciclo recomece.
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O primeiro passo das reagdes em cadeia consiste na
iniciagdo, ou seja, é necessédrio que a EAO ataque uma molécula
orgénica, abstraindo um &atomo de hidrogénio de um grupamento

quimico. Na LPO, a EAO é o radical hidroxil e o grupamento

quimico é um metileno pertencente a um acido graxo polinsaturado

da membrana (reacdo 3).
'OH + -CHp --—=-—=--- > HpO0p + -'CH- (3)

A retirada de um étdmo de hidrogénio do grupamento metiieno,
leva & formagdo de um radical centrado no carbono (-'CH-), o
qual, tende a se estabilizar por um rearranjo molecular, formando
um dieno conjugado (Figura III). Este, por sua vez, ao se

combinar com o oxigénio, produz o radical peroxil (reacdo 4)

também chamado radical perdxi.
CH' + Oy ==m—mmm—mm > CHOp' (4)

No estédgio de propagacgdo, os radicais peroxil sédo capazes de
abstrair hidrogénio de outra molécula lipidica, ou seja, de um
dcido graxo adjacente. O radical peroxil pode, também, se
combinar com o a&tomo de hidrogénio que ele abstraiu, produzindo
um lipidio hidroperéxido. Os lipidios hidroperéxidos se decompde
numa reacdo catalisada por complexos de ferro e cobre, produzindo
aldeidos como o malondialdeido, hidrocarbonetos voléteié {({como o
géds pentano) e outros produtos que podem ser detectados

experimentalmente (Figura III) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).



A e,

Ly

£7,

Rl N i

13

Foi sugerido que as reac¢des de degradacdo que ocorrem durante a

LPO podem originar oxigénio singlet, acelerando este processo

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989).

_abstracio de M°

(L* ) RADICAL
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\VARNGANIVANE..
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7
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FIGURA III - Reagbes em cadeia da LPO.

Na etapa de terminacdo, dois radicais peroxil reagiriam

entre si formando um tetrdéxido instdvel que se decompde dando
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origem ao oxigénio singlet (102) e carbonilas excitadas

(RO*) (RUSSEL, 1957). Estas espécies excitadas retornam ao seu
estado fundamental emitindo quantas de luz visivel. Este processo

é conhecido como quimioluminescéncia e constitui-se num

importante método de quantificagdo da LPO.

As vitaminas A (KRINSKY, 1989) e E (PRYOR, 1976), a

glutationa (KOSOWER, 1976) e o &cido dudrico (WILSON, 1985) sé&o

efetivos inibidores fisioldégicos das reacgdes em cadeia da LPO.

Outro inibidor da LPO é o hidroxitolueno butilado (BHT). Este

composto é utilizado como aditivo alimentar, j& que os produtos
finais da LPO s&o téxicos e podem acarretar a perda do sabor e

tornar rancosos os alimentos (ARUOMA et al., 1990).

A LPO é um processo fisioldgico continuo que ocorre nas

membranas celulares. Por serem formadas em grande parte por

lipidios insaturados e proteinas, as membranas séo

particularmente vulnerdveis ao ataque oxidativo. Além de ser um

fator de renovagdo da membrana, a LPO é um passo essencial na

biossintese de prostaglandinas e leucotrienos, bem como na

fagocitose, pinocitose 'e_ lise de membranas intracelulares

(MEERSON et al., 1982). 0Os efeitos da LPO sobre as biomembranas

podem ser c;assificados em pelo menos 4 grupos: a) mudan¢as no

microambiente lipidico de enzimas ligadas & membrana, em canais

iénicos e receptores, ativando ou inibindo a atividade destas

proteinas; b) formagdo de novos canais de permeabilidade; c¢)
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formacdo de ligacdes cruzadas entre proteinas e fosfolipidios,

inativando-as irreversivelmente; d) oxidac¢do de grupos -SH nos

sitios ativos de enzimas ligadas & membrana, acarretando perda de

suas propriedades funcionais (Figura IV). Dependendo do grau de

a LPO causa desde alteragles na permeabilidade da
{(MEERSON

severidade,

membrana e perda da funcido secretdéria até morte celular

et al., 1982; MEAD apud PRYOR, 1976).vSe a LPO atingir a membrana

lisossomal pode haver a liberacdo de enzimas lisossémicas e

fosfolipases, o que acelera a degradacdo das membranas. Também as

alteragcdes na permeabilidade podem levar a um acumulo de célcio

intracelular, ativando fosfolipases calcio-dependentes, formando

um ciclo vicioso (RICHTER & FREI, 1988).

1.4 SISTEMAS DE DEFESA CONTRA AS EAO
vivos dispdem de sistemas enzimaticos

Os organismos

especificos que oferecem a primeira linha de defesa frente a
produgdo fisiolégica de EAO. Estas enzimas evitam o acﬁmuld,de<;>

02~ e HpOp para que ndo haja a produgdo do radical hidroxil,

contra o qual ndo existe nenhum sistema enzimatico de defesa.

Existem substancias que neutralizam a acdo dos radicais

livres. Se esta neutralizacgdo ocorrer na fase de iniciacédo ou

propagagdo da LPO, havendo a formacdo de produtos menos téxicos,

a substlncia é chamada scavenger. A substéncia pode, também,
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absorver a energia de excitacdo dos radicais, neutralizando-os;

neste caso é chamada quencher (SIES & MURPHY, 1991).

PROTEINAS DA

SUPERFICIE DA MEMBRA 7
DA MEMBRANA <— GLICOPROTEINA

~ T
~i g

LESAO POR RADICAIS LIVRES ‘

{EXCISRO DA CADEIA
PROTEICA)

el
Mff bl E Il

PONTES - DISSULFETO

‘ To-ch, T LSS
oxIDAGRO DOS 3 HERPAS
/ ACIDOS GRAXOS

LIBERAGHO DE MALONDIALDEIDO GERAGCAO DE METABOLITOS
PELA OXIDAGAO DOS ACIDOS CARDIOATIVOS, INCLUINDO
GRAXOS PROSTAGLANDINAS

FIGURA IV - Efeito da LPO sobre as membranas celulares.

LIPIDIO- LIPIDIO
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1.4.1 DEFESAS ENZIMATICAS

Dentre o sistema enzimatico de defesa contra as EAOQ,

salientam-se trés enzimas: a superdxido dismutase (SOD), a

catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx).

A superdxido dismutase (SOD) é a enzima que cataliza a

dismutacdo do radical superdéxido para formar perédéxido de

hidrogénio e oxigénio (reacdo 5). Esta reacdo pode ocorrer

espontaneamente em pH fisioldgico, porém, com a presenga da SOD,

a velocidade desta reacdo é 104 vezes maior (SOUTHORN & POWIS,

1988) .
+ 2 HY ----50D.—___ > Hp0p + 0o (5)

Esta enzima estd amplamente distribuida, com uma variedade

de formas. HA uma forma que contém cobre e zinco (CuZn-SOD) em
seu sitio de ativacdo e é encontrada no citosol das células

eucaridéticas. Sua atividade enzimatica foi descoberta por Mc ‘Cord

e Fridovich (1969). A mitocdndria apresenta um tipo distinto de
SOD, contendo manganés {(Mn-SOD) , localizada na matriz
mitocondrial. Além disso, uma ferro-enzima  (Fe-SOD) foi

identificada em bactérias (CHANCE et al., 1979).
O Hp0p formado pela dismutacdo do 'O~ pode ser transformado
em agua pela acdo da enzima catalase (CAT) (equacgdo 6).

2 HpOp e CATe o > 2 HpO0 + Op (6)
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A CAT estd presente em todos Aos tipos de células de

mamiferos. Ela é uma hemoproteina com atividade de peroxidase
este, simultaneamente, como

especifica para HpOop, atuando
(reacbes 7 e 8) (CHANCE

hidroperdxido e como doador de hidrogénio
et al., 1979).

Cat-Fet3 + Hy0p -----> Cat-Fet2-H,0, (7)

Cat-Fe+t2-H,0y + HpOp -----> Cat-Fet3 + 2 Hy0 + Oy (8)

A CAT esta localizada principalmente em organelas

intracelulares como o0s peroxissomas.

A glutationa peroxidase (GPx), descoberta em 1957 por Mills,
tenl‘uma acdo nédo espécifica sobre H»0p, atuando sobre varios

substratos como os hidroperéxidos orgadnicos. H& dois tipos de

GPx: uma que utiliza selénio como cofator e uma selénio

independente. A GPx cataliza a reacdo de hidroperdxidos com
glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e

o produto de redugado do hidréperéxido (reagao 9).

ROOH + 2 GSH =———=m——m-m > ROH + GSSG + HyO0 (9)

A GPx tem alta atividade nohfigado e nos eritrécitos, onde

ela foi descoberta. Tem moderada atividade no coracdo e nos

pulmdes e baixa atividade no misculo (MILLS, 1960).

Outras peroxidases sao. essenciais no metabolismo, como a

iodeto peroxidase, importante na biossintese dos horménios
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tireoidianos e a mieloperoxidase, presente nos eritrécitos (DEL

MAESTRO, 1980).

A distribuicdo das enzimas antioxidantes nas células estéa

intimamente relacionada com as fontes de EAO. Est3o em maior

quantidade em locals particularmente expostos as EAO .

1.4.2 DEFESAS NAO-ENZIMATICAS

As defesas nao-enzimaticas incluem antioxidantes lipofilicos

{tocoferdis, carotendides e Dbioflavonodides) e antioxidantes

hidrofilicos {ascorbato, glutationa, indbéis e catecéis) (SIES &

MURPHY, 1991). Vamos citar algumas propriedades e caracteristicas

dos tocoferdis e carotendides por serem o foco de estudo deste

trabalho.

1.4.2.1 TOCOFEROIS

A vitamina E é um tipo de tocoferol (alfa-tocoferol) (Figura

V). E o principal antioxidante lipossoluivel responsavel pela
protecdo dos &acidos graxos polinsaturados das membranas contra a
1989) . Esta vitamina estd implicada na permeabilidade

LPO (KAGAN,
menbranas celulares {(LUCY, 1972) . A

e estabilidade das
distribuicdo da vitamina E nbs tecidos e fluidos biolbgicos
mostra uma relacdo intima com a concentracdo de &cidos graxos
polinsaturadoé e com as concentracbes de oxigénio as quais eles

estdo expostos. As concentragdes de vitamina E parecem maiores
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(KORNBRUST & MAVIS, 1980;

VATASSERY et al., 1988; DREVON, 1991).

Tocoferdis X3 X2
CHs o a CHs CHs
X 3 CH CH
‘ ° CHo —~{CH éHa CH éHs ﬁ H cHs
2= 2/ 2
HO Ncfip ¢ ﬂ:CHz “CHy Y CH, H
Xz o) H H

FIGURA V -~ Estrutura dos tocoferdis.

A vitamina E foi descoberta em 1922 por Evans e Bishop da

Universidade da Califérnia. Eles descobriram um fator nao-

vegetais que era necessdrio para a

identificado em 6leos

reproducdo em ratas. Foi chamado fator reprodutivo solavel ém
gordura. Em 1924, este fator foi identificado e chamado de
vitamina E por Barnett Sure. Comprovou-se que, en humanos; a
vitamina E tem pouco ou nenhum efeito na reproducdo. Esta

vitamina encontra-se presente no gérmen de trigo, em folhas de

alfafa seca, na alface fresca (SCOTT, 1980).

O ser humano ndo sintetiza vitamina E. Pdrtanto, 0 nivel
desta vitamina depende da quantidade ingerida na dieta; do nivel

de pro-oxidantes, antioxidantes, selénio e aminoacidos sulfurados



P

TR e

.,,,\

21

presentes na dieta. O selénio economiza vitamina E de -trés

maneiras: 1) ele é necessdrio para o funcionamento normal do

pancreas, que permite uma digestdo normal das gorduras, formacgdo

das micelas e absorcido normal de vitamina E; 2) ele é o cofator

da enzima GPx que destrdi perdxidos, assim menos vitamina E ¢é

necesséria para a defesa das membranas; 3) ele ajuda, de um modo

desconhecido, a retencdo de vitamina E no plasma sangiiineo.

A ingesta necesséria de vitamina E na dieta estd na faixa de

4 a 22 UIl/dia em adultos, com valores médios entre 11 e 13

UI/dia. Isto mantém niveis plasmaticos em torno de 23 pmol/1 (DI

MASCIO et al., 1991).

Sabe-se que varias doencas podem ser aliviadas pela ingesta
de vitamina E como a tromboflebite e a claudicaci3o intermitente e

pode também melhorar a circulagdo nas extremidades dos ancidos

(SCOTT, 1980). Estudos indicam que a vitamina E tem efeito

benéfico na prevencdo de doencas cardiacas , doeng¢as nos olhos,

na pele e ulceras. No caso do cancer, a queda no conteudo de

vitamina E plasmatico observada, parece ser mais conseqiiéncia do
que causa da doenca (DIPLOCK, 1991).

Os tocoferbéis protegem as membranas por sua agdo de

scavenger de radicais peroxil, sem agir em outros passos da

propagacad da LPO. A reagdo envolve um radical peroxil e um grupo

hidroxil fendlico do tocoferol para gerar o hidroperéxido

orgadnico e o radical tocoferil (reacdo 10) (SIES & MURPHY, 1991).
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ROO' + vit E - OH =~=—---- > ROOH + vit E - O (10)

O resultado desta reacdo ¢é que um radical orgénico

relativamente reativo (ROOQO’) é transformado em um menos reativo,

o radical cromanoxil (ROOH). Assim, o tocoferol pode inibir as

reacdes em cadeia da LPO.

O &cido ascérbico (vitamina C) pode interagir com o radical

tocoferil, regenerando a vitamina E e convertendo-se em radical

ascorbil, muito estavel (BISBY, 1990; SIES & MURPHY, 1991). No

entanto, na presen¢ca de metais de transicdo, o &acido ascédrbico

pode provocar a formagdo de radicais livres (MACHLIN & BENDICH,

1987) . Sabe-se também que, na presenca de quantidades traco de

ferro e cobre, o acido ascérbico pode potenciar a LPO (WOODWARD &

ZRAKARIA, 1985). Nao hé&, contudo, evidéncia de que a autoxidacédo

da vitamina C conduza & LPO. A vitamina C pode atuar também como

quencher de EAO como, por exemplo, o0 oxigénio singlet.

0 tocoferol pode, também, fazer ‘quenching de oxigénio

singlet (MC CAY, 1989). O alfa-tocoferol é mais efetivo-que seus
homdélogos neste processo de quenching de 102'; na seqiiéncia: alfa

> beta > gama > delta - tocoferol (KAISER et al., 1990).

Un anadlogo hidrossoluvel do alfa-tocoferol ou vitamina E é o

trolox (Trolox C; 6-hidroxi-2,5,7,8,tetrametil~-croman-2-acido

carboxilico). O trolox é a regido polar, aromatizada da molécula

e a longa cauda apolar é o fitol (Figura VI). O trolox tem sido
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implicado na atividade antioxidante da molécula e o fitol parece
ter efeito na estabilidade e fluidez da membrana. O tocoferol
estd intercalado nas membranas celulares com a cabeca polar
préxima a superficie e a cauda ancorando a molécula (MASSEY &
BURTON, 1990). O trolox tem acdo de scavenger de radicais peroxil
8 vezes maior que o alfa-tocoferol (WU et al., 1991). Os radicais
derivados da interacdo do trolox com radicais hidroxil ou peroxil
sdo relativamente estédveis como os derivados da vitamina E e

também sdo rapidamente reparados por ascorbato (DAVIES et al.,

1988) .

TROLOX FITOL

-~ \/——--h-—-—\

VITAMINA E
CH,
HO o .
1 ou
HyC O ¢y
CH
TROLOX

FIGURA VI - Estrutura da vitamina E e do trolox.
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1.4.2.2 CAROTENOIDES

Os pigmentos carotendides s&o compostos isoprendides
amplamente distribuidos na natureza, onde desempenham um
importante papel protetor das células e organismos. Mais de 500
carotenbéides ja& foram isolados e caracterizados, porém apenas
cerca de 50 deles tém atividade biolébégica, ou seja, podem ser
convertidos enzimaticamente a vitamina‘ A em tecidos animais
(PAWSON, 1981; KRINSKY, 1989). Uma das fontes mais ricas em
vitamina A é o figado, em especial os b6leos de figado de peixes e
de mamiferos marinhos. Tem-se noticia que os gregos e egipcios:
recomendavam comer figado cozido. Também era ﬁtilizada a
aplicacdo toépica de suco de figado cozido e espremido na cura da
cegueira noturna, a primeira doenga a ser reconhecida éomo
resultado de deficiéncia nutricional de vitamina A. Esta vitamina
é também encontrada no leite, na manteiga, no.colostro, na gema
de ovo. A vitamina A, como tal, ndo ocorre em plantas, mas muitos
vegetais contém carotendides, tais como a cenoura, a alface,'o
espinafre, a ervilha, a banana, o tomate. O R-caroteno é o seu

principal precursor, sendo chamado de pro-vitamina A.

O nivel plasmdtico de vitamina A é controlado por um
mecanismo homeostatico que envolve a proteina transportadora do
retinol. Assim, um aumento no consumo de vitamina A na dieta, néo
aumenta significativamente o nivel de retinol circulante e o

excesso ¢é estocado no figado. Sabe-se que o consumo exagerado
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desta vitamina pode levar a um quadro de hipervitaminose A,

caracterizado por hiperpigmentacdo da pele, perda de cabelos,

problemas de vis&o, anorexia, hemorragias, danos ao figado

(MOBARHAN et al., 1990). Contudo, dietas enriquecidas com B~

caroteno tém um efeito protetor contra o céncer de pulmdo em

fumantes (DIPLOCK, 1991).

O nivel plasmédtico de vitamina A em criancas normais & de 20

a 30 pg/ml e na puberdade e em adultos é da ordem de 40 a 50
pg/ml. A quantidade de vitamina A recomendada é de 5000 UI por

dia (Recommended Dietry Allowances - National Academy of

Sciences).

Estudos utilizando uma dose macigca de 200000 UI de vitamina
A aplicada a criangas tailandesas com xeroftalmia (sinal de
hipovitaminose A), melhorou este quadro e a condicdo hematoldgica
das criancas que eram também anémicas. Estes resultados sugerem
que a vitamina A tem uma relacdo com o metabolismo do ferro,

podendo aumentar a concentracdo sérica deste ion (BLOEM et al.,
1990).

Estudos revelaram que a concentracdo de vitamina A

decrescia com a idade. No entanto, o que acontecia, na verdade,

era que a maior parte das pessoas idosas estudadas apresentavam

hipercolesterolemia ou doenca coronaria. A estes pacientes,

recomendava-se dietas pobres em gorduras e esta medida reduzia a

absorcdo de vitaminas lipossoluveis como a A e a E (MOBARHAN et
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al., 1990). Estas vitaminas podem também reduzir a oxidacdo de

lipoproteinas de Dbaixa densidade (LDL), cujo processo esté

2

envolvido no surgimento da aterosclerose. Esta oxidacdo de LDL é

iniciada por radicais livres de oxigénio (SATO et al., 1990;

ESTERBAUER et al., 1989).

[3 - caroteno

FIGURA VII - Estrutura do licopeno e do beta-caroteno.

Os carotendides como o licopeno. (presente no tomate) e o B-

caroteno (Figura VII) sdo compostos que podem inativar moléculas

eletronicamente excitadas, através do processo de quenching

anteriormente explicado. Foote e Denny descobriram, em 1968, que

os carotendides podem fazer quenching de oxigénio singlet. Pelo

seu considerdvel sistema de duplas ligac¢des conjugadas, a

vitamina A pode absorver a energia de excitacdo do 10y,

resultando na formacdo do carotendide triplet (reacédo 11). Essa
energia de excitacdo é dissipada numa reacdo subsequente, através

de interacdes rotacionais e translacionais entre o carotendide
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triplet e o0 solvente, regenerando a molécula de carotendide

original (reacdo 12) (KRINSKY, 1989).

105 + CAROTENOIDE --======-- > 30, + 3CAROTENOIDE (11)
3CAROTENOIDE ~—===—=m=n > CAROTENOIDE + CALOR (12)

O licopeno tem duas vezes mais habilidade como quencher de
oxigénio singlet do que o R-caroteno. Comparando as estruturas
das duas substéncias, nota-se que o licopeno tem o anel f{-ionona
aberto (ver Figura VII) e parece que isto aumenta esta sua
propriedade. Portanto, a propriedade de quencher dos carotendides
reside ndo apenas no estado de energia triplet, isto é, no
sistema de duplas ligac¢des conjugadas, mas também nos seus grupos
funcionais. Os pigmentos biliares bilirrubina e biliverdina
também tém acédo de quencher de 102, pérém sdo menos efetivos do

que os carotendides (DI MASCIO et al., 1991).

A taxa de quenching do alfa-tocoferol é de 3,6 x 106 M-1
s~l sendo mais baixa do que a dos carotendéides como o licopend
(3,1 x 1010 M1 s71) ou o B-caroteno (1,4 x 1010 M~1 s71) (sIES &
MURPHY, 1991). No entanto, as concentracdes de tocoferol no
plasma e nos tecidos séo cerca de uma a duas ordens de magnitude
maiores do que as de carotendides (ITO et al., 1990). Portanto,

ambos, carotenbides e tocoferdis sdo fisiologicamente potentes

quenchers de oxigénio singlet.
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A figura VIII mostra as intera¢des dos micronutrientes no

sistema de defesa antioxidante intracelular.

