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"Houve tempo em que o cientista era ser alado, imaginação 

selvagem, que ~licava às crianças e aos jovens os gestos de sua 

mão e os movimentos do seu pensamento, apontando para um mundo 

novo que se anunciava no horizonte. Terra sem males, a natureza a 

serviço dos homens, o fim da dor, a expansão da compreensão, o 

domínio da justiça. Claro, o saber iria tornar os homens mais 

tolerantes. Compreenderiam o absurdo da violência. Deixariam de 

lado o instrumento de tortura pela persuasão suave do ensino. Os 

campos ficariam gordos e perfumados. As máquinas lib$rtariam os 

cor,pos para o brinquedo e o amor. E os exércitos progressivamente 

seriam desa ti vados, porque mais vale o saber que o poder. As 

espadas seriam transformadas em arados e as lanças em tesouras de 

podar. Realização do sonho do profeta Isaías, de h~r.monia entre 

bichos, coisas e pessoas". 

(Rubem Alves - Estórias de quem gosta de ensinar) 
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constante, pelo seu exemplo de vida e por 

me presentear esta linha de pesquisa. 
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RESUMO 

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

pelo H2o2 no miocárdio isolado e perfundido de ratos machos Wistar e a ação 

da vitamina A e do trolox nestes fenômenos. Para a perfusão do coração, foi 

empregado o método de Langendorff (1895): utilizando-se como solução perfusora 
o um Tyrode com pH 7,4, borbulhado com carbogênio, com temperatura de 31 C e 

pressão constante de 8,02 kPa.' o modelo de estudo usado para produzir stress 

oxidativo foi o acréscimo de H202 (256 mM) à solução perfusora por 20 minutos, 

após a preparação haver se estabilizado (10 minutos). A proteção antioxidante 

foi oferecida mediante perfusão, po~ 10 minutos antes do stress oxidativo, com 

vitamina A (50 U. I. /ml) ou com um análogo hidrossolúvel da vitamina E, o 

trolox (0,2 e 2 mM). 1 0 stress oxidativo foi avaliado por alterações 

fisiológicas (alterações na contratilidade e no fluxo coronariano) e por 

alterações bioquímicas (alterações no conteúdo de glicogênio cardíaco e na 

LPO). As alterações fisiológicas puderam ser analisadas a pàrtir dos 

mecanocardiogramas e registros de fluxo efetuados.\ O glicogênio cardíaco foi 

estimado pelo método de Van Handel ( 1965), que quantifica glicose após a 

hidrólise ácida do tecido. A LPO foi determinada pelo teste do TBA-RS 

realizado no homogeneizado e no perfusado cardíacos, pela técnica do consumo 

de oxigênio e pela QL iniciada por t-BOOH. A alteração fisiológica mais 

evidente induzida pelo H202 foi o aparecimento da contratura cardíaca. Este 

fenômeno foi acompanhado por alterações bioquímicas: redução do conteúdo de 

glicogênio e aumento da LPO. A contratura observada parece ter uma relação 

íntima com a depleção de energia e o aumento da LPO. Estes fatores 
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determinariam uma elevação do nivel intracelular de cálcio que seria 

responsável pelos efeitos observados. A vitamina A reduziu a magnitude da 

contratura cardiaca, impediu a redução do conteúdo de glicogênio e o aumento 

da LPO. Isto evidencia um efeito protetor da vitamina A contra o stress 

oxidativo induzido pelo H202 no miocárdio. o trolox não reduziu a contratura 

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

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

hidrossolúvel, não conseguiu se intercalar aos lipidios da membrana e proteger 

contra as alterações fisiológicas. Outra alteração contrátil observada no 

miocárdio após a perfusão com H2o 2 foi uma queda na força de contração (efeito 

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

concentração de O, 2 mM. Observou-se uma diminuição da freqüência cardiaca 

(efeito cronotrópico neg"!-tivo) induzida pelo H2o2, que foi atenuada pela 

vitamina A e pelo trolox. A perfusão com H2o 2 determinou, ainda, uma 

pronunciada vasoconstrição coronariana. As vitaminas aumentaram o fluxo 

coronariano em relação ao controle, contudo não foram efetivas na proteção 

contra a vasoconstrição induzida pelo H202. 

os resultados obtidos são muito interessantes em vista do curto periodo 

de exposição do tecido às vitaminas (apenas 10 minutos) e da elevada 

concentração de H2o2 utilizada por um periodo de tempo duas vezes maior. 

O modelo de estudo empregado reforça as hipóteses de geração de EAO nos 

tecidos submetidos à isquemia-reperfusão. Este modelo tem~se mostrado muito 

útil para investigar os efeitos do stress oxidativo no coração isolado e 

possiveis mecanismos protetores. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 ESPÉCIES ATIVAS DE OXIGÊNIO 

A toxicidade do oxigênio foi descrita de forma quase 

simultânea à descoberta deste elemento como componente químico do 

ar por Priestley (1774). Lavoisier, já em 1783, provou que altas 

pressões de oxigênio tinham efeito tóxico sobre o pulmão de 

animais. No entanto, foi Paul Bert ( 1871), discipulo de Claude 

Bernard, que estabeleceu as bases da toxicidade do oxigênio. Ao 

expor animais, plantas e microorganismos a oxigênio hiperbárico, 

ele concluiu que todas as formas de matéria viva sofriam efeitos 

tóxicos sob estas circunstâncias experimentais. 

Avanços no mecanismo molecular da toxicidade do oxigênio só 

vieram neste século com o trabalho de Gerschman e colaboradores 

(1954). Eles assinalaram a semelhança entre o efeito deletério da 

irradiação com raios X e a exposição a oxigênio hiperbárico e 

propuseram a participação dos intermediários da redução do 

oxigênio à água (Figura I) em ambos processos. 
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FIGURA I Redução monoeletrônica do oxigênio, formando 

Também neste século, investigadores descobriram que a 

rancificação das gorduras era devida às espécies intermediárias 

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

estudo da química de radicais livres que é atualmente utilizada 

na indústria moderna de síntese de plásticos e polímeros. 

Acredita-se que o fogo seja uma reação de radicais livres 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989) e a água do mar, uma solução de 

radicais livres (ZAFIRIOU, 1987). 
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Ainda que os químicos orgânicos conheçam as espécies ativas 

de oxigênio (EAO) há muitos anos, só recentemente sua impo~tância 

em Biologia e Medicina tem sido avaliada. Somam-se evidências de 

que as EAO causam ou influenciam inúmeros processos orgânicos 

degenerativos como a catarata, o enfisema, a doença de Parkinson, 

a porfiria aguda intermitente, a lesão isquêmica, o diabete 

aloxânico e até mesmo a mutação, o câncer e o envelhecimento 

(MENEGHINI, 1987; CHOW, 1990). 

o radical superóxido ("02-), o peróxido de hidrogênio 

(H202) e o radical hidroxil ("OH) são espécies ativas de oxigênio 

que se formam durante a redução do oxigênio â água (Figura I). 

Esta reação ocorre na cadeia de transporte de elétrons 

roi tocondrial e a energia produzida é utilizada na formação de 

trifosfato de adenosina (ATP) . As mitocôndrias contêm em suas 

membranas uma série de proteinas, em especial os citocromos, que 

são transportadoras de elétrons e que procedem das reações de 

transformação dos nutrientes. Durante a respiração, as proteinas 

transportam os elétrons até que reduzem â água uma molécula de 

oxigênio. É precisamente este transporte de elétrons e a redução 

final do oxigênio que permitem a produção de energia sob a forma 

de ATP. A maior parte do oxigênio {aproximadamente 95%) é 

reduzida tetravalentemente, ou seja, recebe quatro elétrons de 

uma só vez. Esta reação é efetuada pelo complexo enzimático 

citocromo oxidase: quatro elétrons são transferidos do citocromo 

c reduzido através dos grupos prostéticos heme e ion cobre para a 
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citocromo oxidase e para o oxigênio molecular (FISHER, 1988). No 

entanto, nem sempre o oxigênio se transforma em água diretamente. 