GLUTATIONA PEROXIDASE
(selénio)

‘ GSSG NADPH
ALcoors < X
‘3 GSH NADP.

. PUFA PEROXIDOS VITAMINA E VITAMINA c
..%'\?EDNAS? —e ("¢ RADICAIS )(
VITAMINA c

PUFA ALCOO!S VITAMINA E
N VITAMINA E VITAMINA C
AN {XC 1ocoferol ) {ascorbato)
10 N A 4
2 \\ o - -
A Y I .

N e
@ -caroleno —gpmm @3 - caroleno *---D‘ETA’
"ativado"

ENERGIA

FIGURA VIII - Interacdes dos micronutrientes no sistema de

‘defesa antioxidante (MACHLIN & BENDICH, 1987).

1.5 STRESS OXIDATIVO NO CORAGAO

A vida aerdbia é caracterizada por um estado estaciondrio de
formacdo de oxidantes e por uma taxa de consumo de antioxidantes,

que precisam ser regenerados continuamente para manter a

homeostasia. Quando h& um desequilibrio no balanco pré-

oxidantes/antioxidantes em favor dos proé-oxidantes, temos uma

situacdo de stress oxidativo (SIES & MURPHY, 1991). Tanto os
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aumentos nas velocidades de geracdo de ‘037 e Hzoé como a
diminui¢cdo na atividade da catalase, SOD, glutationa perbxidase
ou ambas as coisas, podem levar a situacdo de stress oxidativo
(GERSCHMAN et al., 1954). As enzimas antioxidantes podem ter sua

funcdo afetada por acdo das EAQ, agravando o stress oxidativo

original (GONZALEZ FLECHA, 1991 ).

No coracdo, o stress oxidativo pode se instalar quando
houver a interrupcdo temporaria da circulagdo (isquemia) seguida
do restabelecimento da mesma (reperfusdo). Se os mibcitos ficarem
em 1isquemia podem ser viadveis por um periodo aproximado de 4
horas. Entretanto, se a isquemia for curta, mas seguida de
reperfusdo, a fung¢do contratil pode ser afetada; o coracédo
tornar-se-a arritmico (stunned heart = coracdo atordoado) (HEARSE
& TOSAKI, 1987). Sendo a isquemia mais prolohgada e sequida de
reperfusdao, o coracdo fica num estado de contracdo mantida oﬁ em
contratura (stone heart = coracdo de pedra)(KATZ & TADA, 1972;
COOLEY, 1972; WUKASCH et al., 1972; HEARSE et al., 1977). A falta
de circulacio é prejudicial ja que priva os tecidos de oxigénio,
nutrientes e fatores essenciais e promove o acﬁmuld de
substancias téxicas. No entanto, a falta de oxigenacdo tecidual
seguida de sua reposigdo, ao invés de melhorar o quadro, agrava-o
ainda mais, reduzindo o tempo de sobrevida celular. Por isto,

este fendémeno & também conhecido como "paradoxo do oxigénio".
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E conhecido da literatura um fendmeno semelhante chamado

"paradoxo do calcio" que se trata da perfusido sem cdlcio seguida

por perfusdo contendo este ion. Nessa situagdo, também podem ser

observadas contraturas cardiacas (GANOTE & NAYLER, 1985).

H4 relatos de que o calcio transiente aumenta muito durante

a reperfusdo, apds curtos periodos de isquemia (LEE & ALLEN,

1992). Este aumento no influxo de célcio requer mais ATP para a

recaptacdo deste ion; 1isto poderia explicar a redugdo na

utilizacdo de energia do miocdrdio arritmico por reperfusdo

(LASTER et al., 1989). Sabe-se também que bloqueadores de calcio

como o verapamil poderiam atenuar a deplegdo de ATP por reduzir o

acimulo de calcio e/ou por reduzir a performance cardiaca e,

assim, a utilizacd3o de ATP (NEUBAUER & INGWALL, 1989). O influxo

e a sobrecarga de calcio no miocdrdio s&do os responséveis pela
lesdo celular observada no inicio da reperfusdo (DU TOIT &kOPIE,
1992). Porém, parece ndo haver congenso entre os autores se o
aumento do céalcio citosélico Seria causa ou consequéncia dos

danos observados na reperfusdo do miocdrdio isquémico. Alguns

sugerem que o aumento do calcio intracelular desencadearia

sistemas enzimaticos que levariam a formagido de radicais livres
(SOUTHORN & POWIS, 1988). Outros, porém, sugerem que a formacdo
de radicais livres de oxigénio durante a repeffuséo provocaria
lesdes de membrana, permitindo a entradé de calcio no citosol

(MEERSON et al., 1982). Assim sendo, o paradoxo do oxigénio e o
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paradoxo do calcio tém sido considerados "duas facetas do mesmo

problema" (HEARSE et al., 1978).

Varias alteracdes funcionais podem se manifestar apoés

isquemia/reperfuséao: rompimento das ' membranas plasmatica e

lisossomal, desorganizacdo miofibrilar, edema e rompimento de

mitocéndrias, distensdo do reticulo sarcoplasmatico e tubulos T,

aumento da permeabilidade vascular (SHLAFER et al., 1982; SIMPSON

et al., 1987; FERREIRA et al., 1988).

As lesdes observadas no miocardio isquémico podem ser

desencadeadas pela inibic¢ado, induzida por radicais livres, de

enzimas como a Nat - Kt ATPase (THOMAS & REED, 1990; HUANG et

al., 1992) e catt ATPase (KANEKO et al., 1989). A Nat - Kt

ATPase é uma enzima da membrana que mantém os .gradientes

iénicos através da mesma. A Catt ATPase atua no sentido de manter
o nivel intracelular de calcio dentro dos limites fisiolégicos.

Ambas enzimas, portanto, sdo indispensaveis para a viabilidade

celular.

Até o presente momento ndo se conhecem o0s mecanismos pelos

guais haveria o aumento na produgdo de EAO durante a

isquemia/reperfusdo do miocdrdio. A hipdtese mais aceita é a de

Mc Cord (1985). Este autor propds que a enzima xantina oxidase

seria a responsavel pelo aumento na velocidade de formacdo de

0»~ durante a reoxigenagéo. Durante a isquemia, h& um actmulo de

hipoxantina nos tecidos, resultante da degradagdo do ATP através
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de ADP, BAMP e adenosina. A hipoxantina é oxidada a xantina e
&cido uUrico. A reacdo em tecidos normais é efetuada pela xantina
desidrogenase. A isquemia converte esta enzima a sua forma
oxidase que formar4 'O~ e H90Op quando o 0Oy volta na reperfusédo
(Figura IX) (KELLOG & FRIDOVICH, 1975; CHAMBERS et al.,1985;
MARKLUND, 1988). Esta conversdo dever-se-ia a ativacdo de uma
protease cédlcio-dependente (SIMPSON et al., 1987). Segundo Myers
e colaboradores (1985), a isquemia cardiaca por ocluséo

coronariana resultaria em 300% de aumento na atividade da xantina

oxidase.
CITOPLASMA
ATP

ADP _

} -

AMP 8]

/ \ l 5' nucleotidose \ c

ESPACO ¥INTERSTICIAL m

ADENOSINA =

adenosino
ldaomimso —
INOSINA >
: l nucleofidase

ENDOTELIO ¥ Il
HIPOXANTINA N

2 yanll ‘ o1 ‘—“\ r;;

e, 2 e l &

genose ar m

XANTINA; 037 525, o, 0, o 1)

xanling <— xanting ;: n ‘ 8

desidro — oxidase ) oy
genase l 9’1-’// 4 O »
’ Op " ~

ACIDO URICO
FIGURA IX - Producado de EAO durante a isquemia-reperfusdo.

Teoria de Mc Cord (1985).
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A hipbétese alternativa apresenta a mitocdndria como
principal sitio gerador de ‘02~ durante a reperfusdo (JONES,
1985). Durante a isquemia, a auséncia de oxigénioc determina um
estado méximo de redug¢do dos componentes da cadeia respiratédria
mitocondrial. Na reperfusdo, o vazamento de elétrons da cadeia

respiratéria é maior e, portanto, aumentaria a concentracdo de

02~ intramitocondrial.

A primeira hipbtese é aplicavel a tecidos com alta atividade
de xantina desidrogenase (como é& o caso do intestino e do coracgéo
de rato) e tem seu mais forte apoio experimental nd efeito
protetor’observado pela administracdo de inibidores da =xantina
oxidase (como o alopurinol). A segunda, no entanto, ¢é valida
para tecidos com baixa atividade de xantina desidrogenase como é
.o caso do coracdo de humanos. Apoia-se experimentalmente no

marcante dano mitocondrial observado no miocardio humano apébs

isquemia/reperfusdo (FERREIRA et al., 1988).

A figura X resume as hipdéteses de formacgao de EAO durante a

isquemia-reperfuséao.

Existem dados na literatura de gque as vitaminas A e E
poderiam reduzir os efeitos das EAO no coragdo (CAVAROCCHI et

al., 1986; MILEI et al., 1986; MASSEY & BURTON, 1989; MAGNER-

WROBEL et al., 1990; MASSEY & BURTON, 1990; FERREIRA et

al.,1991; LE et al., 1992).
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FIGURA X - Hipdteses da seqliéncia de eventos bioquimicos

relacionados com a isquemia-reperfusao.
1.5.1 MODELO DE CONTRATURA CARDIACA

Em qualquer uma das hipbteses propostas para explicar os danos

reperfusdo, sugere-se a formacdo de ‘02~ que, pela acdo da SOD,
ira formar HpO0p. Nb6s temos utilizado esta EAO, o Hy0», como
ferramenta de estudo para produzir stress oxidativo em coracédo
isolado. Mazzella e colaboradores (1971) injetaram H»02 na
circulacdo de um cdo para testar a sensibilidade de um eletrodo
de oxigénio implantado no coracdo. Eles observaram que o Hy0»2

produzia um efeito inotrépico positivo sobre o miocadrdio do céo.
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O mesmo efeito foi obsefvado em atrio e ventriculo de ra,
ventriculo de rato e &trio de cdo (MAZZELLA et al., 1980).
Bianchini e Belld (1988) observaram que. o Hp0p tem efeito
inotrépico positivo, cronotrébpico negativo e é vasoconstritor
coronariano em coracdo isolado e perfundido de rato. Estes

efeitos foram reduzidos pela administracdo de indometacina a

solucédo perfusora.

No nosso trabalho de Mestrado, estabelecemos um modelo de
estudo da contratura cardiaca. Ao injetarmos altas concentracdes
de Hp0o (a partir de 128 mM) no coracdo isolado e perfundido de
rato, observamos o surgimento de contraturas (BELLO & BELLO,
1988). Esse efeito foi dose-dependente e reduzido pela adigdo de
nifedipina (BELLO & BELLO, 198%a) e indometacina (BELLO & BELLO,
1989b) ao 1liquido perfusor. Este modelo de estudo mimetiza a
situacdo de isquemia/reperfusdo do miocdrdio com a vantagem de
ser muito mais répido do que submeter o coracdo a um longo
periodo de isquemia seguido por reperfusdo para poder se
observar a contratura cardiaca. Aiém disso, ele reforgca a

hipbtese de que a contratura cardiaca é resultado da producéo de

EAO no coracdo.
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1.6 OBJETIVOS

Foram objetivos desta tese:

1. determinar o efeito do Hy0, sobre a contratilidade, o

contetido de glicogénio e lipoperoxidacdo de coragdes isolados e
perfundidos de rato.
2. determinar a acdo da vitamina A e do trolox nos efeitos

do Hp0p sobre a contratilidade, conteido de glicogénio e a

lipoperoxidacdo de cora¢des isolados e perfundidos de rato.



e ey

2 MATERIAL £ METODOS

2.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre 200 e
300 gramas, provenientes do Biotério do Instituto de Biociéncias
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Os animais eram

mantidos em caixas de 270 x 260 x 310 mm com assoalho recoberto
de serragem (5 animais por caixa). Eles recebiam &agua e racdo

Nutripal (Moinhos Purina, Porto Alegre, RS) ad libitum.

2.2 REAGENTES

Nos experimentos realizados neste trabalho, foram utilizados

0s reagentes apresentados na tabela 1II, onde também estao

colocados seus respectivos pesos moleculares e fornecedores.

TABELA II - Reagentes utilizados, seus respectivos pesos

moleculares e fornecedores.
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MgCly + 6 HpO
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Reagen
Aldrich

Lab. Raymos

Sigma
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2.3 LIQUIDOS DE PERFUSAO

2.3.1 TYRODE

A solugdo de Tyrode, empregada para a perfusdo do coracao de
rato, apresentava a seguinte composicdo, em mM: NaCl 120; KCl

5,4; MgClp 1,8; CaCly 1,25; NaHCO3 27; NaHpPO4 2; NapySO4 1,8 e

glicose 11,1.

Eram preparadas trés "solug¢bes-mde": uma contendo NaCl,‘KCl
e MgCl, denominada "Cloretos”, outra contendo NapSOy, NaHCO3 e
NaH,PO4, denominada "S6dios" e outra contendo CaCly denominada
"Calcio". As solucles-mde eram preparadas com uma concentracdo 20
vezes maior, ou seja, a partir delas, podiam ser preparados 20

litros de Tyrode. Para tanto, pesavam-se as seguintes quantidades

de cada reagente, em dgua destilada:

Para preparar a solugdo-mde "Cloretos": NaCl 140,4; KC1

8,05; MgCly 4,07.
Para preparar a solug¢do-mde "Sbédios": NaHCO3 45,36; NaHoPO4
5,52; NapSO4 5,11.

Para preparar a solucdo-mie "Célcio": CaClyp 14,7.

Para preparar um litro de Tyrode era necessario misturar 50
ml de "Cloretos", 50 ml de "Sédios", 12,5 ml de "Calcio", 2

gramas de glicose e completar com agua destilada.
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As "solucles-mde" eram guardadas (0-4 °C) e o Tyrode era

preparado minutos antes de ser utilizado para a perfusido do

coracao.

O Tyrode, preparado como descrito acima, era borbulhado com
carbogénio (95% de oxigénio e 5% de gas carbdnico) por 10 minutos
aproximadamente, para acidificar a solucdo, a fim de ajustar o pH
em 7,4. Depois deste periodo, media-se o pH com um instrumento
digital (Digimed, modelo DMPH - 2). A solug¢do era borbulhada com

carbogénio durante todo o experimento, para manté-la oxigenada.

2.3.2 TYRODE - Hp0p

As solugbes de Hp0, utilizadas para a perfuséo dos
coragdes foram preparadas em Tyrode a partir de uma solucdo a 30%
(Perhidrol, Merck). Foi escolhida a concentragdo 256 mM a partir
do trabalho de Oliveira (1993). Para tanto, era adicionadb um
volume de 28,4 ml da solugdo a 30% de H90p a 1 litro de Tyrode.
Apbs a perfusdao com Hy09, lavava-se todo o sistema com TYrqde

para evitar a contaminagdo do experimento seguinte.
2.3.3 TYRODE - VITAMINA A

Apbés preparado o Tyrode, era acrescida a vitamina A,
momentos antes da perfusdo. Diluia-se uma cépsula de vitamina A

hidrossolivel em dois 1litros de Tyrode. Como cada céapsula

continha 100000 U.I., a concentracdo final da vitamina era de

50000 U.I./1 ou 50 U.I./ml. O pH da solug¢do final era medido e
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ajustado com carbogénio no valor de 7,4. Todo o aparelho perfusor

era escurecido para evitar a acdo da luz sobre a solugdo

perfusora.
2.3.4 TYRODE - TROLOX

Ao Tyrode era acrescido, momentos antes da perfusdo, trolox
(andlogo hidrossoluvel da vitamina E) na concentracédo de 0,2 ou 2
mM. Para tanto, colocava-se, respectivamente, 0,05 ou 0,50 gramas
de trolox em 1 1litro de Tyrode. Mesmo sendo uma subétéhcia
hidrossoluvel, a solubilizag¢do no Tyrode n&o era muito boa;.era
necessario aquecer um pouco a solucdo e agitéd-la com agitador
magnético por alguns minutos. O pH final da solugdo era ajustado

em 7,4 mediante carbogénio. A solucdo também foi protegida da

acdo da luz.
2.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Estabeleceram-se 8 grupbs experimentais: grupo controle,
grupo H0p, grupo vitamina A, grupo vitamina A + Hy0p, grupo
trolox 0,2 mM, grupo trolox 0,2 mM + Hy0p, grupo trolox 2 mM e

grupo trolox 2 mM + HyO»p.

No grupo controle os coragbes eram perfundidos por 30

minutos com Tyrode (n=6).

O grupo Hp0, foi perfundido por 10 minutos com Tyrode e,

apbs esse periodo, o0s coracdes recebiam uma solugdo de Tyrode
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acrescido de H0» (concentragdo final de 256 mM), durante o

periodo de 20 minutos (n=5).

O grupo vitamina A foi perfundido por 10 minutos com Tyrode
e por mais 20 minutos com Tyrode acrescido de vitamina A

(concentracdo final 50 U.I./ml) (n=6).

O grupo vitamina A + H»0p foi perfundido por 10 minutos com
uma solucdo de Tyrode acrescido de vitamina A {(concentracdo final
de 50 U.I./ml), recebendo, em seguida, uma solugdo de Tyrode mais

HpOp (256 mM) por um periodo de 20 minutos (n=6).

O grupo trolox foi perfundido com Tyrode durante 10 minutos

e por mais 20 minutos com Tyrode acrescido de trolox

{(concentracdo final 0,2 ou 2mM) (n=6).

O grupo trolox + Hp02 foi perfundido durante 10 minutos com
Tyrode acrescido de f&olox (0,2 ou 2 M) e por mais 20 minutos

com Tyrode mais Hp0o (256 mM) (n=6).

Em cada grupo experimental, foram analisados: contratura
cardiaca, forca de contracéao, freqgliéncia cardiaca, fluxo
coronariano, conteldo de glicogénio cardiaco e 'lipoperoxidacéo
através de trés técnicas distintas: teste do TBA-RS, consumo de
oxigénio e quimioluminescénica (QL) iniciada por hidroperéxido de

tert-butil (t-BOOH) .
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2.5 SEQUENCIA EXPERIMENTAL

Cada rato foi pesado (balanca Marte) e sacrificado com uma
pancada na cabeca. O térax foi aberto, o coracao removido e
imerso numa solugao de Tyrode a temperatura ambiente.
Imediatamente, a aorta era fixada & canula do aparelho de
perfusdo. Utilizava-se o liquido perfusor de acordo com o grupo

experimental. Registrava-se a atividade mecénica do coracéo.

Do sétimo ao oitavo minuto de perfusdo, coletava-se o
perfusado num frasco para posterior realizacido do teste do acido
tiobarbitirico (TBA). O mnesmo procedimento foi realizado do

décimo quinto ao vigésimo minuto.

Apbs trinta minutos, oé coragbes eram retirados do aparelho
de perfusdo. Removiam-se o0s restos de vasos e gorduras e
separava-se uma fatia (em torno de 200 mg) do ventriculo esquerdo
para a dosagem de‘glicogénio. O restante do corac¢do era pesado
(balanca Marte A-500), colocado em buffer fosfato e homogeneizado
em Potter. Este homogeneizado era centrifugado por iO minutos a
1000 g. Tomavé—se uma aliquota do sobrenadante para realizar o)
teste do &cido tiobarbitirico (TBA). As medidas de glicogénio e o
teste do TBA eram realizados logo apb6s a perfusdo. Guardava-se
cerca de 0,5 ml do homogeneizado (0-4 °C) para posterior dosagem

de proteinas, que era realizada até um més depois.
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Em outros 6 grupos de animais, submetidos 4as mesmas
condi¢bes experimentais dos grupos controle, Hy05, vitamina A,
vitamina A + Hp0p, trolox 2 mM e trolox 2 mM + HpOp, realizaram-
se as medidas de consumo de oxigénio (que eram feitas logo apbds a
perfusdo) em homogeneizados de coragdo. Pedagcos de tecido eram
congelados (-76 °C) por até 72 horas apds a perfusdo e as medidas

de quimioluminescénica eram realizadas nos homogeneizados destes

coracdes.

2.6 PERFUSAO DO CORAGAO

A perfusdo do coracdo foi feita utilizando-se o método de

Langendorff (1895) modificado (Figura XI).