Em cerca de 5% dos casos, a redução é monoeletrônica, isto é, a 

molécula de oxigênio recebe um elétron de cada vez, formando uma 

série de intermediários tóxicos e reativos que são as EAO (Figura 

I). Elas também são conhecidas como radicais livres de oxigênio, 

porém esta denominação não é totalmente correta, já que, o H202, 

por exemplo, não é uma espécie radical. Um radical livre é 

definido como qualquer espécie química capaz de existência 

independente que contém um ou mais elétrons desemparelhados (DEL 

MAESTRO, 1980; SOUTHORN & POWIS, 1988; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 

1989). Portanto, esta denominação não inclui só os radicais de 

oxigênio, mas vários outros como o átomo de hidrogênio, os íons 

de metais de transição, o óxido nítrico, o dióxido de nitrogênio 

etc .. 

Além disso, é importante ressaltar que a toxicidade do 

oxigênio não se deve apenas aos radicais livres dele derivados, 

mas também a outros estados do oxigênio como o peróxido de 

hidrogênio ao qual já nos referimos e o oxigênio singlet, um 

estado excitado do oxigênio molecular. O oxigênio singlet pode 

apresentar dois estados: o sigma e o delta. O estado sigma (l: 

g+o2) é o mais reativo porque tem dois elétrons desemparelhados. 

O oxigênio singlet delta (~ g 02) não é um radical, já que não 

apresenta elétrons desemparelhados (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 

1989) • Por isso, a expressão espécies ativas de oxigênio é mais 
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adequada quando queremos nos referir ao conjunto dessas 

substâncias. 

A presença de um ou mais elétrons desemparelhados torna a 

espécie levemente atraida por um campo magnético (é 

paramagnética) e pode torná-la altamente reativa. O oxigênio 

molecular, ou dioxigênio, ao contrário, tem baixa reatividade 

relativa, apesar de também ser um birradical (tem dois elétrons 

desemparelhados). O fato desses elétrons terem seus spins 

paralelos reduz sua reati v idade, a qual aumentaria mui to se os 

spins dos elétrons fossem em direções opostas. 

1.2 FORMAÇÃO DAS ESPÉCIES ATIVAS DE OXIGÊNIO 

Os radicais livres podem ser formados pela perda de um 

elétron de um não-radical ou pelo ganho de um elétron por um não-

radical. Eles podem também ser formados quando uma ligação 

covalente é quebrada, se cada um dos átomos ficar com um elétron, 

num processo conhecido como fissão homolitica. (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 1989) . 

A formação de EAO em sistemas biológicos está bem 

estabelecida. Nas células animais, comprovou-se a geração destas 

espécies em di versos locais como mitocôndria, lisossomas, 

peroxissomas, membrana plasmática, nuclear e do reticulo 

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

TABELA I - Principais fontes celulares de produção de EAO. 
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Fonte intracelular Espécie gerada 

1. Mitocôndria: cadeia respiratória 

Ubiquinona (Coenzima Q) 

NADH desidrogenase 

2. Reticulo endoplasmático e membrana nuclear 

Transporte de elétrons 

NADH citocromo-redutase 

Citocromo P450 

Citocromo bs 

3. Membrana plasmática 

Lipoxigenase 

Prostaglandina sintetase 

NADPH oxidase (céls. fagociticas) 

4. Citosol 

a) Enzimas solúveis e proteinas 

Hemoglobina 

Xantina oxidase 

b) Moléculas pequenas 

Flavinas reduzidas 

Tióis 

·o2- ou H2o2 

·o2-

·o2-
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O radical superóxido pode ser produzido pelas células 

inflamatórias como neutrófilos, eosinófilos, monócitos e 

macrófagos. A partir do superóxido são formadas outras EAO que 

são utilizadas pelas células fagocitárias para matar os 

microorganismos invasores (MENEGHINI, 1987; SOUTHORN & POWIS, 

1988) . Nos pacientes acometidos de granulomatose crônica, as 

células fagocitárias são incapazes de produzir EAO, emboram sejam 

aptas a fazer fagocitose. O fato destes pacientes apresentarem 

processos inflamatórios agravados mostra que a produção de EAO é 

importante no combate à bactéria invasora (BABIOR, 1982) . Muitos 

sistemas enzimáticos catalisam a redução univalente do oxigênio 

molecular à radical superóxido. Como exemplos podemos citar: 

xantina oxidase, aldeído oxidase, di-hidro-orótico desidrogenase 

(FRIDOVICH apud PRYOR, 1976), flavina desidrogenase e peroxidases 
I 

(MC CORD apud SOUTHORN & POWIS, 1988) . Outras enzimas como 

aquelas que catalisam a formação de prostaglandinas 

( cicloxigenase) e leucotrienos ( lipoxigenase) também são fontes 

de superóxido (MACHLIN & BENDICH, 1987). A redução univalente do 

oxigênio também ocorre em reações não-enzimáticas e em reações de 

autoxidação como as que ocorrem com catecolaminas, flavinas e 

ferridoxinas reduzidas (DEL MAESTRO, 1980; SOUTHORN & POWIS, 

1988) . A autoxidação das catecolaminas leva a produção de EAO e 

estas podem produzir danos ao coração, como a necrose miocardial 

observada após a administração de altas doses de catecolaminas 

(SINGAL et al., 1982) . Uma fonte substancial de radical 
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superóxido é o sistema de transporte de elétrons mitocondrial 

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

O peróxido de hidrogênio é produzido por duas fontes 

básicas: indiretamente pela redução univalente do oxigênio, 

seguida por dismutação do ânion radical superóxido ou 

diretamente pela redução divalente do oxigênio molecular. O 

processo indireto é catalisado pelas enzimas superóxido dismutase 

(SOD) cobre-zinco (CuZn-SOD) que é citosólica e pela manganês 

(Mn-SOD) que é mi tocondrial. O processo direto é realizado por 

oxidases encontradas nos peroxissomas como a O-aminoácido 

oxidase, xantina oxidase, uricase, alfa-hidroxiácido oxidase e 

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

geração mitocondrial de H202 é um evento fisiológico sob 

condições aeróbias e depende do estado metabólico em que a célula 

se encontra. O aumento da pressão parcial de oxigênio produz uma 

elevação proporcional na formação de H202 pela mitocôndria 

(BOVERIS & CHANCE, 1973) . Os peroxissomas contêm grande número de 

enzimas geradoras de H202 que estão envolvidas em importantes 

funções fisiológicas como a oxidação de ácidos graxos, produção 

de hormônios esteróides, produção de lipidios em glândulas 

sebáceas, fagocitose, termogênese e esterificação da vitamina A 

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

As reações que produzem o radical hidroxil são mais raras e 

necessitam a presença de ions metais de transição como o ferro e 
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o cobre. A reação de H202 com ions ferroso ou cúprico é a chamada 

reação de Fenton (1894) que leva à produção do radical hidroxil o 

qual é extremamente reativo (reação 1). 

H202 + Fe+2 ----------> Fe+3 + 'OH + OH- (1) 
(cu+) (cu+2) 

Este radical também pode ser formado a partir de ·o2- e H202 

em presença de ions ferro, reação esta descrita por Haber e Weiss 

em 1934 (reação 2) . 

O ferro necessário para a catálise da reação de Fenton pode 

ser derivado da ferritina, hemoglobina ou mioglobina (WERNS & 

LUCCHESI, 1990). A reação do H202 ou lipidios hidroperóxidos com 

os grupos hemo leva a um alto estado de oxidação do mesmo, o 

complexo oxoferril, onde o ferro tem valência quatro. O 

significado fisiológico do complexo oxoferril tem sido 

recentemente implicado como parte do mecanismo de injúria da 

reperfusão no infarto do miocárdio (GALARIS et al., 1990) . Os 

radicais livres derivados da interação do H202 com a met­

mioglobina podem desencadear o processo de lipoperoxidação, que 

pode levar ao dano celular (KANNER & HAREL, 1985). Está também 

provado que alguns redutores como o ascorbato e a deferoxamina 

podem prevenir o acúmulo de mioglobinas de alta valência (GALARIS 

et al., 1989). 
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Em uma célula aeróbia, em condições fisiológicas, as reações 