Antes do 1inicio de cada série de experimentos, todo o
sistema, desde os frascos (Fl e F2, Figura XI) até a cénula, era
preenchido com a solucdo perfusora (Tyrode) e as bolhas eram
retiradas através dos tubos BL1 e BL2 (Figura XI). A troca do
liquido de perfﬁséo era feita através de uma valwvula de trés
vias (V, Figura XI), colocada aciha do tubo de aquecimento (CN,
Figura XI). Os frascos eram mantidos a uma altura de 82 cm da
extremidade da cé&nula de perfusdo (CP, Figura XI); © due
determinava uma presséo constante de 8,02 kPa, em todos os
experimentos. A altura dos frascos podia ser ajustada mediante um
regulador de tensdoc (Lifter, E & M Instruments; L1, Figura XI). A
pressdo de perfuséo era verificada através de um manémétro

anerbide (bardmetro metdlico, E & M Instruments; M, Figura XI). O
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Tyrode era gaseificado durante todo o experimento com carbogénio
(CO , Fig. XI), uma mistura de 95% de oxigénio e 5% de géas
carbdnico. Sua temperatura era mantida em 31 °C, mediante uma
bomba circuladora de &gua, com termostato (bomba Haake FE
Circulators; BT, Fig. XI). A temperatura da solucdo perfusora
podia ser medida através de um termbémetro digital (T, Fig. XI),
colocado préximo a cénula de perfusdo. A aorta era fixada ao
aparelho de perfusdo e, quando a canula ultrapassava a valvula
aértica, penetrando no ventriculo esquerdo, a pressdao no
mandémetro tornava-se pulséatil. Quando isto acontecia, ‘tais
prepara¢cdes eram desprezadas. A perfusdo das corondrias através
da aorta fazia com que a solucdo perfusora saisse principalmente
pelo seio venoso coronariano. Dai, a solucdoc podia refluir pelas
velas cavas ou passar ao ventriculo direito e ser expulsa atrévés
da artéria pulmonar. Parte da solucdo perfusora saia pelas veias
de Tebésio de ambos os ventriculos. O liquido proveniente das
veias de Tebésio do ventriculo direito era expulso através da‘
artéria pulmonar. Todo o liquido escorria pelas paredes cardiacas
externas, umedecendo o coracdo. Este liquido caia SOb a forma de
gotas sobre um estalagmbégrafo (E, Figura XI) para seu registro. O
liquido que chegava ao ventriculo esquerdo pelas veias de Tebésio

era ai acumulado e, apds, ejetado para a aorta, sendo

reperfundido.
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A - Alavanca

BL1 -~ Tubo lateral

BL2 - Tubo lateral

BT =~ Bomba circuladora
C - Coracéo

CN - Condensador

CO - Carbogénio

CP - Canula de perfuséo
E - Estalagmégrafo
Figura XI - Esquema

(Langendorff, 1895).

Fl
F2
Ll
L2

MI
‘R1
R2

 geral

Frasco de

Frasco de’

Regulador
Regulador
Mandmetro
Miégrafo

Poligrafo
Poligrafo

vidro
vidro
de tenséao
de tenséao
anerédide

Termémetro digital
Valvula de trés vias

do aparelho de ©perfusao
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2.7 REGISTRO DA ATIVIDADE CONTRATIL

Para o registro da atividade contréatil, o é&pice do coragéao
era transfixado por um pequeno gancho de ag¢o 1ligado a uma
alavanca interfixa (A, Fig. XI). A oﬁtra extremidade da alavanca
era ligada a um'miégrafo (MI, Figura XI) com calibracdo interna
de 0,5 a 5 g (F-60) que era ligadé ao poligrafo  modelo MK-IV-P,
ambos da marca Narco Bio—Sysfems (Houston, Texas, USA). Aésim,
eram efetuados o0os registros da atividade contréatil, ou
mecanocardiogramas (R1l, Figura XI). Para uniformizar o méximb
possivel a tensdo diastdlica, cada coracéo,f apds ser preso a
alavanca de registrd, era estirado progressivamente até préximo

do pico de tensdo ativa (Lméax).

2.8 REGISTRO DO FLUXO CORONARIANO

O fluxo coronariano foi registrado mediante um contador de
gotas ou estalagmbébgrafo (E, Figura XI) que constava de uma
cépsula de Marey conectada a um transdutor de pressdo (Pneumatic
Pulse Transducer, Narco Bio—Systéms) que era ligado ao poligrafo.

O registro do fluxo coronariano esta representado por R2 na

figura XI.
2.9 DOSAGEM DO GLICOGﬁNIO CARDIACO

Para a dosagem do glicogénio cardiaco, procedeu-se conforme

o método de Van Handel (1965), que quantifica glicose apbs
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hidrdlise &cida do tecido. Os resultados foram expressos em g% de

tecido umido.

Retirava-se uma fatia (em torno de 200 mg) do ventriculo
esquerdo de cada corag¢do apdés a perfusdo. O tecido era secado em
papel de filtro e pesado numa balangca de torgcdo (Bethlehem
Balance, Bethlehem Instruments CO., Inc.). Colocava-se o tecido
em 2,0 ml de KCl1 a 30% e fervia-se por 1 hora para realizar a
hidrélise acida. BApds este periodo, colocava-se 4,5 ml de etanol
absoluto em cada tubo, agitava-se até ficar homogéneo e
centrifugava-se os tubos por 10 minutos a 2500 rpm. O
sobrenadante era desprezado e o precipitado era guardado (0-4 °
C), apds ter sido escorrido todo o sobrenadante em papel
absorvente. O precipitado era ressuspenso em 5,0 ml de &gua
destilada fervente e agitado até ficar homogéneo. Desta solﬁcéo,
tomava-se uma aliquota de 0,5 ml e diluia~se em 2,5 ml devégua
destilada. A estes tubos, colocados em gelo, acrescia-se
vagarosamente 4 ml de reativo de antrona (200 mg por 100 ml dé
H»SO4) . Agitava-se os tubos e lia-se no espectrofotdmetro (Bausch
& Lomb, modelo Spectronic 20) a 620 nm. Eram preparadas trés
solugdes-padrdo, contendo, respectivamente, 20, 30 e 50 Hg de
glicose. Preparava-se uma solugdo-estoque de glicose dissolvendo-
se 0,1 g de glicose anidra em 100‘ml de &acido benzdéico a 0,30%.
As solucées—padréo de glicose eram preparadas a partir da

solucdo-estoque, diluindo-se 2, 3 e 5 ml da mesma em 100 ml de

acido benzébdico.
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2.10 PREPARAGAO DO HOMOGENEIZADO DE CORAGAO

Apbés serem perfundidos, os coracdes eram secados e pesados,
depois da retirada dos restos de.vasos e gorduras. Colocava-se 5
ml de buffer (KCl1 140 mM, fosfatos 20 mM) por grama de tecido.
Nos experimentos de consumo de oxigénio utilizaram~se 3 ml (em
lugar de 5 ml) de buffer por grama de tecido para aumentar a
concentragdo de proteinas. O coracdo era cortado com uma tesoura
e, 'em seguida, era homogeneizado em Potter-Elvehjem por um
minuto a temperatura de 0-2 °C. Este homogeneizado era
centrifugado em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B - Rotor SM
24) por 10 minutos a 1000 g (LLESUY et al., 1985). O precipitado

era desprezado e o sobrenadante, utilizado para as medidas de

LPO.

2.11 TESTE DO TBA-RS NO HOMOGENEIZADO

A técnica do TBA-RS (TBA reactive substances, ou seja,
substéncias que reagem com o0 TBA) consiste em aquecer o material
biolégico a ser testado na presenca de acido tiobarbitirico, sob
condigdes 4acidas, e medir a formagcdo de um produto rosa,

espectrofotometricamente (BUEGE & AUST, 1978).

Colocava-se 0,5 ml do homogeneizado em 1,5 ml de A&cido

triclorocacético (TCA) & 10%, 1,0 ml de acido tiobarbitdrico (TBA)

a 0,67% e 0,5 ml de agqua destilada para atingir o volume adequado

a cubeta do espectrofotdmetro. Agitava-se 10 segundos cada tubo
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e incubava-se & 100 °C por 15 minutos. Apés a fervura,
observava-se a formacdo de um produto rosado. Os tubos eram
resfriados e centrifugados por 10 minutos & 2500 rpm. O
precipitado era desprezado e o sobrenadante, colocado na cubeta

do espectrofotdmetro para a leitura (535 nm).

A concentracao de TBA-RS nos homogeneizados foi expressa em

nmol por mg de proteina, utilizando um coeficiente de extingéo=

156 mM~lcm~1.
2.12 TESTE DO TBA-RS NO PERFUSADO

O teste do TBA-RS foi também realizado no 1liquido dque

passava pelo cora¢dao, o perfusado. Para tanto, este liquido era

‘coletado antes e depois do stress oxidativo induzido pelo H0j.

Procedia-se como explicado no item anterior, colocando-se 0,5 ml
do perfusado, ao invés do homogeneizado de tecido. Comparava-se a

formagdo de TBA-RS antes e depois do stress.

Os resultados foram expressos em nmol de TBA-RS por ml de

perfusado.
2.13 MEDIDA DO CONSUMO DE OXIGENIO

0 equipamento utilizado para a determinacdo do consumo de
oxigénio constava de um eletrédio do tipo Clark de platina,
rodeado por uma membrana permedvel ao oxigénio e um eletrddio de

calomelano, adquirido de FQ/IQUIFIB/MAIDEC, Buenos Aires,
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Argentina. Quando se aplicava uma diferenca de potencial de um
valor tal que o eletrodo de platina fosse negativo em relacido ao
de calomelano (0,5-0,8 V), o oxigénio presente na solucdo se
reduzia eletroliticamente a ‘02~ e HpOp dando :uma corrente de

difusdo assimétrica que se define pela equacdo de Ilkovic

modificada:
i = B.n.F.A.D.[05]

onde: 1 = intensidade de corrente; B = fator dé difusao
assimétrica regido pela agitaééo; n = numero de elétrons; F =
constante de Faraday; A = area do eletrodo; D = coeficiente de
difuséao (D = k.T/8.m.m) que é diretamente proporcional a
concentracdo de oxigénio (ESTABROOK, 1967). Esta corrente‘ foi
medida com um amplificador conectado ao registrador (poligrafo
MK-IV-P, Narco Bio-Systems). Os eletrédios eram colocados dentro
de uma céamara de vidro de 1,9 ml de volume, termostatizada e com
agitacdo controlada. Para a determinacdo da velocidade de consumo
de oxigénio, utilizaram-se homogeneizados de tecido. As
determinac¢des se realizaram & 30 °C. A concentracido de oxigénio
dissolvida nas solucbes a esta temperatura foi estimada em 0,22
mM (ESTABROOK, 1967). Os resultados foram expressos em nmol de 02

por min por mg de proteina.
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2.14 DETERMINACAO DA QUIMIOLUMINESCENCIA INICIADA POR

HIDROPEROXIDO DE TERT-BUTIL

O método consiste em adicionar um hidroperéxido orgénico de
origem sintética (hidroperdéxido de tert-butil) ao homogeneizado
de tecido em estudo. Se avalia a capacidade de resposta, mediante
a determinacdo de quimioluminescéncia (QL) produzida ©pela
amostra. Em tecidos submetidos a stress oxidativo, o valor da QL
iniciada por hidroperdéxido de tert-butil (t~BOOH) é maior que o
valor correspondente a este tecido em condi¢des fisiolégicas

(pré-stress), de modo que a relagao QL pds-stress/ QL pré-stress,

resulta maior que 1,0 * 0,1.

A QL foi medida em um contador beta (LKB Rack Beta Liquid
Scintillation Spectrometer - 1215; LKB Produkter AB, Bromma,
Sweden) com o circuito de coincidéncia desconectado e utilizando
o canal de tritio. Os homogeneizados de tecido foram colocados em
viais de vidro de 25 mm de diadmetro por 50 mm de altura. Para
evitar a fosforescéncia dos viais ativada pela luz fluorescente,
estes foram conservados na obscuridade até o momento de seu uso e
as determina¢des se realizaram em salé escura. As condicdes
gerais do ensaio foram: meio de reacdo consistindo numa solugédo

requladora de KCl1 120 mM, fosfatos 40 mM, pH 7,4, concentracdo de

proteinas do homogeneizado aproximadamente 1 mg/ml, concentracgéao

de t-BOOH 3mM. Os resultados foram expressos em contas por
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seqgundo (cps) por miligrama de proteina (BOVERIS et al., 1985;

GONZALEZ FLECHA, 1991).
2.15 DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentracdo de proteinas do homogeneizado de coracado foi
determinada através do método de Lowry et al. (1951). Este
método utiliza como padrdo uma solucdo de albumina bovina na
concentragdo de 1 mg/ml (no nosso caso, utilizaram—se volumes de
30, 60 e 90 pl). Colocava-se uma aliquota do homogeneizado em
0,8 ml de &gua destilada e 2,0 ml do reativo C. Este ultimo era
preparado no momento e consistia na mistura de 50 ml do reativo
A (NaHCO3 2% em NaOH 0,10 N), 0,5 ml do reativo By (CuSO4 . 5 H»0
1%) e 0,5 ml do reativo By (tartarato de sédio e potéssio 2%).
Aguardava-se 10 minutos e, apds este periodo, colocava-se 0,2 ml
de reagente de Folin (na concentracédo de 1/3 em Agua destilada).
Apdés 30 minutos, desenvolvia-se cor azul que pode ser medida

espectrofotometricamente a 625 nm.

2.16 ANALISE DOS DADOS

Os parémetros fisioldgicos estudados neste trabalho foram:
contratura cérdiaca, forca de contracdo, freqliéncia cardiaca e
fluxo coronariano. Os trés primeiros, eram medidos a partir dos
mecanocardiogramas e o ultimo, a partir do registro efetuado pelo
estalagmégrafo. Estabelecia-se o] periodo inicial, que

correspondia aos primeiros 10 minutos de perfusdo e servia para
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estabilizar os»coracées com o liquido perfusor. BApds estes 10
minutos, era trocado o liquido perfusor, de acordo com cada grupo
experimental, com excecdo do grupo controle. Todos o0s parametros
foram medidos 15 segundos antes de se completarem os 10 minutos
de perfusdo e este foi considerado o tempo zero. Decorridos 35,
10, 15 e 20 minutos apds este periodo, foram realizadas novas
medidas. Todos os dados foram expressos como valores percentuais

relativos ao tempo zero, considerado como 100%.

A contratura e a forca de contracdc foram medidas através
de um paquimetro. Para a medida da contratura, estabelecia-se uma
linha de base, ou seja, o nivel de relaxamento do coracdo no

tempo zero. A contratura era avaliada pela elevacdo da linha de

base, em cada tempo de estudo.

A forg¢a de contracao era medida pela amplitude (em cm) dos
tracados no tempo =zero. Apds cada registro, era feita a
calibracdo, a partir de um sinal emitido pelo transdutor,
equivalente a uma forga de 5 gramas. Para se obter a forca em
gramas, comparava-se a amplitude deste sinal com os tragados nos
tempos de interesse. Os valores percentuais eram calculados a

partir da forga em gramas em relacdo ao tempo zero.

A freqiéncia cardiaca era calculada como o numero de
sistoles por minuto. Os dados de freqiiéncia apresentados estao
expressos como diferenca percentual nos tempos 5, 10 ,15 e 20

minutos em relacdo ao tempo zero.
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O fluxo coronariano foi medido, em gotas por minuto, a
partir dos registros efetuados pelo estalagmégrafo. Estabeleceu-
se o fluxo no tempo zero e os valores obtidos nos tempos 5, 10,

15 e 20 foram expressos como diferenga percentual em relacdo ao

Zero.

O fato dos resultados serem expressos em valores percentuais
reflete o cuidado que se tinha em tomar cada medida em relacéo:ao
tempo zero. Cada coracdo, no tempo zero, servia como seu proprio
controle. Dessa forma, se consegue eliminar muitas influéncias

devidas a variabilidade bioldégica de cada coracédo.

Os dados de LPO e glicogénio estdo expressos em valores

absolutos.

Para o célculo da QL iniciada por t-BOOH, foi considerada a

emissdo maxima, sendo descontada a emissdo basal (a QL do vial

mais o buffer).
2.17 APRESENTAGAO DOS DADOS

Os dados apresentados em "Resultados" estdo colocados em
tabelas e figuras numerados com algarismos arédbicos. As figuras
apresentadas nos outros capitulos, receberam numeracdo com
algarismos romanbs. Este artificio tem o intuito de facilitar a
compreensdo dos resultados, sendo que para cada paradmetro h& uma
tabela e uma ou mais figuras com a mesma numera¢do. Quando ha

mais de uma figura para cada pardmetro, estas recebem indices



EENES

R

P NS

P

e

i

R NP U

56

(1A, 1B etc.) Todos os resultados apresentados estdo expressos
como média + erro padrdo da média, quer sejam valores absolutos

quer sejam diferengas percentuais.
2.18 ANALISE ESTATISTICA

A partir dos dados coletados, foram calculadas as médias e
0s erros padrdo das médias para cada grupo experimental. Foi
utilizada a andlise da variéncia (ANOVA) para dados ndo pareados,
a fim de comparar as diferencgas observadas dentro de cada
pardmetro de estudo. Além disso, foi utilizado o teste t de
Student para dados ndo pareados, para comparar os valores obtidos
em cada um dos grupos experimentais. Quando for afirmado que
existem diferencas estatisticamente significativas, o nivel de
significdncia ¢é de, pelo menos, 5% (p < 0,05 . A anélise

estatistica foi efetuada com o auxilio do programa computacional

Primer of BRiostatistics.
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3 RESULTADOS

A apresentacdo dos resultados obedece & seguinte ordem:

1) valores de contratura, conteddo de glicogénio e LPO
(medida através do teste do TBA-RS, do consumo de oxigénio e da

QL iniciada por t-BOOH) dos grupos controle e H;0p (3.1);

‘2) valores de contratura, conteltdo de glicogénio e LPO dos

grupos vitamina A e vitamina A + Hp0p (3.2);

3) valores de contratura, conteudo de glicogénio e LPO dos

grupos trolox (0,2 e 2 mM) e trolox (0,2 e 2 mM) + Hp0p (3.3)7;

4) dados relativos a forca de contragdo de cada grupo

experimental (3.4);

'5) dados relativos a freqliéncia cardiaca de cada grupo

experimental (3.5);

6) dados relativos ao fluxo coronariano de cada grupo

experimental (3.6).
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3.1 INFLUENCIA DO Hp0, NO RELAXAMENTO, NO CONTEUDO DE

GLICOGENIO E NA LIPOPEROXIDACAO CARDIACOS

A perfusdo com Hp0p (256 mM) provoca contratura no coracéo
isolado de rato. O grupo H»0, apresentou contraturas cardiacas
significativamente maiores que o grupo controle a partir do
tempo 15 minutos (Tabela 1, Figura 1A). A andlise da variéncia
(ANOVA) para as contraturas obtidas nos tempos 5, 10, 15 e 20
révelou diferencas significativas entre o grupo controle e o
grupo H70» no décimo quinto (Fcal = 5,86) e no vigésimo‘minuto
(Fcal = 12,08). Mecanocardiogramas tipicos do grupo controle e

do grupo Hp0» podem ser vistos na figura 1B.

As quantidades de glicogénio cardiaco dos grupos controle e
HoOp podem ser vistas na tabela 2 e na figura 2. A perfusdo com
HoOp reduziu significativamente o coﬂteﬁdo de glicogénio
cardiaco. A ANOVA revelou diferen¢a significativa entre os dois

grupos experimentais (Fcal = 13,77).

A LPO foi medida através de trés métodos. O teste do TBA-RS
foi realizado no homogeneizado de tecido e no liquido de perfusao

(perfusado) .

No homogeneizado cardiaco, encontrou-se uma quantidade de
TBA-RS significativamente maior no grupo Hy0, do que no grupo
controle (Tabela 3, Figura 3). A ANOVA demonstrou diferencga

significativa entre os dois grupos (Fcal = 4,98).
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A quantidade de TBA-RS no perfusado do grupo Hy0, foi
significativamente maior do que a do grupo controle (Tabela 4,
Figura 4). Pela ANOVA observou-se diferenca significativa entre

os dois grupos (Fcal = 27,5).

O consumco de oxigénio do grupo Hp0r foi maior do que o do
grupo controle (Tabela 5, Figura 5A). Esta diferenca foi
considerada significativa pela ANOVA (F cal = 6,00). Na figura
5B, podem ser observados registros tipicos do consumo de oxigénio

dos grupos controle e HyOp.

No método da QL iniciada por t-BOOH, observou-se um
incremento da emissdo luminosa no grupo Hp0» em relagdo ao grupo
controle (Tabela 6, Figura 6). A ANOVA detectou diferenca
significativa entre os dois grupos (Fcal = 52,27). A relagdo QL
pbs-stress/ QL pré-stress foi 1,66, o que indica a presenca de

stress oxidativo.

Observou-se, portanto, que o H»0p provocou contratura

cardiaca, reducgdo do glicogénio cardiaco e aumento da LPO.
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Figura 1A - Variag¢do percentual da contratura cardiaca, nos
distintos tempos de estudo, dos grupos controle e H50o5. Os
valores estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo controle: n=

5; grupo Hp02: n= 6.

* diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p<

0,05)
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Figura 1B - Mecanocardiogramas tipicos dos

e HyOo (B), nos distintos tempos de estudo.

grupos controle
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TABELA 1 - Medidas das porcentagens de contratura cardiaca
nos distintos tempos de estudo, comparando grupo controle (0 mM)

e grupo HpOp (256 mM).

- ———— o —— " (s oty (o e i T i ke S e s i o S S i e S G A s S et e WP T U= MM W S W W G T  WES S e S un G G . g~ -

- - ———— - —— T— —— - oV~ i S Ttk o s o ) i o s G o e ks A S o O i s S e e S oS i Sy St G St VA N WS TS e o o - — o -

TEMPO CONCENTRAGAO DE HpOp (mM)
(min) 0 (n=5) 256 (n=6)
5 5,92 * 3,95 11,45 + 4,04
10 6,50 + 3,46 25,64 + 14,57
15 6,36 + 3,11 44,14 + 13,89
20 5,90 + 3,22 60,56 + 13,98%

e o - - O U - — o - o —— e T - . o e - S S W e S e o A A S Sy S e e S et el e S At Sals W e G e WO e e Gt A

Os valores estdao expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em comparacdo com controle O

mM (p < 0,05).
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Figura 2 - Conteudo de glicogénio cardiaco (g%) dos animais

dos grupos controle e Hp0p. Os valores estd3o expressos COMO

média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo HpOp: n= 4.