de produção de EAO ocorrem a relativamente baixa velocidade, 

utilizando aproximadamente 2 à 5% do oxigênio total consumido 

(BOVERIS & CADENAS, 1982) . Isto, somado à existência de sistemas 

de defesa específicos, determina que as concentrações de EAO se 

mantenham em valores muito baixos nos tecidos. 

A figura II sumariza as principais fontes celulares de 

espécies ativas de oxigênio e sua metabolização. 

02 

I 
ENZIMAS 

CITOSÓLICAS 

RETÍCULO, 
ENDOPLASMAllCO=----

FIGURA II - Esquema geral das principais fontes celulares de 

produção e metabolização de EAO. UQH" = ubisemiquinona; GSSG = 

glutationa oxidada; GSH = glutationa reduzida; DH2 e D = sistemas 

redutores de NADP não-específicos; SOD = superóxido dismutase; 

GPx = glutationa peroxidase; Cat = catalase; B e BH2 = doadores 

de hidrogênio (CHANCE et al. , 197 9) . 
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1.3 REATIVIDADE DAS EAO EM SISTEMAS BIOLÓGICOS 

A reatividade das EAO varia; algumas são relativamente 

estáveis (como o H202), mas a maioria tende a ser extremamente 

reativa e instável. Assim sendo, estas espécies apresentam uma 

vida-média muito curta, da ordem de frações de segundo. O fato 

dos radicais possuírem um elétron desemparelhado no seu orbital 

mais externo favorece as colisões bimoleculares e sua aproximação 

com outras moléculas. Considerando que a velocidade das reações 

químicas está determinada pela eficácia das colisões moleculares, 

estando estas aumentadas, as reações se dão mui to mais 

rapidamente. Por causa da sua reatividade, a maioria dos radicais 

existe apenas em baixas concentrações (lo-4 a lo-9 M) e não se 

distancia do seu sítio de formação. 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 não-radical, 

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

em cadeia, como é o caso da lipoperoxidação (LPO) • Dessa forma, 

podem ser produzidos efeitos biológicos distantes do si tio de 

geração do primeiro radical livre formado. As reações em cadeia 

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

intermediária, os reativos se convertem em produtos e os 

intermediários são regenerados, permitindo que o ciclo recomece. 
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O primeiro passo das reações em cadeia consiste na 

iniciação, ou seja, é necessário que a EAO ataque uma molécula 

orgânica, abstraindo um átomo de hidrogênio de um grupamento 

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

químico é um metileno pertencente a um ácido graxo polinsaturado 

da membrana (reação 3) • 

·oH + -CH2 ----------> H2o 2 + -·cH- ( 3) 

A retirada de um átomo de hidrogênio do grupamento metileno, 

leva à formação 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 oxigênio, produz o radical peroxil (reação 4) 

também chamado radical peróxi. 

cH· + o 2 ----------> CH02 • ( 4) 

No estágio de propagação, os radicais peroxil são capazes de 

abstrair hidrogênio de outra molécula lipídica, ou seja, de um 

ácido graxo adjacente. O radical peroxil pode, também, se 

combinar com o átomo de hidrogênio que ele abstraiu, produzindo 

um lipídio hidroperóxido. Os lipídios hidroperóxidos se decompõe 

numa reação catalisada por complexos de ferro e cobre, produzindo 

aldeídos como o malondialdeido, hidrocarbonetos voláteis (como o 

gás pentano) e outros produtos que podem ser detectados 

experimentalmente (Figura III) (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989). 
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Foi sugerido que as reações de degradação que ocorrem durante a 

LPO podem originar oxigênio singlet, acelerando este processo 

(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989) • 

( PUFA I 

l•b"'"''' do H' 

( L• l RADICAL 
UP(OICO 

o 
1<1 
o 

l""umJo ""''"""' 
<1 
u 
z 

( DIENO 
CONJUGADO) 

f 
l ,_,.,,,, '~ o 2 

\ 

~ ( L00°)RI\DICIIL 
PEROXIL 

I 

o b· 1 <ombiM<8o <om H' 
( 1<1 

o 
ct _o oH, 
(!) 