* diferenca significativa em relacdo ao-grupo controle (p<

0,05).
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TABELA 2 - Medidas do conteudo de glicogénio cardiaco'(g%),

comparando grupo controle e grupo HpO0s.

GRUPOS GLICOGENIO (g$%)
CONTROLE 0,46 + 0,06

]
H,0» 0,26 £ 0,01%*

———————— - —_— — — — - ———— — o T——— " 2} T - —— o —— - s o Yot i Ao o D e G S Gaie S —

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em relagdo ao grupo controle

(p< 0,05) .
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Figura 3 - Contetido de TBA-RS (nmol/mg prot.) nos
homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos controle e HpO0j.
Os valores estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo controle:

n= 5; grupo HO0p: n= 5.

* diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle

(p<0,05).
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TABELA 3 - Medidas das concentracgdes de TBA-RS (nmol/mg de
proteina) em homogeneizados de cora¢des de rato, comparando os

grupos controle e HyO0»p.

- — . s —— — - — " — T " — " S D W . o i W - — A — e o e S e " - A — o -

GRUPOS [TBA-RS]
(nmol/mg prot.)

Mt o - — " = S S e e et e e e i et Mt b st o S T M Mo o e T e G W e — o T — 2

CONTROLE (n=5) 0,12 + 0,02
Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em relacdo ao grupo controle

(p < 0105) .
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TBA-RS (nmol/mi)

14 "
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0 0 266
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Controle [_JH202
Figura 4 - Conteldo de TBA-RS (nmol/ml) nos perfusados

cardiacos dos animais dos grupos controle e H0p. Os valores

estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo
HoOp: n= 5.

* diferenca significativa em relacdo ao grupo controle

(p D,00).
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TABELA 4 - Medidas das concentragdes de TBA-RS (nmol/ml) em

perfusados de <corag¢des de rato, comparando os grupos controle e

H20».

- —_— — o — o ot 2" s W ot o it W (i o s o it i ik o i o e B S T G et St e o o i o Y e S i G Gt S o N Gy W W T s s S

[TBA-RS]

(nmol/ml)

- - — —— o —— —— —— — i S — S s W " B ks R ot T - - o b T A S rie on e S e e S S W G M S o G W G - W A — — — —

CONTROLE  (n=5)

HoO9 (n=5)

-t . s o o -~ - Y ot - - —— 7~ (> (s O ot o o ity e i e e G s S s SoOR o O U o T e G G W o

Os valores estdo expressos como

* diferengca significativa em

(p < 0,05).

média + E.P.M..

relacdo ao grupo

controle
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Figura 5A - Medidas do consumo de oxigénio (nmol/min.mg

prot.) nos homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos
controle e HpO0p. Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

Grupo controle: n= 6; grupo HoO2: n= 6,

* diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p<

0,05).
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A T

Figura 5B - Registros tipicos do consumo de oxigénio dos
animais do grupo controle (A) e HpOp (B). As setas indicam o

momento da adicdo de t-BOOH.
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TABELA 5 - Medidas do consumo de oxigénio (nmol/min/mgprot)

de homogeneizados de coragdo, comparando o0s grupos controle e

Hy0o.

- "t A i o i i it it it o i b S0 e i it o o ot Mime S o bt e i ot M W i Bt s A S i S wme i s e e e S o A —

GRUPOS CONSUMO DE 02

(nmol/min.mgprot.)

e —— - — — — o o o T o e o — — — " - -t e b W . G A it S e i o i ot e Bt i Wit W et i

CONTROLE (n=6) 1,19 £ 0,20
Hy0p (n=6) 3,21 + 0,807

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa - com relacéo ao

controle (p < 0,05).

grupo
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em homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos controle e

HoOop .-

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

controle: n= 6; grupo HpOp: n= 6.

Grupo

* diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p<

0,05).
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Figura 6B - Perfil da cinética da QL iniciada t-BOOH (cps/mg

prot.) em homogeneizados cardiacos dos grupos controle e HyOp,
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TABELA 6 - Medidas da QL iniciada por t-BOOH (cps/mgprot)

em homogeneizados de coracao, comparando o0s grupos controle e

Hy0».
GRUPOS QUIMIOLUMINESCENCIA
(cps/mgprot.)
CONTROLE (n=6) ' 3199 + 259
HoOp (n=6) 5304 + 133"
Os valores estdo expressos como média + E.P.M..
* diferenca significativa com relagdo ao grupo controle (p <
0,05).
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3.2 AGAO DA VITAMINA A NA CONTRATURA, NO CONTEUDO DE

GLICOGENIO E NA LIPOPEROXIDAGAO

O grupo vitamina A apresentou diferenca significativa com
relacdo a porcentagem de contratura do grupo vitamina A + Hp0y a
partir do tempo 10 (Tabela 7, Figura 7A). A ANOVA revelou
diferenca significativa entre os dois grupos (Fcal = 14,77). E
interessante notar que o grupo vitamina A apresentou, ao invés de
contratura, relaxamento em relacdo ao periodo inicial (Tabela 7).
Estes valores foram significativamente diferentes do grupo
controle a partir do tempo 10 minutos (Tabela 7). Esta diferenca
foi detectada pela ANOVA (Fcal = 9,23). No grupo vitamina A +
H,0» observaram-se contraturas significativamente ménores em
relacdo ao grupo H»0o (Tabela 7). A ANOVA demonstrou diferenca
significativa entre 0os dois grupos (Fcal = 7,96).
Mecanocardiogramas tipicos dos grupos vitamina A e vitaminé A +

Hy0o podem ser vistos na figura 7B.

O conteido de glicogénio do grupo vitamina A foi
significativamente menor do que o do grupo controle (Tabela 8,
Figura 8). Pela ANOVA foi confirmada esta diferenca (Fcal =
10,97). O grupo vitamina A + Hp0), apresentou um conteudo de
glicogénio significativamente maior do que o grupo H20o. A ANOVA

revelou diferenca significativa entre os dois grupos (Fcal =

12,10). Comparando os grupos vitamina A e vitamina A + HpO9,
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observou-se que o conteiddo de glicogénio do dltimo foi
significativamente maior (Tabela 8, Figura 8). Esta diferenca

foi considerada significativa pela ANOVA (Fcal = 7,69).

Encontrou-se um aumento significativo na producdo de TBA-
RS nos homogeneizados do grupo vitamina A + Hy0p em relacdo ao
grupo vitamina A (Tabela 9, Figura 9). Diferenca esta confirmada
pela ANOVA (F cal = 7,20). Entre os grupos vitamina A e controle
ndo foram observadas diferencas significativas (Fcal = 3,07). As

diferengas entre a produgdo de TBA-RS do grupo vitamina A + H50p

e do grupo HpO, também ndo foram significativas {Fcal = 2,79).
Portanto, ndo se observaram diferencas significativas na
produ¢do de TBA-RS nos homogeneizados apbs a perfusdao com

vitamina A.

Constatou-se, pelo teste do TBA no perfusado, um aumento
significativo na producdo de TBA-RS no grupo vitamina A + H02
em relagdo ao grupo vitamina A (Tabela 10, Figura 10). Esta
diferenca foi confirmada pela ANOVA (Fcal = 7,54). A quantidade
de TBA-RS do grupo vitamina A + HyOp foi significativamente
menor do que a do grupo Hp0p. Pela ANOVA, houve diferenca
significativa entre os dois grupos (Fcal = 8,06). A diferenca
entre a producdo de TBA-RS no grupo vitamina A e no grupo
controle héo se revelou significativa (Fcal = 2,21). Estes
resultados indicam que a perfuséo com vitamina A preveniu o

aumento da quantidade de TBA-RS induzida pelo H»0, no perfusado.
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O consumo de oxigénio dos grupos vitamina A e vitamina A
Hy0» pode ser visto na tabela 11 e na figura 11A. As diferencas
entre estes dois grupos foil considerada ndo significativa (F cal
= 4,50). O consumo de oxigénio do grupo vitamina A + Hp0, foi
significativamente menor do que o do grupo Hp0» (Tabela 11,
Figura 11). Pela ANOVA, confirmou-se esta diferenca (F cal =
24,04) . A diferengca entre os grupos vitamina A e Hy0, foi
significativa (Fcal = 61,54). Isto indica que, nos coracdes
perfundidos com H»0p, o consumo de oxigénio aumentou e Que a
perfusdo prévia com vitamina A reduziu este efeito. Na figura
11B podem ser vistos régistros tipiéos do consumo de oxigénio dos

grupos vitamina A e vitamina A + HpOp.

Com relacdo a QL iniciada por t-BOOH, observou-se que a
emissdo luminosa ndo apresentou diferengas significativas entre
0s grupos vitamina A e vitamina A + H»0O» (Tabela 12, Figura 12).
A ANOVA, da mesma forma, ndo detectou diferengas significativas
entre estes dois grupos (Fcal = 2,68). Entre os grupos vitamina A
e controle também ndo se observaram diferencas significati&as
(Fcal = 0,39). Entretanto, o grupo vitamina A + Hy0p apresentou
uma redugdo na QL quando comparado ao grupo Hy0, (Tabela 12,
Figura 12). A ANOVA confirmou esta diferenca (Fcal = 6,14).
Assim, a perfusdo com vitamina A reduziu significativamente o
efeito do Hy0, sobre a QL iniciada por t-BOOH. A relacdo QL pds-

stress/ QL pré-stress caiu para 1,27, comparativamente ao grupo
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HoO» que era 1,66. Isto indica que a perfusdo com vitamina A

reduziu o stress oxidativo induzido pelo H»05.

Resumindo, a vitamina A diminuiu a contratura cardiaca e
impediu a redugdo do conteudo de glicogénio e reduziu a LPO

induzida pelo H05.
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Figura 7A - Variacado percentual da contratura cardiaca, nos
distintos tempos de estudo, dos grupos controle, HpOp, vitamina A
e vitamina A + Hp0p. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo Hy0p: n= 6; grupo vitamina A:

n= 6; grupo vitamina A + Hy0p: n= 6.

* diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p<

0,05).

# diferenca significativa em relagcdo ao grupo Hy0p (p<

0,05).
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Figura 7B - Mecanocardiogramas tipicos dos grupos vitamina A

(A) e vitamina A + HpOp (B), nos distintos tempos de estudo.
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TABELA 7 - Medidas das porcentagens de contratura cardiaca
nos distintos tempos de estudo, comparando grupo controle, grupo

vitamina A, grupo HpOp e grupo vitamina A + HOs.

- 11— —— o o s . - i Ao v W T T o Y S o St - —— A ———— - — " S de i — -

o — - —— - — o - o — 7~ _— i —_ — - — o — - - "t - — o e i oy ot e W — i — o —— o —— - - —

(min)  CONTROLE VIT.A Hy05 VIT.A+H,0,

e e —n n  ———_— — " s e W — " - — " o it o > O e M V= e o W A" i e o M WS G S "~ T — o

————— — - —— —— (i o W - o G i (. = s e e By S Ao e e M o St T o e e e Ak P A - s T i — " - o~ T

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em comparagao com O Jgrupo

controle (p< 0,05).

$ diferenca significativa em comparacgéo com o grupo

vitamina A (p< 0,05).

# diferenca significativa em comparacao com o grupo HoOs (p<

0,05).
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Figura 8 - Conteudo de glicogénio cardiaco (g$%) dos animais
dos.gruposbcontrole, HoO», vitamina A e vitamina A + Hy05. Os
valores estdo expressos como média + E.P.M., Grupo controle: n=
5; grupo H202: n= 4; grupo vitamina Aé n= 5} grupo vitamina A +

HpOp: n=5.

* diferenca significativa em relacdo ao controle (p< 0,05).
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TABELA 8 - Medidas do conteido de glicogénio (g%) de
coragdes de rato, comparando os grupos controle, Hy0p, vitamina A

e vitamina A + HO0,.

. ——" - ——— . | S — o T = M . " At e i " o e e e W S dke o T S " o e — - - T — T — i . S - A — o o o

GRUPOS CONTEUDO DE GLICOGENIO (g%)
CONTROLE (n=5) 0,46 + 0,06
Hy0p (n=4) 0,26 + 0,01%
VIT.A (n=5) 0,27 £ 0,02*
VIT.A+H05 (n=5) 0,37 + 0,03

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p <

0,05).
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TBA-RS (nmol/mg prot.)

0.6
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‘ 0.3}
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021 1
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° 266
[H202] (mM)
[ controle [ Vitamina A
Figura 9 - Conteitdo de TBA-RS (nmol/mg prot.) 'nos

homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos controle, Hy0p,
vitamina A e vitamina A + H»0p. Os valores estd3o expressos como
média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo HpO»: n= 5; vitamina

A: n= 6; vitamina A + Hp0p: n= 5.
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TABELA 9 - Medidas das concentragdes de TBA-RS (nmol/mg
prot.) em homogeneizados de coragdes, comparando o©S grupos

controle, Hy0p, vitamina A e vitamina A + HpOs.

s ——— e, 2 o i W i e T o e it i e b o et R e G o ok A S it e o s S T e G A o — " - " o o S A W " -t . — ——

GRUPOS {TBA-RS]
(nmol/mg prot.)

e . — — o — — - o o o~ M s " T o M1 O o S i (e e e e (T " - o - - — — it " it o A i e e et S

CONTROLE  (n=5) 0,12 + 0,02
Hy 05 (n=5) - 0,37 £ 0,107
VIT.A (n=6) 0,07 + 0,02
VIT.A+Hp05 (n=5) 0,19 + 0,04

——————— o —— o 7o - F D - - o S o et e i S e R ey T ey et WS e WP S e W Ban S R e - IR S S

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p <

0,05).
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Figura 10 - Contetudo de TBA-RS (nmol/ml) nos perfusados

cardiacos dos animais dos grupos controle, Hp0p, vitamina A e
vitamina A + Hp0». Os valores estdo expressos como média +
E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo Hp0Op: n= 5; vitamina A: n= 6;

vitamina A + Hp0p: n= 5.

* diferenga significativa em relacdo ao controle (p< 0,05).
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TABELA 10 - Medidas das concentracdes de TBA-RS (nmol/ml) em
perfusados de coracg¢des de rato, comparando os grupos controle,

HyOp, vitamina A e vitamina A + H05.

e - - —— o —_ - "y e " o o - — - W o . " o - A e S G e S T o S M S ——— —

GRUPOS ' [TBA-RS]
(nmol/ml)
CONTROLE  (n=5) 0,81 % 0,36
Hy0, (n=5) 9,33 % 1,44*
VIT. A (n=6) 1,68 + 0,44%
VIT.A+H,05 (n=5) 4,48 + 0,927 #

s - e . —— —— "~ — s o - —— i — — o — - o~ St . i s e T - e ma - e o — - — o — — - —

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p<

0,05).
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Figura 11A - Medidas do consumo de oxigénio (nmol/min.mg

‘ prot.) nos homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos
controle, HpOp, vitamina A e vitamina A + Hp0,. Os valores estao
expressos como média + E.P.M.. ‘ grupo HpO0p:

f = 6; grupo vitamina A: n= 6; grupo vitamina A + Hp0p: n= 6.

* diferenca significativa em relacdo ao controle (p< 0,05).
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Figura 11B - Registros tipicos do consumo de oxigénio dos
animais do grupo vitamina A (A) e vitamina A + Hp02 (B). As

setas indicam o momento da adicdo de t-BOCH.
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TABELA 11 - Medidas do consumo de oxigénio (nmol/min/mgprot)
de homogeneizados de coracido, comparando os grupos vitamina A,

HpOp e vitamina A + HyO».

- ——— o ——— o — " i o it o " s — " vt " S S o A e s S n e e >

GRUPOS CONSUMO DE 02
(nmol/min.mgprot.)
VIT.A (n=6) 8,0 + 0,5
HpOp (n=6) 10,0 + 0,17
VIT.A+H202 (n=6) 6,5 + 0,5%

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa com relacéo ao grupo

vitamina A (p< 0,05).

# diferenca significativa com relacdo ao grupo H»O0p (p<

0,05).
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Figura 12A - Medidas da QL iniciada por t-BOOH (cps/mg
prot.) em homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos

controle, Hy0p, vitamina A e vitamina A + Hy0y. Os valores est&o
expressos como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 6; grupo HyO0s:

n= 6; grupo vitamina A: n= 6; grupo vitamina A + H0o: n= 6,

* diferenca significativa em relacdo ao controle (p< 0,05).
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{ Figura 12B - Perfil da cinética da QL iniciada por t—BOOH
- (cps/mg prot.) em homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos

Hy0p, vitamina A e vitamina A + HO»p.
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TABELA 12 - Medidas da QL iniciada por t-BOOH (cps/mgprot)
em homogeneizados de corag¢do, comparando o©0s grupos controle,

vitamina A, Hy0p e vitamina A + HOs.

GRUPOS | QUIMIOLUMINESCENCIA
(cps/mgprot.)
CONTROLE (n=6) 3.199 + 259
VIT.A (n=6) 3.551 + 500
HyOp (n=6) 5.304 * 133"
VIT.A+Hy05 (n=6) 4.502 + 295*#

* diferenca significativa com relacdo ao grupo controle (p<

0,05).

# diferenca significativa com relacdo ao grupo Hp0» (p<

0,05).
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3.3 AGAO DO TROLOX NA CONTRATURA, NO CONTEUDO DE GLICOGENIO

E NA LIPOPEROXIDAGAO

Os coragles do grupo trolox 0,2 mM Hy02, apresentaram
porcentagens de contraturas que ndo diferiram significativamente
do grupo trolox 0,2 mM, sendo no tempo 5 minutos (Tabela 13,
Figura 13A). A ANOVA nao detectou diferenca significativa entre
estes dois grupos (Fcal = 1,24). Quando compararam-se as
contraturas dos grupos Hp»0» e trolox 0,2 mM HoOo naoc se
observaram diferencas significativas pelo teste t nem pela ANOVA
(Fcal = 1,64) (Tabela 13). Isto indica que o trolox, na
concentracdo utilizada, ndo protegeu significativamente o cofacéo
das contraturas induzidas pelo Hy0p. As contraturas observadas no

grupo trolox 0,2 mM ndo diferiram significativamente. do grupo

controle (Fcal = 1,72).

Mecanocardiogramas tipicos dos grupos trolox 0,2 mM e trolox

0,2 mM 4, Hy0p podem ser vistos na figura 13B.

Utilizou-se uma concentracdc de troloxbdez vezes maior (2
mM) na tentativa de encontrar alguma protecdo em relagdo a
contratura observada no grupo H02. O grupo trolox 2 mM
apresentou contraturas que ndo diferiram significativamente do
grupo controle (Fcalf 0,90). As contraturas observadas no grupo

“trolox 2 mM + HpO, foram significativamente maiores do que as do
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grupo trolox 2 mM (Tabela 14). A ANOVA confirmou a diferenca
entre estes dois gupos (Fcal = 12,32). As diferencas entre os

grupos Hp0s e trolox 2 mM + Hp0» ndoc foram significativas

(Tabela 14, Figura 143). Pela ANOVA, da mesma forma, nido se
encontrou diferenca significativa (Fcal = 0,06). No grupo trolox
2 mM observaram-se contraturas que nao diferiram

significativamente em relacdo ao grupo trolox 0,2 mM (Fcal =
4,79). As contraturas do grupo trolox 0,2 mM , Hp0, também néo
diferiram significativamente das do grupo trolox 2 mM H,0o
(Fcal = 0,97). Estes resultédos indicam que a perfusdo com trolox

ndo reduziu a contratura induzida pelo H»O0,.

Mecanocardiogramas tipicos dos grupos trolox 2 mM e trolox

2mM + HpO» podem ser vistos na figura 14B.

Os conteudos de glicogénio dos grupos trolox 0,2 mM e trolox
0,2 mM + Hp0p podem ser vistos na tabela 15 e na figura 15. O
grupo trolox 0,2 mM + HpO» apresentou um conteido de glicogénio
significativamente maior do que o do grupo trolox 0,2 mM. A ANOVA
revelou diferenca significativa entre os dois grupos (Fcal =
8,10). O grupo trolox 0,2 mM mostrou menor conteido de glicogénio
do que o grupo controle.  Esta diferengca foi considerada
significativa pela ANOVA (Fcal = 26,98). Entre os grupos trolox
0,2 mM + Hy0p o Hp0p néao se observaram diferencas significativas

pelo teste t nem pela ANOVA (Fcal = 0,10).
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Os valores de glicogénio dos grupos trolox 2 mM e trolox
2mM + H,0Op, estdo colocados na tabela 16 e na figura 16. O grupo
trolox 2 M + Hp0Op apresentou maior contetdo de glicogénio do que
grupo trolox 2 mM. Pela ANOVA, foi confirmada esta diferenca
(Fcal = 20,0). O conteudo de glicogénio do grupo trolox 2 mM foil
significativamente menor do que o do grupo controle, diferenga
esta detectada também pela ANOVA (Fcal = 18,27). Em comparacgéo
com o grupo HpO», encontrou-se que o grupo trolox 2 mM + Hp0p
apresentou maior conteudo de glicogénio. A ANOVA considerou néo

significativa a diferenca entre estes dois grupos (Fcal = 3,66).

Quanto ao teste do TBA-RS no homogeneizado, encontrou-se
que, entre os grupos trolox 0,2 mM e trolox 0,2 mM + Hp0p, ndo
houve diferenca significativa (Fcal = 3,19). Entre os grupos
controle e trolox 0,2 mM também ndo se encontrou diferenca
significativa (Fcal = 4,17). Porém , o grupo trolox 0,2 mM + H20p
apresentou uma produg¢do de TBA-RS significativamente menor do que

a do grupo HpO, (Fcal = 5,28) (Tabela 17, Figﬁra 17).

Entre os grupos trolox 2 mM e trolox 2 mM + HpOp ndo se
observou diferenca significativa em termos de TBA-RS (Fcal =
0,31). O grupo trolox 2 mM apresentou maior contetido de TBA-RS
que o grupo controle (Fcal = 11,25). Entre os grupos trolox 2 mM

+ Hp0p e Hp0» ndo se observou diferenga significativa (Fcal =

0,24) (Tabela 18, Figura 18).
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Com relacdo ao teste do TBA no perfusado, ndo se encontrou
diferenca significativa entre o grupo trolox 0,2 mM e o grupo
trolox 0,2 mM + Hp0Op (Fcal = 4,39). Também ndo houve diferenca
entre os grupos trolox 0,2 mM e controle (Fcal = 0,88). Entre os
grupos Hp0p e trolox 0,2 mM + Hy0p ndo se detectou diferencga

significativa (Fcal = 1,63) (Tabela 19, Figura 19).

Para o grupo trolox 2 mM + HZOZ; em comparagdo com o trolox
2mM, encontrou-se um aumento significativo na producgdo de TBA-RS
no perfusado (Fcal = 82,01). Nao houve diferenca significativa
entre os grupos controle e trolox 2 mM em termos de producdo de
TBA-RS (Fcal = 4,52). O grupo trolox 2 mM + Hp0p apresentou uma
reducdo significativa na producio de TBA-RS em relacdo ao grupo

Hy0p (Fcal = 9,88) (Tabela 20, Figura 20).

O consumo de oxigénio e a QL foram realizados apenas com a
maior concentracdo de trolox (2 mM). O consumo de oxigénio do
grupo trolox 2 mM foi significativamente menor do que o do grupo
controle (Fcal = 9,0). Ndo foi encontrada diferenca significativa
entre os grupos trolox 2 mM + H20p e trolox 2 mM (Fcal = 0,18). O
grupo trolox 2 mM + Hp0p apresentou um consumo de oxigénio
significativamente menor do que o grupo H»0, (Fcal = 11,30)
(Tabela 21, Figura 21A). Ou seja, a perfusdo prévia com trolox
preveniu o aumento no consumo de oxigénio induzido pelo H205.

Registros tipicos do consumo de oxigénio dos grupos trolox 2 mM e

trolox 2mM + Hy0p podem ser vistos na figura 21B.
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A QL iniciada por t-BOOH ndo mostrou diferenca significativa
entre os grupos controle e trolox 2 mM (Fcal = 0,08). O grupo
trolox 2 mM + Hy0» também ndo diferiu significativamente do grupo
trolox 2 mM (Fcal = 3,56). A emissdo luminosa do grupo trolox 2
mM + H»Op foi significativamente reduzida em comparacdo com o
grupo H»0» (Fcal = 25,21) (Tabela 22, Figura 22). Portanto, a
perfusdo com trolox reduziu a QL induzida por Hy0p a valores
préximos do controle. A relacdo QL pés-stress QL pré-stresg foi
de 1,23, ou seja o stress oxidativo produzido pelo Hy0, foi

reduzido (a relacdo era 1,66).

Assim, o trolox, nas duas concentra¢des utilizadas, né&o
reduziu a contratura, porém impediu a reducgdo do glicogénio e o

aumento da LPO induzidos pelo HpOj.
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Figura 13A - Variacao pefcentual da contratura cardiaca, nos
distintos tempos de estudo, dos grupos controle, HpO2, trolox 0,2
mM e trolox 0,2 mM + HpOp. Os valores estdo expressos COmMoO média
+ E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo HpOp: n= 6; grupo trolox

0,2 mM: n= 5; grupo trolox 0,2 mM + Hp0p2: n= 6.

* diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p<
4

0,05).
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Figura 13B - Mecanocardiogramas tipicos dos grupos trolox

e trolox 0,2 mM + HpO0p (B), nos distintos tempos de

(A)

0,2 mM

estudo.
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TABELA 13 - Medidas das porcentagens de contratura cardiaca
nos distintos tempos de estudo, comparando grupo controle, grupo

trolox 0,2 mM, grupo HpOy e grupo trolox 0,2 mM + HyO».

———— — ——— - (—— i " ——" - —— ———— ] oot S o ot o o oty i i e M Uih e o s S s WS v W s TS e S 4 W v W S o T S — — —

— . — i — o - ——— o — o T e o Tt " . i T R i i Ao e e o et U WS M U Wike G iy Mk G ke e G e At e e g ——

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS

(min)  CONTROLE TROLOX Ho0p TROLOX +H,0p

—————— o " — o — s~ —— s Toos i S S G i s S — Y- - = b o — L S . . St — " M S — o Y o -

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em comparagdo com O grupo

controle (p< 0,05).

# diferenca significativa em comparagcdo com o grupo trolox

0,2 mM (p< 0,05).
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Figura 14A - Variacdo percentual da contratura cardiaca, nos
distintos tempos de estudo, dos grupos controle, Hp0p, trolox 2
mM e trolox 2 mM + HpOp. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo HoO2: n= 6; grupo trolox 2

mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + HpOp: n= 5.



103

1
i
i

F

4—3—'%—-—— Lg!isl T
[ R B

! : i | s
[ ' L ;
? AR e = -
0 i 5 ] - : " ! I '
‘ ; 1q| - 15' 20

Figura 14B - Mecanocardiogramas tipicos dos grupos trolox 2

mM (A) e trolox 2 mM + HpO2 (B), nos distintos tempos de estudo.
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TABELA 14 - Medidas das porcentagens de contratura cardiaca
nos distintos tempos de estudo, comparando grupo controle, grupo

trolox 2 mM, grupo HyOp e grupo trolox 2 mM + HpOj.

- — o {— - d— - - —— e — Vit " | o — " W~ — = —— - —_— - ——— —— o T T vy s T ot

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS
(min) CONTROLE TROLOX Ho05 TROLOX+H, 05
5 5,92 + 3,95 -1,65 + 0,69 11,45 + 04, 4 15,58 * 10,75
10 6,50 + 3,46 0,33 + 1,61 25,64 * 14,57 35,11 * 11,36
15 6,36 + 3,11 -0,17 + 1,19 44,14 + 13,89 46,96 + 08,98
20 5,90 + 3,22 2,22 + 2,18 60,56 + 13,98 55,35 * 14,98

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..
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Glicogénlio (g%)
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Figura 15 - Conteudo de glicogénio cardiaco (g%) dos animais
dos grupos controle, Hp0Op, trolox 0,2 mM e trolox 0,2 mM +
Hy0p. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo
controle: n= 5; grupo Hp0p: n= 4; grupo trolox 0,2 mM: n= 4;

grupo trolox + HpOp: n=5.

* diferenca significativa em relacdo ao controle (p< 0,05).
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TABELA 15 - Medidas do conteudo de glicogénio (g%) de

coracgdes de rato, comparando os grupos controle, Hy0p, trolox 0,2

mM e trolox 0,2 mM + HpOp.

GRUPOS CONTEUDO DE GLICOGENIO (g%)
CONTROLE (n=>5) 0,46 £ 0,06
HpyOp (n=4) 0,26 + 0,01%
TROLOX 0,2 mM (n=5) 0,18 + 0,01%
TROLOX 0,2 mM+HpOp (n=5) 0,27 + 0,03%

————_— — - (" e o - i — - — - 1 - A S e o o Ak M e s SR A Sem e o e Man E i e e M o — A - o — Ve - G’ S S - ———

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p<

0, 05) .

# diferenga significativa em relagcdo ao grupo trolox

0,2 mM (p< 0,05).
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Figura“lG - Conteddo de glicogénio cardiaco (g%) dos animais
dos grupos controle, HoOp, trolox 2 mM e trolox 2 mM + Hy0p.
Os valores estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo controle:
n= 5; grupo HpO0p: n= 4; grupo trolox 2 mM: n= 4; grupo trolox +

Ho02: n=4.

* diferenca significativa em relacdo ao controle (p< 0,05).
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TABELA 16 - Medidas do contetido de glicogénio (g%) de
coracdes de rato, comparando os grupos controle, Hp0p, trolox 2mM

e trolox 2 mM + HpOj.

——— - — A M i et Y ke S N o S e S0 e s e kM e b Y i S S o e e A S Mo e AR e G A kG M. - S A O e

GRUPOS CONTEUDO DE GLICOGENIO (g%)
CONTROLE (n=5) 0,46 * 0,06

HpOp (n=4) 0,26 + 0,017

TROLOX 2 mM (n=4) 0,20 = 0,01

TROLOX 2 mM+HpOp (n=4) 0,30 + 0,02#%

- —— - ——— " O " U o o U Wk Mo o o S b b M ot it D o e W W S e i e A Y S o A o - s " s " o — -

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenga significativa em relacdo ao grupo controle (p<

0,05).

# diferenca significativa em relacdo ao grupo H07 (p<

0,05).

$ diferenca significativa em relagdo ao grupo trolox

2 mM (p< 0,05).
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Figura 17 =~ Conteido de TBA-RS (nmol/mg prot.) nos

homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos controle, H20j,
trolox 0,2 mM e trolox 0,2 mM + Hy0p. Os valores estdo expressos
como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo H205: n= 5;

trolox 0,2 mM: n= 6; trolox 0,2 mM + HyOp: n= 6,

* diferenca significativa em relacdo ao controle (p< 0,05).
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prot.)

110

em homogeneizados de coragbes, comparando

controle, Hp0p, trolox 0,2 mM e trolox 0,2 mM + HpOj.

e - - — - = i U o S e - — A S " ot o e o e v M e o o W - e e . o o et ot Ak i i anbe M W e e

- - ——_—— - —— > — . i e e ot it o o O - b e i i S et B b W e e T B ot ot T i i o s S Sl i o s S

GRUPOS [TBA-RS]

(nmol/mg prot.)

CONTROLE (n=5) 0,12
HyOp (n=5) 0,37
TROLOX 0,2 mM (n=5) | 0,23
TROLOX 0,2 mM+H,0, (n=5) 0,13

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p<

0,05) .

# diferenca significativa em relacdo ao

0,05).

grupo Hp0p

(nmol/mg

OS grupos
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Figura 18 =~ Contetdo de TBA-RS (nmol/mg prot.) nos
homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos controle, H20p,
trolox 2 mM e trolox 2 mM + HypO0p. Os valores estdo expressos como
média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo Hy0s: n= 5; trolox 2

mM: n= 5; trolox 0,2 mM + HyOp: n= 5,
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TABELA 18 - Medidas das concentracdes de TBA-RS (nmol/mg

prot.)

em homogeneizados de coragdes, comparando 0S grupos

controle, Hp0p, trolox 2 mM e trolox 2 mM + H»Os.

T, - —_— i —— o - i s 1o G0 S Ghan o N Dot T e G A T Y S S " - — T — - o - "o - - -

GRUPOS [TBA-RS]

(nmol/mg prot.)

- —— " —— "t s Tn o o i - Sy - - . o e b s . S i | S " Y T U Fo - e - "

CONTROLE (n=5) 0,12
HyOp (n=5) ' 0,37
TROLOX 2 mM (n=5) 0,27
TROLOX 2 mM+Hp0p (n=5) 0,31

- ———— —_——_— T > 1 ] o W S e h = Nk it o oy —h B . M e S fon T e m A A i bk N G Attt s T Y b " G W W o, Tt W B i o i

Os valores estdo expressos como média + E.

*

0,05).

diferenca significativa em relacdoc ao

grupo controle (p<
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Figura 19 - Contetdo de TBA—RS” (nmol/ml) nos perfusados
cardiacos dos animais dos grupos controle, Hp0p, trolox 0,2 mM e
trolox 0,2 mM + Hp0p. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo Hy02: n= 5; trolox 0,2 mM: n=

5; trolox 0,2 mM + Hp0p: n= 6.
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TABELA 19 - Medidas das concentracdes de TBA-RS (nmol/ml) em
perfusados de <coracdes de rato, comparando os grupos controle,

HoO0p, trolox 0,2 mM e trolox 0,2 mM + HyOp.

GRUPOS [TBA-RS]
(nmol/ml)
CONTROLE (n=5) 0,81 + 0,36
HyOp (n=5) 9,33 + 2,44%
TROLOX 0,2 mM (n=5) 0,40 + 0,25
TROLOX 0,2 mM+Hy0p (n=6) 5,24 + 2,08"

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em relacdo aoc grupo controle (p<

0,05).
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Figura 20 - Conteido de TBA-RS (nmol/ml) nos perfusados
cardiacos dos animais dos grupos controle, HyO0j, trolgx 2 mM e
trolox 2 mM + Hp0p. Os valores estdo expressos como média +
E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo H0p: n= 5; trolox 2 mM: n=

5; trolox 2 mM + HpOs: n= 5.

* diferenca significativa em relacdo ao controle (p<0,05).
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TABELA 20 - Medidas das concentracdes de TBA~RS (nmol/ml) em
perfusados de coragdes, comparando os grupos controle, Hy0p,

trolox 2 mM e trolox 2 mM + Hp0s.

—— - — " — . S i F it W A s S i o o b Mt T i " o e e o i e M A e Wk T W G A o G S AR e S G W M s oo A

GRUPOS [TBA-RS]
(nmol/ml)

CONTROLE (n=5) 0,81 + 0,36

Hy05 (n=5) 9,33 + 2,44”

TROLOX 2 mM (n=5) 0,04 + 0,04

TROLOX 2 mM+H,0p (n=5) 0,85 + 0,08#%

- —————— — o —— i i S e AR i Ot i o At e 308 i e A i VA Ml e b Y i S e i et WS A A e S A A A S B e Gt s A e b A e San b W

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p<

0,05).

# diferenca significativa em relagcdo ao grupo Hp0p (p<

0,05).

$ diferenca significativa em relacdo ao grupo trolox 2mM (p<

0,05).
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5 Consumo 02 (nmol/min.mg prot.)
-

[H202] (mM)
Controle [__] Trolox

Figura 21A - Medidas do consumo de oxigénio (nmol/min.mg
prot.) nos homogeneizados cardiacos’ dos animais dos grupos
controle, Hp0Op, trolox 2 mM e trolox 2 mM + Hp»0p. Os valores
estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 6; grupo
HyOo: n= 6; grupo vitamina A: n= 6; grupo vitamina A + Hp0p: n=

6.

* diferenca significativa em relacdo ao controle (p< 0,05).
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Figura 21B - Registros tipicos do consumo de oxigénio dos
animais do grupo trolox 2 mM (A) e trolox 2 mM + HpOp» (B). As

setas indicam o momento da adic3o do t-BOOH.
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TABELA 21 - Medidas do consumo de oxigénio (nmol/min/mgprot)
de homogeneizados de coragdo, comparando 0s grupos trolox 2mM,

HpOo e trolox 2 mM + HyOjp.

—— - —— - — e T 2t — o - o o —— (o o — O it - s o N U how " i . Was . W e e s . —

GRUPOS CONSUMO DE O3

(nmol/min.mgprot.)

TROLOX 2 mM (n=6) 0,44 + 0,15
HpOp (n=6) 3,21 + 0,80%
TROLOX 2 mM+Hp05 (n=6) 0,51 + 0,07#

- ——— - - - — o — e S S = e o et —— e W i S ot o e . " e e e e S M e T T - - - - W a——

Os valores estao expressos como média + E.P.M..

* diferengca significativa com relagdo ao grupo trolox

2 mM (p< 0,05).

# diferenca significativa com relagdo ao grupo HpO0p (p<

0,05).
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Figura 22A -~ Medidas da QL iniciada por t-BOOH (cps/mg
prot.) em homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos
controle, HpOp, trolox 2 mM e trolok 2 mM + HpOp. Os valores
estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 6; grupo

HoO0p: n= 6; grupo trolox: n= 6; grupo trolox 2 mM + Hy0p: n= 6.

* diferenca significativa em relacdo ao controle (p< 0,05).
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Figura 22B - Perfil da cinética da QL iniciada por t-BOOH
(cps/mg prot.) em homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos

HpO0p, trolox 2 mM e trolox 2 mM + HOj.
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TABELA 22 - Medidas da QL iniciada por t-BOOH (cps/mg prot.)
em homogeneizados de coracdo, comparando os grupos controle,

trolox 2 mM, HyOp e trolox 2 mM + HsOs.

GRUPOS QUIMIOLUMINESCENCIA
(cps/mgprot.)
CONTROLE (n=6) 3.199 + 259
TROLOX 2 mM (n=6) 3.324 + 358
HpOy (n=6) 5.304 + 133"
TROLOX 2 mM+Hp0p (n=6) 4.098 + 531*#

———— s . . ——— e - i {e e " S o e - o - o i B s e o Uk e e o s S St b G e T S e o A

Os valores estdo expressos como média + E.P.M..

* diferen¢a significativa com relacdo ao grupo controle (p<

0,05).

# diferenca significativa com relacéo ao grupo H»02

(p < 0,05).
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3.4 EFEITO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO NA FORGA DE CONTRAGCAO:

ACAO DA VITAMINA A E DO TROLOX

A perfusdo com Hp0p reduz a forca de contracdo do coracgdo
de rato isolado e perfundido. A forca de contracdo do grupo Hy0>
foi reduzida significativamente em relacdo ao grupo controle nos
tempos 5, 10 e 15 minutos através do teste t (Tabela 23, Figura‘
23). A ANOVA revelou diferenca significativa no tempo 10 (Fcal =
5,10), ndo havendo significéncia nos tempos 15 (Fcal = 4,47) e 20
(Fcal = 0,85). Registros tipicos da forca de contracio db grupo

controle e do grupo HyO»p podem ser vistos na figura 1B.

A variacdo percentual da forca de contracdo dos grupos
vitamina A e vitamina A + HpOp pode ser vista na tabela 24 e na
figura 24. As diferencas nas variac¢des percentuais entre o grupo
controle e o grupo vitamina A ndo foram significativas. Isto
significa que, no grupo vitamina A, a queda na forca de contracao
com o passar do tempo de perfusdo é proporcional a do grupo
controle. No grupo vitamina A + H»0p ndo houve 'diferenca
significativa né forga de contragdo, quando comparado com O grupo
H,O0, (Tabela 24, Figura 24). Estas diferencas foram consideradas
ndo significativas nos tempos 10, 15 e 20 minutos. A ANOVA néo
detectou diferenca significativa entre os grupos no vigésimo
minuto de perfusdo (Fcal = 0,41). Ou seja, a adigcdo de vitamina A

ao liquido perfusor ndo impediu a reducdo da forca de contracgao
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induzida pelo H202. Registros tipicos da forca de contracdo dos

grupos vitamina A e vitamina A + H202 podem ser vistos na figura

1B.

Os coracgdes perfundidos com trolox 0,2 mM apresentaram uma
variacdo percentual da forca de contracdo que pode ser vista na
tabela 25 e na figura 25. As diferencas entre grupo controle e
grupo trolox 0,2 mM nao foram consideradas significativas (Tabela
25B). A ANOVA também ndo detectou diferenca significativa (Fcal =
0,01). Portanto, o trolox ndo impediu a queda de forca de
contracdo com o passar do tempo. Entre os grupos trolox 0,2 mM +
Hy0, e trolox 0,2 mM ndo se observou diferenca significativa na
forca de contracgdo, sendo no vigésimo minuto (Tabela 25).

Comparando o grupo trolox 0,2 mM " HoO»p com o grupo HO0p,

observou-se diferenca significativa, confirmada pela ANOVA (Fcal

= 7,29). A adicdo de trolox (0,2 mM) ao liquido de perfuséao
impediu a queda da for¢a de contracdo induzida pelo Hp09,
Registros tipicos da forca de contracido dos grupos trolox 0,2 mM

e trolox 0,2 mM + Hp0Op podem ser vistos na figura 13B.

A variacdo percentuai da forca inicial dos grupos trolox 2
mM e trolox 2 mM + HpOp pode ser vista na tabela 26 e na figura
26. As diferencas percentuais entre grupo controle e grupo trolox
2 mM ndo foram consideradas significativas. A ANOVA ndo detectou
diferenca entre estes dois grupos (Fcal = 0,18). O grupo trolox

2 mM + HpO» ndo apresentou diferenca significativa da forga de
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contragao em relagdo ao grupo HZOZDJ. @&thqntgn\/ﬂ\Q/\;fQ%9g’/na

goncentragdo-de 2 mM - nao imped;u/é\quedq\da fordg\de chtracéa\

+ HpOp apresentou uma

reducéo sign%ficativa da forgca de contracgdo em relagdo ao grupo
_ \,,;/M VIR SR I
-
HZOZﬁM'Esta diferenga foi confirmada pela ANOVA (Fcal = 29,85).
Registros tipicos da forga de contragdo dos grupos trolox 2 M e

trolox 2 mM + H20» podem ser vistos na figura 14B.