HIDROPERÓXIOO ct 
u 

I 0:: 
n. o 

I 
OH 

REAçÃO COM OUTRO 
! ,g RADICAL 
\ 

<t 
z 

( :i MOA,ETIINO, 02 SINGLET :,. L O • 
Ir. 
w PENTANO. 

f .._ 

FIGURA III - Reações em cadeia da LPO. 

Na etapa de terminação, dois radicais peroxil reagiriam 
( 
\ entre si formando um tetróxido instável que se decompõe dando 
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origem ao oxigênio 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 quimioluminescência e constitui-se num 

importante método de quantificação da LPO. 

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

glutationa (KOSOWER, 1976) e o ácido úrico (WILSON, 1985) são 

efetivos inibidores fisiológicos das reações em cadeia da LPO. 

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

composto é utilizado como aditivo alimentar, já que os produtos 

finais da LPO são tóxicos e podem acarretar a perda do sabor e 

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

A LPO é um processo fisiológico continuo que ocorre nas 

membranas celulares. Por serem formadas em grande parte por 

lipídios insaturados e proteinas, as membranas são 

particularmente vulneráveis ao ataque oxidativo. Além de ser um 

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

biossíntese de prostaglandinas e leucotrienos, bem como na 

fagocitose, pinocitose e lise de membranas intracelulares 

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

podem ser classificados em pelo menos 4 grupos: a) mudanças no 

microambiente lipidico de enzimas ligadas à membrana, em canais 

iônicos e receptores, ativando ou inibindo a atividade destas 

proteinas; b) formação de novos canais de permeabilidade; c) 
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formação de ligações cruzadas entre proteinas e fosfolipidios, 

inativando-as irreversivelmente; d) oxidação de grupos -SH nos 

sitias ativos de enzimas ligadas à membrana, acarretando perda de 

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

severidade, a LPO causa desde alterações na permeabilidade da 

membrana e perda da função secretória até morte celular (MEERSON 

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

lisossomal pode haver a liberação de enzimas lisossômicas e 

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

alterações na permeabilidade podem levar a um acúmulo de cálcio 

intracelular, ativando fosfolipases cálcio-dependentes, formando 

um ciclo vicioso (RICHTER & FREI, 1988). 

1. 4 SISTEMAS DE DEFESA CONTRA AS EAO 

Os organismos vi vos dispõem de sistemas enzimáticos 

especificas que oferecem a primeira linha de defesa frente à 

produção fisiológica de EAO. Estas enzimas evitam o acúmulo de() 

02- e H202 para que não haja a produção do radical hidroxil, 

contra o qual não existe nenhum sistema enzimático de defesa. 

Existem substâncias que neutralizam a ação dos radicais 

livres. Se esta neutralização ocorrer na fase de iniciação ou 

propagação da LPO, havendo a formação de produtos menos tóxicos, 

a substância é chamada scavenger. A substância pode, também, 
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absorver a energia de excitação dos radicais, neutralizando-os; 

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

Dentre o sistema enzimático de defesa contra as EAO, 

salientam-se três enzimas: a superóxido dismutase (SOD), a 

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

A· superóxido dismutase . (SOD) é a enzima que cataliza a 

dismutação do radical superóxido para formar peróxido de 

hidrogênio e oxigênio (reação 5) . Esta reação pode ocorrer 

espontaneamente em pH fisiológico, porém, com a presença da SOD, 

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

1988). 

( 5) 

Esta enzima está amplamente distribuída, com uma variedade 

de formas. Há uma forma que contém cobre e zinco (CuZn-SOD) em 

seu sitio de ativação e é encontrada no citosol das células 

eucarióticas. Sua atividade enzimática foi descoberta por Me ·cord 

e Fridovich (1969). A mitocôndria apresenta um tipo distinto .de 

SOD, contendo manganês (Mn-SOD) , localizada na matriz 

mitocondrial. Além disso, uma ferro-enzima (Fe-SOD) foi 

identificada em bactérias (CHANCE et al., 1979). 