Em resumo, o H0s, provocou uma queda na forc¢ca de contracéo
(efeito inotrdpico negativo), efeito este que foi reduzido: pelo

trolox 0,2 mM, porém ndo o foli pela vitamina A e pelo trolox 2

mM.
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Figura 23 - Variac¢ado percentual da forca de contracédo
inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle e

H,0p. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo

controle: n= 5; grupo HpOp: n= 6.

* diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p<

0,05).
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TABELA 23 - Medidas da varia¢dao percentual da forgca de

contracdo inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando

grupo controle (0 mM) e grupo HpO02 (256 mM) -

s . - ——— - — . ————— " i (At e M Tt it e . Wen e Eim  n aw  r Ae S e G e A G e Ak W o - e S S W e man Gme " ——

. —— o ————— —— —- — - — - — o — . = oo S S Ve o i ke o o i e Wt e S U et G i o Ao " (o P O o Mk . S b e St b ok e Wt ia S

TEMPO CONCENTRAGAO DE Hy0p (mM)
(min) 0 (n=5) 256 (n=6)

5 93,03 + 13,01 53,49 + 09,76
10 99,11 + 19,78 56,28 + 05,78%
15 75,71 + 10,34 45,91 + 09,56
20 59,05 + 09,17 45,41 + 10,95

* diferenca significativa em comparagcdo com © grupo

controle (0 mM) (p < 0,05).



e,

e,

128

% Forga iniclal
140
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Controle [_1VIt.A H202 Vit.A+H202

Figura 24 - Variacdo percentual da forca de contracéo
inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle,
H,0o, vitamina A e vitamina A + Hy0p. Os valores estdo expressos
como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo Hp02: n= 6;

grupo vitamina A: n= 6; grupo vitamina A + ‘H202: n= 6,

* diferenca significativa em relagcdao ao grupo H202 (p<

0,05).
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TABELA 24 - Medidas da variagcdo percentual da forca de
contracdo inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando

grupo controle, grupo vitamina A, grupo H»0, e grupo vitamina A +

HpOo.
% FORCA DE CONTRACAO
TEMPO GRUPCS EXPERIMENTAIS
(min) CONTROLE VIT.A HyO» VIT.A+H509

- - — ——— " - — s {— o —— s i i T 7 ok i e D o o R iy St S ke e Y o Y A G > " " A — - — " G ————

* diferenca significativa em comparag¢do com o grupo HpOp (p<

0,05).
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% Forga inicial
200

e

160

Controle [ Trolox H202 Trolox+H202

Tempo (min)

Figura 25 - Variacdo percentual da forgca de contracdo
inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle,
H»,0», trolox 0,2 mM e trolox 0,2 msz+ Hy05. Os val’ores estéo
expressos como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo H»O03:

n= 6; grupo trolox 0,2 mM: n= 5; grupo trolox 0,2 mM + HyOp: n=

5.

* diferenga significativa em relacdo ao grupo HpO» (p<

0,05).
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TABELA 25 - Medidas da variacdo percentual da forca de
contracdo inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando
grupo controle, grupo trolox 0,2 mM, grupo Hy0p e grupo trolox

0,2 mM + HyO»p.

s . — —— 1 — -t — . k" i e " " Y " I — . A =t v i i i — A —— T — S o~ > - - —— - A —

—— - —— i — —— b —— - — o ——— ——_ L " e " ——_ A it o o ot W o i W (o s W Bt iy - A —

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS

(min) CONTROLE TROLOX HoO» TROLOX+H202

- — - (ot S k" i i it o o o T o Ol ot s b U Sk o et i R iy (s o i e T et G G S S . oo Pl - — W (o — - — - o s e o

10 99,11 * 19,78 97,60 * 6,71 56,28 + 5,78 101,55 + 16,46"
15 75,71 + 10,34 71,96 + 8,30 45,91 + 9,56 52,99 + 12,05
20 59,05 £ 09,17 50,03 *+ 6,56 45,41 + 10,95 155,53 + 10,64"

- ——— — —— i —— A" e B o o ot — i Y o — D o B oD (e s G o e U W p i M . M Sy o — o ot s s W e A

* diferenca significativa em comparagdo com., O grupo
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% Forga Iniclal
140

120 I

100 |
890
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40

o L A il | L Z
Tempo (min)
EZ controle [ Trolox WZZH202  [ii Trolox+H202
Figura 26 - Variacao percentual da forca de contracéo

inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle,
HpOp, trolox 2 mM e trolox 2 mM + Hp0p. Os valores -estdo
expressos como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo HpO02:

n= 6; grupo trolox 2 mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + HpOp: n= 5.

* diferenca significativa em relagdao ao grupo HoO0p (p<

O' 05) -
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TABELA 26 - Medidas da variacdo percentual da forca de
contracdo inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando

grupo controle, grupo trolox 2 mM, grupo HpO0» e grupo trolox 2 mM

+ Hp0s.
% FORCA DE CONTRACAO
TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS
(min) CONTROLE TROLOX HoOp TROLOX+H202

——— o — - . e " — o T~ —— L — —_ o Y o e Mt e b Ty ot G ot M s WS U i e ot — — A S S o o " S~ G- — e w— -
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* diferenca significativa em comparacdoc com O grupo

HpoOp (p< 0,05).



e,

PN

B Y

B N

.

E N U P N,

e,

N . N

oy e

134

3.5 EFEITO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO NA FREQUENCIA

CARDIACA: ACAO DA VITAMINA A E DO TROLOX

A freqiiéncia cardiaca foi significativamente reduzida apds a
perfusdo com HpOp (Tabela 27, Figura 27). As diferencas
percentuais foram consideradas significativas em todos os tempos
estudados. A ANOVA revelou diferenca significativa entre grupo
controle e grupo H»0» (Fcal = 29,10). As freqiéncias cardiacas
caracteristicas dos grupos controle e H0p pode ser observadas

na figura 1B.

O grupo vitamina A + Hp0O» apresentou uma redugéo
significativa na freqiiéncia quando comparado com o grupo vitamina
A (Fcal = 45,02) (Tabela 28). O grupo vitamina A apresentou um
aumento significativo da freqiiéncia cardiaca aos 5 e 10 minutos
em comparacgdo com O grupo controle (Tabela 28, Figura 28). A
ANOVA n3o detectou diferenca significativa entre estes dois
grupos ao vigésimo minuto (Fcal = 1,94). RAos 10 e 15 minutos,
observaram-se aumentos significativos da freqiiéncia no grupo
vitamina A + Hp0p em relacdo ao grupo HpOs. Ao vigésimo minuto,
ndo se observou diferenca significativa entre os dois grupos
(Fcal = 2,98). As freqliéncias cardiacas caracteristicas’ dos

grupos vitamina A e vitamina A + H202 podem ser observadas na

figura 7B.

No grupo trolox 0,2 mM + HpOp observou-se uma redugdo

significativa da freqiiéncia cardiaca em relacdo ao grupo trolox
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0,2 mM (Tabela 29, Figura 29), A ANOVA confirmou esta diferenca
(Fcal = 42,77). O grupo trolox 0,2 mM apresentou um aumento
significativo da freqiiéncia em relacdo ao grupo controle em todos
os tempos de estudo. Esta diferenca foi confirmada pela ANOVA
(Fcal = 11,39). No entanto, nao se observou diferenca
significativa entre os grupos Hy0p e trolox 0,2 mM + HpyOp (Fcal =

2,86). As freqliéncias cardiacas caracteristicas dos grupos

trolox 0,2 mM e trolox 0,2 mM + Hp0» podem ser observadas na

figura 13B.

No grupo trolox 2 mM + Hy0Oyp observou-se uma reducdo
significativa da freqiiéncia quando comparado com o0 grupo trolox
2 mM, a partir do décimo quinto minuto (Tabela 30, Figura 30).
Pela ANOVA, esta diferenca foi confirmada (Fcal = 28,42). O grupo
trolox 2 mM apresentou um aumento significativo da freqgliéncia
em relacéd ao grupo controle. A ANOVA detectou esta diferenca
(Fcal = 21,5). O grupo trolox 2 mM + HO0p também apresentou
maior freqiiéncia cardiaca do que o grupo Hp0, (Fcal = 8,07).
Estes resultados indicam que a perfusdo prévia com trolox 2 mM
impediu a redugcdo de freqgiiéncia induzida ©pelo H»03. As
freqiiéncias cardiacas caracteristicas dos grupos trolox 2 mM e

trolox 2 mM + Hy0p podem ser observadas na figura 14B.

Resumindo, o Hp0p provocou uma redugdo da freqgiiéncia
cardiaca (efeito cronotrépico negativo). A vitamina A e o trolox,

em alguns tempos de estudo, reduziram este efeito do H0y.
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% Freqiiéncla Inlcal

100
80
60 *
40
20 >
o i0 16
Tempo (min)
Controle [__1H202
Figura 27 - Variacdo percentual da freqiiéncia cardiaca

inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle e

Hy0p. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo

controle: n= 5; grupo HyO0p: n= 6.

* diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p<

0,05).
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TABELA 27 - Medidas da variagdo percentual da freqiiéncia
cardiaca 1inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando

grupo controle (0 mM) e grupo HpO0o (256 mM).

———— > - " " S At et T A A GUe Sk S ke Wen S e i T e Bme Sm N e W T S e R S e G S S Man e S Sm T A S

TEMPO CONCENTRACAO DE H20o (mM)
(min) 0 (n=5) 256 (n=6)

5 71,30 + 08,96 46,82 + 1,77%
10 72,41 + 12,68 17,27 + 3,64
15 63,93 + 10,05 6,98 £+ 5,08"
20 53,32 + 07,20 6,98 + 5,08*

* diferenca significativa em comparacdo com o grupo controle

(0 mM) (p< 0,05).
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% Frequéncia Inicial
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100

*
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Tempo (min)

Controle [ 1 VitA H202 Vit.A*H202

Figura 28 - Variacdo percentual da freqiiéncia cardiaca
inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle,
HyOp, vitamina A e vitamina A + Hp0p. Os valores estdo expressos
como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo Hp0p: n= 6;

grupo vitamina A: n= 6; grupo vitamina A + HoOp: n= 6.

* diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p<

0,05).
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TABELA 28 - Medidas da variacdo percentual da freqiiéncia
cardiaca inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando

grupo controle, grupo vitamina A, grupo Hy05 e grupo vitamina A +

HoOp.
$ FREQUENCIA CARDIfACA
TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS
(min) CONTROLE VIT.A Hy05 VIT.A+H05

—— - - " — —— — o e iny > Mo i = NS A i e AP i e S v - A M o o e Y o e e A e S . S S - S st i

* diferenca significativa em comparacao com O grupo

controle (p< 0,05).

# diferenca significativa em comparacdo com o grupo HpOp (p<

0,05).
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% Freqiiéncia inicial
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Tempo {min)

Controle [ Trolox H202 Trolox+H202

Figura 29 - Variacdo percentual da freqiiéncia cardiaca
inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle,
HpOp, trolox 0,2 mM e trolox 0,2 mM + Hy»0p. Os valores estéo
expressos como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo HpOp:

n= 6; grupo trolox 2 mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + HpOo: n= 6.

* diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p<

0,05).
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TABELA 29 - Medidas da variagcdo percentual da freqliéncia
cardiaca inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando
grupo controle, grupo trolox 0,2 mM, grupo H»0s e grupo trolox

0,2 mM + HyOp.

—————— o ——————— o — —— o " —— o o~ o i s Mo oy ot W i - A T Wit = i r o e T S G — . —— —

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS

(min) CONTROLE TROLOX Hp05 TROLOX+H»0p

10 72,41 + 12,68 105,04 + 6,34 17,27 + 3,64 37,16 + 11,67
15 63,93 + 10,05 105,06 + 6,70 6,98 + 5,08 20,69 + 5,66
20 53,32 + 7,20 101,59 *+ 12,36" 6,98 + 5,08 19,34 £ 5,25

* diferenca significativa em comparagao com O grupo

controle (p< 0,05).
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Figura 30 - Variacgao percentual da freqliéncia cardiaca
inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle,
HpOp, trolox 2 mM e trolox 2 mM + Hy0p. Os valores estéo
expressos como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo HpOp:

n= 6; grupo trolox 2 mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + HpOp: n= 5.

* diferenca significativa em relagao ao grupo controle (p<

0,05).

4 diferenca significativa em relacdo ao grupo HoOp (p<

0,05).
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TABELA 30 - Medidas da varia¢do percentual da freqiiéncia
cardiaca inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando

grupo controle, grupo trolox 2 mM, grupo Hp0O» e grupo trolox 2 mM

+ H202.
% FREQUENCIA CARDIACA
TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS
(min) CONTROLE TROLOX Hy09 TROLOX+H509

- . G e - i P " A A e e e W R S W e b T —— M S o S i At e S Ao o e e e An b Ve N A S S A - . S e -

. ——— e y S — — o - Tty — i o o ol ot > i o Mo ok e i ek B s W st - e A n U G S e e e e . e P e oo o -

* diferenca significativa em comparacéo com O grupo

controle (p< 0,05).

# diferenca significativa em comparacdo com o grupo H20s (p<

0,05).
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3.6 EFEITO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO NO FLUXO CORONARIANO:

ACAO DA VITAMINA A E DO TROLOX

A perfusdo com HpOp reduziu significativamente o fluxo
coronariano em relacdo ao grupo controle em todos os tempos de
estudo (Tabela 31, Figura 31). A ANOVA detectou diferenca

significativa entre estes dois grupos (Fcal = 19,26).

0 fluxo coronariano do gfupo vitamina A 4+ H2iob  foi
significativamente menor do que o do grupo vitamina A (Tabela 32,
Figura 32). A ANOVA detectou diferenca significativa entre' 0s
dois grupos (Fcal = 11,88). 0 fluxo do grupo vitamina A foi
significativamente maior do que o do grupo controle no quinto e
décimo minutos. A ANOVA ndo demonstrou diferenca significativa
entre estes dols grupos no vigésimo minuto (Fcal = 0,28). Da
mesma forma, a diferenca percentual do fluxo entre os grupos HyOp
e vitamina A + HpOp ndo foil considerada significativa, sendo ao
guinto minuto. A ANOVA, aplicada ao vigésimo minuto) néo

demonstrou diferenca significativa (Fcal = 0,04).

0 fluxo foi significativamente reduzido no grupo trolox 0,2
mM + HoOo em compara¢do com o grupo trolox 0,2 mM (Tabela 33,
Figura 33). A ANOVA confirmou esta diferenca (Fcal = 193,38). A
perfusdo prévia com trolox 0,2 mM aumentou significativamente o

fluxo em comparacdo com o grupo controle. Esta diferenca foi
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considerada significativa pela ANOVA (Fcal = 13,71). No entanto,
no grupo trolox 0,2 mM + Hy0p ndo se observou diferenca
significativa em relacdo ao grupo Hp0» (Fcal = 2,26). Isto
significa que o trolox 0,2 mM impede a queda do fluxo coronariano

em relagdo ao controle, mas ndo previne a queda do fluxo induzida

pelo HyOs.

Com relacdo a perfusdo com trolox 2 mM, foram observados
efeitos semelhantes. Houve redugdo significativa do fluxo no
grupo trolox 2 mM + Hp0p em comparagao com O dgrupo trolog 2 mM
(Fcal = 21,77) (Tabela 34, Figura 34). A perfusdo com trolox 2 mM
aumentou significativamente o fluxo em relacdo ao grupo controle
(Fcal = 11,73). Porém nédo se observou diferenca significativa no

fluxo entre os grupos trolox 2 mM + HpOp e HpOp (Fcal = 2,95).
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Figura 31 - Variacdo percentual do fluxo coronariano

inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle e

Ho0p. Os valores estdo expressos como média + E.P.M.. Grupo

controle: n= 5; grupo HpOp: n= 6.

* diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle (p<

0,05).
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TABELA 31 - Medidas da variacdo percentual do fluxo
coronariano inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando
grupo controle (0 mM) e grupo HpOp (256 mM).,

% FLUXO CORONARIANO

TEMPO CONCENTRAGCAO DE Hp05 (mM)

(min) 0 (n=5) 256 (n=6)

5 73,66 + 4,39 4,12 + 2,75*"

10 54,44 t+ 8,22 4,62 + 2,92**

15 48,72 + 9,96 4,73 + 2,20**

20 46,26 + 10,26 4,24 + 1,79**

** diferenca significativa em comparagdo com O grupo

controle (0 mM) (p < 0,01).
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Figura 32 - Variacdo percentual do fluxo coronariano

inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle,
HpOp, vitamina A e vitamina A + H0p. Os valores estdo expressos

como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo HpO02: n= 6;
grupo vitamina A: n= 6; grupo vitamina A + HpOp: n= 6.

* diferenca significativa em relacéo ao grupo controle (p<

0,05).
# diferenca significativa em relagdo ao grupo Hp0Op (p<

0,05).
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TABELA 32 - Medidas da variacdo percentual do fluxo
coronariano inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando

grupo controle, grupo vitamina A, grupo Hy0p e grupo vitamina A +

HoOo.
% FLUXO CORONARIANO
TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS
(min) CONTROLE VIT.A HoOp VIT.A+H09

* diferenca significativa em comparagdo com ©O dgrupo

controle (p< 0,05).

# diferenca significativa em comparacdo com o grupo HpOs (p<

0,05).
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Controle [ Trolox ZZ H202 Trolox+H202

Figura 33 - Variacdo percentual do fluxo coronariano
inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle,
HoOp, trolox 0,2 mM e trolox 0,2 mM + Hp0p. Os valores estdo

expressos como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo HpOy:

n= 6; grupo trolox 2 mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + Hp0p: n= 6.

* diferenca significativa em relacdo ‘ao grupo controle (p<

0,05).
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TABELA 33 - Medidas da variacdo percentual do fluxo

coronariano inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando

grupo controle, grupo trolox 0,2 mM, grupo H20, e grupo trolox

0,2 mM + HyO5.

5 73,66 + 4,39 107,37 + 3,95 4,12 £ 2,75 31,20 £ 18,09
10 54,44 + 8,22 106,86 + 5,27% 4,62 £ 2,92 -

15 48,72 + 9,96 106,94 + 5,72% 4,73 + 2,20 5,24 + 3,10
20 46,26 £ 10,26 92,71 + 7,22% 4,24 + 1,79 1,31 + 0,77

e e ———— - — - - (b i - S > B e o > s o A . AT . e i o e b T A e S A e o i o A ey i W - . G . o o -

* diferengca significativa em comparagdo com 0 grupo

controle (p < 0,05).
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Figura 34 - Variacdo percentual do fluxo coronariano

inicial, nos distintos tempos de estudo, dos grupos controle,

HyOp, trolox 2 mM e trolox 2 mM + HyO0p. Os valores estédo

como média + E.P.M.. Grupo controle: n= 5; grupo HpOp:

exXpressos
n= 6; grupo trolox 2 mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + Hp0p: n= 5.

* diferenca significativa em relacdo ao grupo controle (p<
6, 05).

# diferenca significativa em relacdo ao grupo HpOp (p<

0,05).
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TABELA 34 - Medidas da variagcdo percentual do fluxo

coronariano inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando

grupo controle, grupo trolox 2 mM, grupo Hp0p e grupo trolox 2 mM

+ HoOsp.
% FLUXO CORONARIANO
TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS
(min) CONTROLE TROLOX Hy0p TROLOX+H202

—— e - T — — " o~ - 1 ——— — —_ —— T — ——— T — " {1 " i B s G (o i S e e o M e i M St o S e S it O

15 48,72 + 9,96 84,60 + 2,96" 4,73 £ 2,20 28,15 + 14,79

20 46,26 * 10,26 83,78 + 3,84 4,24 + 1,79 23,61 + 12,31

- — o o ——— — 7 i (o " " s " " _— T~ o U " - - — - —— " 4 S G > W . M W A g o o e E- e e O G o gt

* diferenca significativa em comparacCao com O grupo

controlé (p< 0,05).

# diferenca significativa em comparacdo com o grupo Hs0o (p

<0, 05) .
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4. DISCUSSAO

Um dos objetivos deste trabalho foi avaliar a fungdo
contratil do miocardio submetido a perfusdo com HpO0,. Muitos
autores tém se preocupado com o estudo do stress oxidativo no
coracdo. A maioria deles, se ocupa da investigacdo dos processos
bioquimicos que ocorrem nesta situagcdo produzida in vitro
(MAGNER-WROBEL et al., 1990; MASSEY &:BURTON, 1990; PUPPO et
al., 1990; LE et al., 1992; CECONI et al., 1992). Muitos outros,
se detém no estudo das alteracgdes fisioldgicas que ocorrem nos
quadros isquémicos (LEE & ALLEN, 1992; DU TOIT & OPIE, 1992). No
entanto, khé um volume relativamente pequeno de trabalhos que
relacionam estes dolis aspectos: o0s processos bioquimicos que
determinam alteracdes fisioldgicas nas situagdes de stress
oxidativo in wvivo. Este trabalho tem o intuito de fazer esta

relacéo.

Em estudos ©prévios, demonstrou-se o aparecimento de
contraturas cardiacas apdés injecdes de Hy0», a partir da

concentracdo 128 mM (BELLO & BELLO, 1988). Neste modelo, havia a
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dificuldade de determinar a concentracdo de Hp0» que atingia o
coracao, Jjé& que a‘injecéo era diluida no liquido perfusor. Com o
objetivo de se evitar este problema, assim como a variacdo da
pressdo de perfusdo no momento da injecgdo, passou-se a perfundir
os cora¢des com HpOp (OLIVEIRA, 1993). Neste modelo, também se
observaram contraturas cardiacas significativas a partir da
concentragdo 128 mM. Optou-se pela concentracdo de 256 mM, j& que
esta produzia altera¢des contrdteis bem evidentes. Para estudar o
efeito do H»O0p na contratilidade cardiaca utilizamos o métbdb de
Langendorff (1895) para a perfusdo do coracdo e manutencdo de
suas propriedades funcionais. Este método, apesar de muito
antigo, continua a ser muito utilizado e permitiu alcan¢ar os
objetivos deste trabalho. Tomou-se a precaugdo de padronizar a
tensdo diastdélica utilizando-se, em todos os experimentos, um
estiramento préximo a Lmax (pico de tensdo ativa, ou seja, o
ponto 6timo de estiramento dos sarcbdmeros). A calibracéb foi
mantida igual em todos os experimentos e confirmada pela
calibracdo interna do midgrafo que foi acionado ao final de cada
experimento. Como se aplicou apenas uma concentracdo de HyOp,

cada coracdo (no tempo zero) serviu como controle de si mesmo.

Observaram-se alteracodes na forca de contracao, . na
freqiéncia cardiaca e no fluxo coronariano durante a perfusdo com
Ho02. Uma das altera¢des mais evidentes observadas foi o
aparecimento da contratura cardiaca, ou seja, a falta do

relaxamento cardiaco (ver figura 1B). Este fenémeno é conhecido
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na clinica como "stone heart" (coracdo de pedra) e pode ocorrer
no infarto agudo do miocéardio apdés arterioplastia, no transplante
de coracd3o ou em qualquer situacdo em que o coracdo fique
submetido a ciclos de isquemia-reperfusdo, como a colocagdo de
ponte de safena (COOLEY et al., 1972; WUKASCH et al., 1972;
BAROLDI et al., 1974). Esta denominag¢do se originou do fato de o
coracdo apresentar-se, a palpacao, num estado de rigidez
semelhante a contracdo teté&nica do musculo esquelético. Este
quadro foi também observado por Hearse e colaboradores (1977) ao
submeterem corag¢des perfundidos de rato a isquemia-reperfusdo.
Nesta época, o0s autores sugeriram que este fendmeno era devido a
deplecido de energia e a disturbios na homeostasia do célcio. No
entanto, o "coracdo de pedra" continuava a ser um desafio pafa‘os
bioquimicos (KATZ & TADA, 1972). Alguns anos mais tarde, Jolly e
colaboradores (1984) sugeriram Que as contraturas isquémicas eram
devidas as EAO geradas nesta situacdo. Atualmente, sabe-se que as
EAO formadas durante a isquemia-reperfusido do miocario provém de
diversas fontes. A mitocdndria contribui para a formagdo de ERO
porque os transportadores de elétrons permanecem em sua forma
reduzida, como resultado da baixa pressdo de oxigénio. Isto causa
a reducdo monoeletrdnica do oxigénio, gerando EAO ('02‘, Hy0p e<:>
OH). A enzima xantina oxidase é& também fonte de EAO. A xantina
desidrogenase, presente no miocdrdio, sofre protedlise durante a
isquemia, convertendo-se a sua forma oxidase. Também durante a

isquemia, o ATP (trifosfato de adenosina) ¢é degradado a
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hipoxantina, fornecendo, assim, o substrato para a enzima atuar
na reperfusdo, produzindo radical superdéxido. Véarios estudos
confirmam que a isquemia resulta, tambémn, em migracdo de
neutréfilos ao miocdrdio. Eles se aderem ao endotélio vascular
lesado. Niveis excessivos de catecolaminas podem ser liberados
durante a isquemia-reperfusdo do miocdrdio e contribuem para
formacdo de EAQO, a partir de sua oxidagdo (HAGGENDAL et al.,
1987; BAST et al., 1991). As fontes de EAO durante a isquemia-
reperfusdo, assim como o0s mecanismos que geram o dano celular

estdo resumidos na figura XII.

HIPOXIA é ISQUEMIA
REOXIGENACAO / REPERFUSAQ

-—{ xantina oxidase |
[catecolominas J-—>‘
i

ESPECIES ATIVAS DE

OXIGENIO
peroxidacdo deplecdo deplec¢do
,de . de de
lipidios ATP NAD e tio!
formagGo disfuncdo de disfuncdo de
de conals ATP-ases . ATP -ases

AUMENTO NO CALCIO
INTRACELULAR

ativagdo dg proteases
fosfolipases

amplificacdo do dono
FIGURA XII - Mecanismos geradores do dano celular mediado
por EAO durante o processo de isquemia-reperfuséio (BAST et al.,

~1991).
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Neste modelo de estudo, os neutré6filos nao teriam
participacdo Jja& que a perfusdo fol feita com um liquido
artificial que lava o coracdo de seus elementos figurados. As
catecolaminas também teriam pouca influéncia devido a maneira de
sacrificar o animal. Todas as hipbteses sugeridas para explicar
0s danos observados na reperfusdo do miocédrdio isquémico apontam
para a producdo de HpOp. O achado que o HpOp provoca contratura
cardiaca (BELLO & BELLO, 1988) as confirma. A comprovacdo deste
fato nos levou a formular hipdéteses para explicid-lo. Uma hipdtese
bastante provadvel é que a contratura observada se deva ao excesso
de cédlcio no interior da célula cardiaca. E uma experiéncia muito
antiga a perfusdo do miocdrdio de rd com excesso de célcio.
Nessa situacdo, observa-se que 0 coragao relaxa-se cada vez
menos até que se mantém numa contracdo estével. Este fendémeno é
conhecido como rigor calcico, rigidez pelo célcioc ou contratura

provocada pelo célcio (MAZZELLA, 1968).

Quando hé& sobrecarga intracelular de calcio, pode haver
ativacdo das fosfolipases célcio-dependentes com subseqiiente
liberacdo de &cidos graxos das membranas e ativacdo da cascata do
dcido araquiddnico (AA). O AA pode produzir efeitos téxicos
diretos sobre o coragdo e pode produzir as prostaglandinas (PG)
que, por sua vez, aceleram a sobrecarga intramitocondrial dé,
calcio (KARMAZYN et al., 1979). As PG estdo, portanto,
envolvidas na movimenta¢do de célcio, favorecendo o seu acumulo

intracelular, podendo produzir contraturas. Num experimento



159

prévio, demonstramos que o uso de um inibidor da cicloxigenase e,
portanto, da sintese de PG, a indometacina, reduz

significativamente as contraturas cardiacas induzidas pelo H0»p

(BELLO & BELLO, 1989b).

Segqundo Braunwald (1982), existem sete mecanismos que

controlam a concentracdo mioplasmatica de calcio:

(1) o sarcolema possui uma ca*?2 - ATPase que coloca calcio

para fora da célula, num mecanismo dependente de energia;

(2) na membrana do reticulo sarcoplasmético existe uma Mg+2

- ATPase dque transporta célcio, num processo dependente de

energia;
(3) o calcio pode ser captado e liberado pela mitocdbdndria;

{(4) sistema de troca bi-direcional Na+/Ca+2, preponderante

no coracao;

(5) o cédlcio se movimenta através do sarcolema, seguindo seu

gradiente de concentracgdo, através dos canais de célcio;

(6) iondéforos podem movimentar o cdlcio diretamente através

da membrana;

(7) tamponamento do cdlcio por proteinas intracelulares,
tais como calmodulina, troponina C e cadeias leves da miosina-

fosforilase também regulam a concentracdo intracelular deste ion.
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Nos itens 1 e 2 ¢é citada a importéncia das "bombas de
calcio”. Nota-se, portanto, que o processo ¢é dependente de
energia. O relaxamento muscular depende da volta dos niveis de
cdlcio aos valores de repouso e 1isto sb ocorre se houver a
presenca de ATP. A contratura cardiaca pode, portanto, ser devida
a falta de ATP. No nosso modelo, a deplegcdo do ATP poderia ser
provocada pela presenca do HpOp ou seus derivados. Foi
demonstrado que o Hp0, pode ativar uma enzima nuclear, a poli
(ADP-ribose) polimerase, que utiliza NAD (adenina dinucleotideo)
como substrato. A ativacdo desta enzima causa uma diminuicdo na
concentracdo de NAD, seguida por deplegdo de ATP (SCHRAUFSTATTER
et al., 1986). Num trabalho mais recente, comprovou-se que o
HyOo, por si s6, pode promover a deplegdo de ATP e fosfocreatina
em cardiomiécitos de mamiferos (JANERO et al., 1993). Foi témbém
sugerido que o Hy0p ou seus derivados poderiam provocar a
inibicdo da enzima ca*2 - ATPase sarcolemal (KANEKO et al.,
1989) . Tem-se noticia da inibicdo e degradacdo por EAO da (Nat-
Kt) ATPase, uma enzima que mantém os gradientes idénicos normais
através da membrana celular (THOMAS & REED, 1990; HUANG et al.,
1992). A inibicdo ou destruicdo de tais enzimas pode interferir
na homeostasia do célcio, o0 que representaria uma hipétese

alternativa para explicar o dano observado no nosso modelo.

H&, também, uma proteina celular, o fosfolamba, que, quando
fosforilada, aumenta a recaptacdo de calcio pelo reticulo

sarcoplasmatico. Quanto maior a fosforilacdo do fosfolamba, maior
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o relaxamento do miocdrdio. Se o ATP estd depletado, isto nao

ocorre e o relaxamento fica prejudicado (BRAUNWALD, 1982).

O ATP é necessario para a bombé de céalcio do reticulo
sarcoplasmatico, a bomba de cé&lcio do sarcolema e o transporte
mitocondrial de calcio (KUBLER & KATZ, 1977). Portanto, com a
deplecdo do ATP, pode haver a liberacdo de cdlcio da mitocdndria

(cerca de 1 a 2 nmoles/mg prot.) (RICHTER & FREI, 1988).

Por outro 1lado, Koretsune & Marban (1989) comprovaram que
uma reducdo de 50% no ATP ndo é capaz de induzir rigidez das
pontes cruzadas. Além disso, Corretti e colaboradores (1991)
encontraram um lacuna de aproximadamente 10 minutos entre a
deplecdo das reservas de ATP e o surgimento da contratura. Isto
leva a crer que a deplecdo de ATP nadc é o principal evento

determinante da contratura.

Um dos metabdélitos das prostaglandinas (PG), o tromboxano
A2, pode atuar como iondéforo de célcio e, por isso, pode
movimentar este ion diretamente através da membrana (GERRARD et

al., 197e6).

0O mecanismo que parece ser 0 mais abrangente e determinante
do aumento de célcio intracelular é a lipoperoxidacdo (LPO). Este
processo consiste na oxidacdo dos componentes 1lipidicos das
membranas, transformando-os em lipoperdxidos. Dependendo do grau

de severidade, a LPO pode produzir desde a perda da fluidez das
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membranas, das fungbdes secretdérias e dos gradientes idnicos
transmembrana até a morte celular (SOUTHORN & POWIS, 1988). A
transformacdo dos lipidios em lipoperdéxidos, altera totalmente a
estrutura da membrana, formando "buracos" ou "poros" hidrofilicos
na barreira hidrofébica da membrana (BLOKHA et al., 1972). A
permeabilidade fica alterada, permitindo a entrada descontroiada
de 4ions, inclusive de calcio. Como a LPO atinge todas as
membranas celulares, pode haver liberacdo de cdlcio de organelas
celulares e do meio extracelular. Através dos "poros" passam
também as enzimas lisossdémicas e fosfolipases que atuam sobre
proteinas e lipidios, acelerando a destruigdo das membrénas.
Assim, a LPO, com consegiiente invasdo de célcio intracelular,

seria outra hipbétese para explicar as contraturas observadas no

nosso modelo.

Em resumo, as contraturas induzidas por H»0y» podem ser
resultado da deplecdo de energia e da LPO, que levam a um excesso
de cdalcio intracelular. Em nossas condi¢des experimentais,
observou-se que bloqueadores de canais de célcio como o verapamil
e a nifedipina (BRUNETTO, 1988) reduzem os efeitos provocados

pelo HpOp no miocédrdio, inclusive a contratura (BELLO & BELLO,

1989a).

A hipbdtese da deplecdo do ATP ndo foi testada, no entanto,
utilizou-se, comoc medida do estado energético do tecido, a

concentracdo de glicogénio. Observamos que o Hy0p promoveu uma
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deplecdo dos estoques de glicogénio cardiaco (ver figura 2).
Sabe~-se que o glicogénio, substrato para a producgdo anaerdbdbia de
ATP, é rapidamente depletado durante a isquemia cardiaca (HEARSE
& CHAIN, 1972). E, em coragdes depletados de glicogénio, a
contratura isquémica se instala mais rapidamente (HEARSE et al.,
1977). Portanto, o glicogénio parece ser uma importante fonte
energética para o miocardio durante a privagcdo de oxigénio. Em
condic¢des aerdbias, no entanto, os &cidos graxos sdo a principal
fonte de energia do coracdo, sendo extraidos do suprimento
coronariano preferencialmente em relagdo aos carboidratos. No
nosso caso, O coracdo é mantido funcionando mediante perfusdo com
liquido nutritivo oxigenado e contendo glicose. Esta glicose pode
ser quebrada (glicdélise) para producdo de energia sob a forma de
ATP. Sabe-se que o H0p pode inibir a glicdlise (CORRETTI ' et
al., 1991). Assim, se a via glicolitica fica inibida, o
glicogénio pode estar sendo utilizado como fonte de energia,

através de glicogendlise.

A outra hipdtese a ser testada era se a perfusdo com H0p
estava gerando aumento da LPO. Sabe-se que, durante o stress
oxidativo, pode haver dano tecidual e hd muitos indicios da
ocorréncia de aumento da LPO nesta situacdo (POST, 1988). Muitos
procedimentos tém sido sugeridos e utilizados para medir LPO.
Podemos classifica-los em trés grandes grupos, de acordo com os
principios em que se baseiam: métodos que determinam produtos

finais da LPO (MDA, alcanos); medida dos produtos secunddrios da
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reacdo em cadeia (GSSG) e métodos que determinam a emisséo
luminosa de espécies excitadas (quimioluminescéncia) formadas nas
etapas de terminacdo (Tabela III). Todos estes métodos tratam de
medidas indiretas e nenhum deles reune todos os «critérios
necessarios, tais como sensibilidade, seletividade e
praticabilidade. Nao had um procedimento perfeito para se
quantificar LPO. Entretanto, Halliwell & Gutteridge (1989)
aconselham a usar dois ou mais métodos; se os resultados forem
concordantes, considera-se que houve uma resposta positiva. Neste
trabalho, foram utilizados trés métodos bioquimicos e, além

disso, foi estabelecida concordéncia com um fenémeno fisioldgico.

Tabela III - Métodos de deteccdo de stress oxidativo.

METODO AMOSTRA SENSIBILIDADE
Deteccdo de alcanos ar expirado 1072 - 10-4
Liberacdo de GSSG eritrécitos, figado e bile 10-2

Producdo de TBA-RS homogeneizados de tecidos e 1071 - 1072
fluidos biocldgicos

QL esponténea 6érgdos intactos

QL iniciada por hi- Dbidépsias de tecidos, fluidos 10

droperéxidos bioldégicos e eritrécitos
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A técnica de determinacdo de hidrocarbonetos volateis no ar
expirado produzidos durante a LPO, como o etano ou o pentano,
carece de especificidade j& que informa sobre o organismo total e
ndo sobre o o6érgao em estudo e, além disso, estd sujeita a
interferéncias. Sua utilizacdo em humanos exigiria condicdes

muito controladas, por isso ndo é um método aplicavel a estudos

de rotina.

A medida da concentragdo de glutationa oxidada (GSSG)
liberada pelos tecidos parece estar restrita a glébulos vermelhos
e figado ou bile. Neste ultimo caso, se requer cirurgia

experimental, com o que se limita a sua aplicabilidade.

A medida colorimétrica de TBA-RS, pela formagdo de um
crombgeno cor de rosa com o acido tiobarbitirico, & o método mais
comum devido & simplicidade. Contudo, sdo reconhecidos a falta
de especificidade e os artefatos que podem ser gerados durante o
processo (SLATER, 1984; CECONI et al., 1992). O método do TBA
nao é especifico, ou seja, varias substancias formadas durante a
LPO podem reagir «com o &cido tiobarbiturico, nédo sé o
malondialdeido (MDA) como se acreditava. A autoxidagdo do &cido
linoleico, por exemplo, gera, no minimo, nove produtos de quebra
que reagem com o TBA (GUTTERIDGE et al., 1974). O MDA é um
produto de quebra de 1lipidios hidroperdéxidos com trés ou mais

duplas ligac¢des (Figura XIII).
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Outras substédncias que reagem com o TBA sdo conhecidas como
"MDA-like", dentre elas estdo o éacido sidlico, glicoconjugados,
aclUcares e aldeidos em geral (JANERO, 1990). Portanto, o método
colorimétrico leva a uma superestimagdao da LPO. Por isso,
técnicas mais sofisticadas e especificas tém sido desenvolvidas
para a quantificacdo de TBA-RS. Uma delas é o teste do TBA-RS
ensaiado por HPLC (cromatografia 1liquida de alta pressédo).
Através deste ensaio, pode-se obter a quantificacdo direta de MDA
livre. O teste do TBA-RS por HPLC tem se mostrado uUtil para a
quantificacdo da LPO em varios trabalhos recentes (CECONI et al.,
1992; CHAKRABARTY et al., 1992; TAVAZZI et al., 1992; CABRE et

al., 1993; NODA et al., 1993).

Neste trabalho, nés utilizamos o método colorimétrico para a
quantificagcdo de TBA-RS que, apesar de ndo representar
precisamente o conteudo de MDA do tecido, pode ser visto como um
indice significativo de LPO em sistemas bioldgicos e continua a
ser muito empregado como tal. Como exemplo disso, podemos citar
alguns trabalhos onde distintas situacbes de stress oxidativo
foram detectadas mediante o teste colorimétrico do TBA:
tratamento com adriamicina (LLESUY et al., 1985); tratamento
crénico com hidralazina (MAGNER-WROBEL et al., 1990); exposicao
de microssomas, lipossomas e DNA a bleomicina e fenantrolina
(CECCHINI et al., 1990); exposicdo de microssomas de figado de
rato a t-BCOH (GONZALEZ-FLECHA et al., 1991); exposicdo de

microssomas de figado de rato a azobis-isobutironitrilo, um
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radical iniciador de LPO (PALOZZA & KRINSKY, 1991); exposigdo do
coracdo de rato a cumeno hidroperdéxido (LE et al., 19892);
isquemia-reperfusdo em cora¢des de ratos e humanos (JANSSEN et
al., 1993). Nbés observamos um incremento significativo na

producédo de TBA-RS apds a perfusdo com HpO0p (ver figuras 3 e 4).

A LPO é um processo onde se consome oxigénio, na formacédo
dos radicais peroxil. Portanto, a medida do consumo de oxigénio
tecidual pode ser utilizada como um indice de LPO. No nosso
modelo experimental, observamos que os coracdes submetidos a
perfusdo com Hp0O, consumiam uma quantidade significativamente
maior de oxigénio que o controle (ver figura 5). Estes resultados
estdo de acordo com o trabalho de Gonzalez-Flecha e colaboradores
(1991) que relataram um aumento significativo do consumo de
oxigénio em microssomas‘de figado de rato tratados com t—BOOH. No
nosso caso, foi considerado apenas o consumo de oxigénio basal,
j& que a adicdo de t-BOOH nos coragdes que ja& haviam sofrido

stress pelo Hp0 ndo determinava um aumento significativo na LPO.

As nmedidas da fotoemissdo associada & LPO podem ser
realizadas em modelos in vivo e in vitro. A determinacdao da QL
esponténea, de 6rgdos in situ (BOVERIS et al., 1980; BOVERIS et
al., 1981) se baseia na emissdo associada & transicdo ao estado
fundamental de espécies excitadas produzidas nas etapas de

terminacdo da LPO (reacbdes 13 e 14).

2 log ——--- > 2 0p + hv  (634-703 nm) (13)
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RO*  ————- > RO + hv (380-460 nm) (14)

A QL espontdnea é um ensaio o6rgdo-especifico e né&o
destrutivo, mas implica na exposic¢do do 6rgdo, o que o torna de
dificil aplicacdo clinica, exceto nos locais que possam ser
atingidos pelas aberturas naturais do corpo humano (estdmago por
via esofdgica ou pulmdo pela via traqueal). Quando o ©érgdo ou

tecido ndoc for acessivel diretamente, ¢é necessario realizar

cirurgia.

A QL iniciada por t-BOOH é um método sensivel que tem sido
aplicado para detectar a existéncia de stress oxidativo associado
a situacdes patoldgicas experimentais tais como tratamento
crédnico com etanol em ratos (BOVERIS et al., 1983), tratamento
com barbital em camundongos (FRAGA et al., 1984), camundongos
portadores de tumores (BOVERIS et al., 1985) e cardiotoxicidade
induzida por adriamicina em ratos, camundongos e coelhos (MILEI
et al., 1986; LLESUY et al., 1990). A QL iniciada por t-BOOH é
facilmente detectada com um contador de cintilacdo com o circuito
de coincidéncia desconectado ou operando como um lumindmetro,
dependendo do instrumento. Os contadores tém, usualmente,
fototubos sensiveis a emisssdes na faixa de 380-620 nm. Neste
método, a alta concentracdo de t-BOOH adicionada reage com as
hemoproteinas oxidadas do tecido. Um homogeneizado de técido
mostra, normalmente, os citocromos mitocondriais e do reticulo

endoplasmatico em seu estado oxidado. Assim, o t-BOOH
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acrescentado em excesso reage com as hemoproteinas oxidadas como,
por exemplo, o citocromo ¢ mitocondrial (CADENAS et al., 1980) ou
o citocromo Pyg5p microssomal (CADENAS & SIES, 1982), dando, por
clivagem heterolitica, um radical peroxil (Figura XIV). O t-BOOH
pode também reagir com ferro (Fe*?), dando um radical alcoxil. A
producdo de ambos radicais, peroxil ou alcoxil, é capaz de
iniciar as reacl0es em cadeia sobre os fosfolipidios insaturados
das membranas (RH). As etapas de terminacdo da LPO levam a
producdo de espécies excitadas como o oxigénio singlet e
compostos contendo grupos carbonila em estado excitado (RUSSEL,
1957) (reacgCes 13 e 14). A fotcocemissdo detectada estd relacionada
com a desexcitacao destes dois compostos. Antioxidantes
endégenos (AH, na figura XIV) como a glutationa, o tocoferol, o
retinol, etc., podem atuar como bloqueadores das reacgdes em
cadeia da LPO (chain breakers). Utilizando este método,
observamos um aumento significativo na fotoemissdo apbdés a

perfusdo do coracdo com HyO» (ver figura 6).

Os resultados do teste do TBA-RS, do consumo de oxigénio e
da QL iniciada por t-BOOH indicam haver um aumento significativo
da LPO apbds a perfusao com Hp0p. Portanto, a perfusdo com Hy0p
constitui-se num importante método de estudo da LPO, semelhante a

isquemia-reperfusao.
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FIGURA XIV - Reacdes envolvidas na QL iniciada por t-BOOH de
homogeneizados de tecido (LLESUY et al., 1991).
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OQutro importante objetivo deste trabalho foi verificar se o
uso de antioxidantes poderia bloquear a LPO e, assim, reduzir as
contraturas induzidas pelo H20p. O termo antioxidante é
normalmente aplicado aos inibidores das reacgdes em cadeia da LPO,
como a vitamina E. Mas existem defini¢des mais abrangentes que
consideram antioxidante qualquer substdncia que retarda ou
diminui significativamente a oxidag¢do de um substrato oxidavel
(HALLIWELL, 1991). Neste caso, poderia ser incluida a vitamina A,
que ¢é considerada "um tipo incomum de antioxidante” (BURTON &
INGOLD, 1984). Foram escolhidas as vitaminas A e E por serem
consideradas antioxidantes naturais que podem ser obtidos através
da dieta. Optou-se por perfundir os coracgdes com as vitaminas ao
invés de tratar os animais, na tentativa de se observar efeitos
agudos, durante a ocorréncia do stress oxidativo. Para podermos
realizar a perfusdo com vitaminas estas necessitavaﬁ ser
hidrossoliveis a fim de se misturarem com o Tyrode. Entéo; foram
usados uma vitamina A hidrossoluvel e um andlogo hidrossolivel
da vitamina E, o trolox. H& varias referéncias na literatura da
acdo do trolox como scavenger e quencher de EAO (DAVIES et al.,
1988; MASSEY & BURTON, 1990; WU et-al., 1990; LE et al., 1992).
As concentracdes de trolox utilizadas neste trabalho basearam-se
nos trabalhos de Massey & Burton (1990) e de Le et al. (1992). A
concentragdo de vitamina A foi baseada no trabalho de Ferreira et
al. (1991). Nao had relatos de que as concentracgdes de vitamina

utilizadas possam produzir efeitos tdéxicos.
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Perfundindo-se previamente os coragdes com vitamina A,
observou-se uma reducdo significativa das contraturas cardiacas
induzidas por Hp0, (ver figura 7). Tem-se noticia de protecdo por
vitamina A contra varias situag¢bes de stress oxidativo (LLESUY et
al., 1985; MILEI et al., 1986; MAGNER-WROBEL et al., 1990;
FERREIRA et al., 1991). A acgdo protetora da vitamina A no nosso
modelo pode residif no relaxamento muscular e na vasodilatacao
observados quando se administra esta substancia. Esta hipdtese
serd melhor discutida adiante. Outra hipdétese pode ser fornecida
avaliando o papel da vitamina A sobre o conteudo de glicogénio
cardiaco. A vitamina A parece reduzir o efeito de inibic¢do da
glicélise produzido pelo Hp0p. Tanto que os cora¢des previamente
perfundidos com vitamina A que receberam Hy0Oo apresentaram
contetdos de glicogénio aproximadamente iguais aos dos que sb
receberam vitamina (ver figura 8). No entanto, o0s coracdes
perfundidos apenas com vitamina A apresentaram menor quantidade
de glicogénio cardiaco que os coragles controle. Este fato pode
ser explicado em termos do aumento da atividade <cardiaca
promovido pela vitamina (aumento da freqiiéncia que serd discutido
mais adiante), o que determinaria um gasto maior de glicogénio.
Para se evitar esta interferéncia seria necessdrio a utilizacdo
de estimulagdo elétrica para a manutengdo da freqiiéncia (coracdo
paced) . Outra hipbtese provavel para explicar a redugdo, pela
vitamina A, da contratura produzida pelo Hy0» seria pelé redugéao

da LPO. A vitamina A apresenta acdo de quencher de oxigénio
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singlet (FOOTE & DENNY, 1968). Durante a LPO,-hé a formacdo de
102, que acelera o processo. Por neutralizar esta espécie
excitada, a vitamina A pode reduzir a LPO. Neste trabalho,
observamos que o grupo vitamina A + HpOp apresentou uma redugéo
significativa da formagcdo de TBA-RS no perfusado com relagdao ao
grupo HpO2 (ver figura 10). No homogeneizado ndo se observou
reducdo da formacdo de TBA-RS (ver figura 9). No entanto, a QL
iniciada por t-BOOH se mostrou reduzida (figura 11), assim como o
consumo de oxigénio (figura 12), Portanto, a perfusdo com
vitamina A reduziu a LPO e pode ser este um fator importante para
a reducdo da contratura cardiaca observada. Este resultado é
bastante interessante, em vista do curto tempo de tratamento com
a vitamina (apenas 10 minutos) e da alta concentracido de H0p
utilizada num tempo duas vezes mailor (20 minutos). Apesar disto,

observou-se uma protegdo evidente contra o stress oxidativo

induzido pelo HpO»p

A perfusd&o prévia dos coracgdes com trolox, nas duas
concentracgdes utilizadas, néQ reduziu significativamente as
contraturas induzidas pelo Hp0, (ver figuras 13 e 14). Ha
inlmeros trabalhos na literatura que relatam um efeito protetor
da vitamina E ou alfa tocoferol contra situagdes de stress
oxidativo (TAPPEL et al., 1960; GUARNIERI et al., 1978; LLESUY
et al., 1985; MILEI et al., 1986; MASSEY & BURTON, 1989; DILLARD
et al,, 1990; MASSEY & BURTON, 1990; SATO et al., 1990; GONZALEZ-

FLECHA et al., 1991la; FERREIRA et al., 1991; KLEIJNEN et al.,
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1989; SIES & MURPHY, 1991; NOVELLI et al., 1991; PALOZZA &
KRINSKY, 1991). Alguns autores relatam que o trolox teria uma
acdo de scavenger de radicais peroxil oito vezes maior que o alfa
tocoferol (WU et al.,1991). No entanto, Massey & Burton (19290)
observaram que o trolox e o fitol, wutilizados nas mesmas
concentracdes que o alfa-tocoferol, ndo foram td&o efetivos quanto
este ultimo na protegdo contra o stress oxidativo produzido pelo
sistema xantina oxidase em cardiomidcitos. 0 fato de nao
havermos encontrado protecgdo utilizando o trolox pode ser devido
a estrutura da molécula. O trolox ndo é a vitamina E toda, é a
parte polar (a cabeca) da molécula. Esta porgdo parece ser a
responsavel pela atividade antioxidante da molécula e a cauda (ou
fitol) tem efeito estabilizador da mesma. O fitol ancora a
molécula a membrana plasmatica, ficando o trolox voltado para a
superficie da membrana (MASSSEY & BURTON, 1990). Sem a
possibilidade de se intercalar aos lipidios da membrana, o trolox
perfundido ficaria apenas "lavando" o tecido. Quanto a
concentracdo de glicogénio, a resposta do trolox foi semelhante &
da vitamina A (ver figuras 15 e 16). Assim, o trolox parece
também reduzir a inibicdo da glicdlise induzida por Hp0p e
aumentar o consumo de glicogénio nos coracgdes perfundidos apenas
com o trolox pelos mesmos motivos explicados anteriormente. Em
termos de LPO, observa-se que o trolox reduziu a formacdo de TBA-
RS no homogeneizado e no perfusado (ver figuras 17, 18, 19 e 20),

a QL iniciada por t-BOOH (figura 21) e o consumo de oxigénio
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(figura 22) comparativamente ao grupo Hy0s. Estes resultados séo
coerentes com a literatura que descreve uma acdo de bloqueador
das etapas de propagacdo da LPO para o trolox. No entanto, apesar
da LPO estar reduzida, ndo se observa redug¢do da contratura. Este
resultado pode significar o envolvimento de algum outro
mecanismo, além da LPO, no processo de contratura. No entanto, o
que parece mals provavel & que a protecdo antioxidante oferecida
ndo foi adequada ao aumento do H0» ou que o trolox ndo
conseguiu penetrar adequadamente no tecido. A vitamina A reduziu
a LPO e reduziu as contraturas. No entanto, a vitamina A, por si
s6, promoveu relaxamento do musculo cardiaco, o que néb se
observou com o trolox. A vitamina A, ao interagir com o 102'
forma um carotendide triplet que dissipa sua energia de excitacdo
numa etapa posterior, através de interacdes rotacionais e
translacionais com o solvente (KRINSKY, 1989). Essa energia
liberada pelo carotendide triplet poderia, de alguma formé, ser

utilizada no relaxamento dos miofilamentos.

Além da contratura cardiaca, que é o efeito mais notével, o
Hp0p promoveu outras alteracles na atividade contratil. Uma delas
foi a reducdo na forga de contracdo, ou seja, o HpO» provocou um
efeito inotrdépico negativo sobre o coracdo isolado (ver figura
23). Este efeito pode ser uma resposta a progressiva perda da
funcdo diastélica (contratura). A medida que o musculo vai
contraturando, o comprimento das fibras diminui e, segundo a lei

de Frank-Starling (auto-regulacdo heterométrica da atividade
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cardiaca), quanto menor o comprimento das fibras menor a forca de
contracdo muscular. Oliveira (1993) observou uma correlacgao
negativa (r= -0,84) entre contratura e forg¢a de contragdo . A
queda da forgca de contracdo pode ser, também, devida a deplecédo
de energia. Se o miocdrdio n&o tem energia suficiente para
relaxar (aparecendo a contratura), da mesma forma, n&o hd energia
para a contragéao. O grupo vitamina A + H0Op ndo apresenta
diferenca significativa do grupo H09p em termos de queda
percentual de forca (ver figura 24). No entanto, a forca do grupo
vitamina A + Hp0Op ndo diferiu da do grupo vitamina A. Ou seja, no
grupo previamente perfundido com vitamina A, o HyOp ndo provocou
uma queda significativa da forga de contracdo. Da mesma forma, a
contratura cardiaca se mostrou reduzida neste grupo. O trolox na
concentracado 0,2 mM, reduziu a queda de for¢a induzida pelo H5O5
(ver figura 25). Este efeito ndo foi observado no grupo trolox 2
mM, De fato, se compararmos o0s grupos trolox 0,2 e 2 mM,
observaremos que o Ultimo apresenta uma tendéncia maior a
contratura, apesar da diferenca nao ser estatisticamente
significativa. Estes dados requerem estudos adicionais para que

possam ser melhor esclarecidos.

O HpOp tem, também, um efeito cronotrdpico negativo sobre o
coragdo, ou seja, reduz a freqiiéncia cardiaca (ver figura 27).
Este achado esta de acordo com Bianchini e colabora&ores (1988).
O fato pode ser explicado em termos da inibicdo, pelo H0p, dos

potenciais de acdo das células marcapasso. Esta sugestdao baseia-
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se no trabalho de Pooler & Valenzano (1981), onde se observou um
bloqueio dos canais de sbédio e potassio por EAO, -em axdnios
gigantes de lagosta. Também foi observado que o Hp0, pode reduzir
ou abolir, dependendo da concentracdo utilizada, os potenciais de
acdo de nervos vagos de cdo e de sapo (BELLO & BELLO, 1989%a e
1989b). A inibicdo da Nat-K* ATPase poderia, da mesma forma,
inibir a geracdo dos potenciais de agdo no miocardio. As
vitaminas promoveram um aumento da freqiiéncia cardiaca quando
comparada aos valores do grupo controle (ver figuras 28, 29 e
30). A queda na freqiiéncia apdés a perfusdo com Hp0p foi reduzida
apenas no grupo trolox 2 mM + HpO, (ver figura 30). O fato pode
ser explicado através da neutralizacido das EAO pelo trolox,

reduzindo o bloqueio dos canais idnicos.

O Hp0p promoveu uma redu¢do nmuito evidente do fluxo
coronariano, ou seja, esta EAO é um potente vasoconstritor
coronariano (ver figura 31). Esta fantéastica vasoconstricéao
observada pode ser devida a agdo do Hy0p sobre o fator relaxante
derivado do endotélio (EDRF). Foi sugerido por Freeman &/Crapo
(1982) que o HpOp, pela reagdo de Fenton ou Haber-Weiss, poderia
formar 'OH e, este, inativaria o EDRF. Foi também comprovado que
o EDRF pode ser inativado pelo ‘0~ (GRYGLEWSKI et al., 1986).
Em 1987, foi sugerido que o EDRF é o 6xido nitrico (NO). O NO
ativa a guanilato ciclase que, entd3o, forma o cGMP (guanosina
monofosfato ciclico). O cGMP promove o relaxamento dos vasos

(BAST et al., 1991) (ver figura XV). O "0~ ¢é formado no
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endotélio dos wvasos e regula o ténus da musculatura lisa vascular
por sua interacdo com o NO' (LAURINDO et al., 1991). O HpO» esté4,
também, envolvido na sintese de PG, como o tromboxano A2, que
induz agregacdo plaquetédria e vasoconstricdo (PIPER & VANE,
1969) .

ENDOTELIO MUSCULO LISO VASCULAR

\
f———j\ [ )
Nitrato orgdnico » RONO, R'SH
(RONG,)
‘ R'SSR'
Nitroprusstato = NP
(NP) \
- (=) oA~
o ~N9) —0°,
S- Nitrosotiol ;SEHO/
(RSNO)
. O, GTP
Vasodilatadores Q
dependentes do EDR Fi = = (GC J
endotelio »EDC —, cGMP
/< /k AN AN 4
Vasoconstritores /
dependenfes  do [ VASOCONSTRICAO , =
endotélio ‘ Ao _Z  [vasopiLaTacZo]
INIBICAO DA REVERSEO DA
éﬁi%%@%ﬁg A VASOCONSTRIGAD
‘ CORONARIANA

FIGURA XV - Regulacao do tdénus vascular (adaptado de ABRAMS,

1991).
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Estudos mais recentes apontam para a existéncia de um fator
constrictor derivado do endotélio (EDCF) cicloxigenase-
dependente. A liberaééo deste fator reduziria o relaxamento (ver
figura XV). Fol sugerido que este fator seria a prostaciclina

(PGI2) (PAGANO et al.,, 1991).

Observou-se uma alteracdo na atividade da cicloxigenase em
ratos espontaneamente hipertensos, levando a uma maior liberacéao
de EDCF, dificultando o relaxamento dos vasos (IWAMA ét al.,
1992). Esta alteracdo na cicloxigenase poderia ser devida a um
aumento na LPO, ja& que esses animais apresentavam menor contetdo
de vitamina E e maior conteido de MDA na membrana do musculo

cardiaco ({(JANERO et al., 1989),

Assim, o Hy0p administrado ao coragdo pode estar inativando
o EDRF e/ou ativando o EDCF dependente da cicloxigenase,
determinando a vasoconstrigdo observada. Ainda, a concentracdo de
H,0» empregada poderia estar lesando o endotélio e, assim,

provocar o efeito observado.

Neste modelo de estudo, a vasoconstrigdo induzida pelo Ho0o
pode ser um fator envolvido no fendmeno da contratura. Isto
porque a contratura é significativa somente a partir do décimo
quinto minuto de perfusdo com HpOp. No entanto, em experimentos
prévios, observou-se o surgimento instantdneo de contratura
cardiaca , ao injetar Ho0p em bolus em coracgdes isolados e

perfundidos de rato (BELLO & BELLO, 1988). Com este experimento,
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fica evidente que a contratura induzida pelo Ho0, ndo é devida a

reducdo do fluxo coronariano.

No presente trabalho, a vasoconstricao pode estar
amplificando o efeito do stress induzido pelo H07. As vitaminas
aumentaram o fluxo coronariano em relacdo ao controle. Este fato
pode ser devido a alguma ativacdo enzimatica ou a redugdo das
EAQO, levando a uma malor liberacdo do EDRF. No entanto, as
vitaminas ndo conseguiram reduzir a vasoconstrig¢do induzida pelo
HoOp. Neste caso, a producdo de EAO foi maior do que o aumento

das defesas antioxidantes, nado podendo ser evitado o stress

oxidativo.

Todos estes achados merecem estudos adicionais para que os

mecanismos de acdo destes fendmenos possam ser elucidados.

O modelo da contratura cardiaca induzida pelo H0y confirma
as hipbdteses que sugerem a participacéo das EAO nos danos
observados no miocardio isquémico e reperfundido. Este modelo tem
se mostrado uUtil para o estudo das alteracdes fisioldgicas e
bioquimicas decorrentes do stress oxidativo no coragdo. Neste
trabalho, foram implantadas, em nosso laboratédrio, técnicas de
medida do stress oxidativo atra&és da LPO que podem ser
utilizadas em diversas situacbdes experimentais. Os resultados
positivos do uso da térapia antioxidante no miocédrdio podem

servir de base para investigag¢des futuras, podendo, esta, ser
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aplicada como protecdo em distintas situagdes de stress

oxidativo.



5 CONCLUSOES

5.1 A perfusao com HpO0p (256 mM) a pressdo constante provoca

contratura no coracdo isolado de rato.

O H90p promove uma reducdo significativa do conteudo de

glicogénio.

O Hp02 aumenta significativamente a LPO, como foi
demonstrado pelo aumento da producdo de TBA-RS, pelo aumento do

consumo de oxigénio e pelo aumento da QL iniciada por t-BOOH.

Este modelo de estudo produz efeitos semelhantes & isquemia-
reperfusdo e pode ser utilizado como um método de pesquisa para a

compreensdo dos processos envolvidos neste fendmeno.

5.2 A perfusdo prévia do coragdo com vitamina A (50

U.I./ml), por 10 minutos, reduz a contratura provocada pelo HyOs.

A vitamina A impede a reducdo no conteudo de glicogénio.
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A vitamina A reduz a LPO induzida pelo Hy05, o que foi
demonstrado pelo teste do TBA-RS, pelo consumo de oxigénio e pela

QL iniciada por t-BOOH.

5.3 A perfusdo prévia do coracdo com trolox (0,2 ou 2 mM)

ndo reduz significativamente a contratura provocada pelo H0j.
O trolox impede a reduc¢do no conteudo de glicogénio.

O trolox reduz a LPO induzida pelo H0p, como foi
demonstrado pelo teste do TBA-RS, pelo consumo de oxigénio e pela

QL iniciada por t-BOOH.

5.4 A perfusdao com Hp0Op promove um efeito inotrépico

negativo no corag¢do isolado.

O trolox 2 mM ndo impede a queda de forca promovida pelo
H»0».
A vitamina A e o trolox 0,2 mM protegem o miocardio contra o

inotropismo negativo induzido pelo HyOj.

5.5 A perfusdo com Hp0p provoca um efeito cronotrépico

negativo no coracdo isolado.

O trolox 2 M reduz o efeito cronotrdpico negativo induzido

pelo Hs02.

5.6 A perfusdo com HpOo promoveu vasoconstricdo coronariana

evidente.
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A vitamina A ou o trolox aumentam o fluxo coronariano em
relagdo ao grupo controle, ou seja, estas vitaminas provocam

vasodilatacio. Este resultado é muito interessante e abre novas

perspectivas de investigacéo.

A perfusdo com vitamina A ou trolox, nas concentracdes

empregadas, ndo impede a vasoconstric¢do induzida pelo H05.
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