O H202 formado pela dismutação do ·o2- pode ser transformado 

em água pela ação da enzima catalase (CAT) (equação 6) • 

( 6) 
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A CAT está presente em todos os tipos de células de 

mamiferos. Ela é uma hemoproteina com atividade de peroxidase 

atuando este, simultaneamente, como 

hidroperóxido e como doador de hidrogênio (reações 7 e 8) (CHANCE 

et al., 1979). 

( 7) 

A CAT está localizada principalmente em organelas 

intracelulares como os peroxissomas. 

A glutationa peroxidase (GPx), descoberta em 1957 por Mills, 

tem uma ação não especifica sobre H202, atuando sobre vários 

substratos como os hidroperóxidos orgânicos. Há dois tipos de 

GPx: uma que utiliza selênio como cofator e uma selênio 

independ,ente. A GPx cataliza a reação de hidroperóxidos com 

glutationa reduzida (GSH). para formar glutationa oxidada (GSSG) e 

o produto de redução do hidroperóxido (reação 9) . 

ROOH + 2 GSH ----------> ROH + GSSG + H20 (9) 

A GPx tem alta atividade no figado ~ nos eritrócitos, onde 

ela foi descoberta. Tem moderada' atividade no coração e nos 

pulmões e baixa atividade no músculo (MILLS, 1960). 

Outras peroxidases são. essenciais no metabolismo, como a 

iodeto peroxidase, importante na biossintese dos hormônios 
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tireoidianos e a mieloperoxidase, presente nos eritrócitos (DEL 

MAESTRO, 1980) . 

A distribuição das enzimas antioxidantes nas células está 

intimamente relacionada com as fontes de EAO. Estão em maior 

quantidade em locais particularmente expostos às EAO . 

1.4.2 DEFESAS NÃO-ENZIMÁTICAS 

As defesas não-enzimáticas incluem antioxidantes lipofilicos 

{tocoferóis, carotenóides e bioflavonóides) e antioxidantes 

hidrofilicos (ascorbato, glutationa, indóis e catecóis) {SIES & 

MURPHY, 1991). Vamos citar algumas propriedades e caracteristicas 

dos tocoferóis e carotenóides por serem o foco de estudo deste 

trabalho. 

1.4.2.1 TOCOFERÓIS 

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

V) . É o principal antioxidante lipossolúvel responsável pela 

proteção dos ácidos graxos polinsaturados das membranas contra a 

LPO (KAGAN, 1989). Esta vitamina está implicada na permeabilidade 

e estabilidade das membranas celulares (LUCY I 1972) . A 

distribuição da vitamina E nos tecidos e fluidos biológicos 

mostra uma relação intima com a concentração de ácidos graxos 

polinsaturados e com as concentrações de oxigênio às quais eles 

estão expostos. As concentrações de vitamina E parecem maiores 
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nos lugares onde a LPO está favorecida (KORNBRUST & MAVIS, 1980; 

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

Tocoferóls X1 X2 

CHs <1 C H-s CHs 
X w CHs CHs CH3 1 P I I f3 H C Hs 

I CH 2 -CcH2 ,..cH ~c H2 /c H 
~ ' ' ' ' y H HO CH 2 C 2)

2 
CH2 CH 3 CH 3 

X2 ô H H 

FIGURA V - Estrutura dos tocoferóis. 

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

Universidade da Califórnia. Eles descobriram um fator não-

identificado em óleos vegetais que era necessário para a 

reprodução em ratas. Foi chamado fator reprodutivo solúvel em 

gordura. Em 1924, este fator foi identificado e chamado de 

vitamina E por Barnett Sure. Comprovou-se que, em humanos, a 

vitamina E tem pouco ou nenhum efeito na reprodução. Esta 

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

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

O ser humano não sintetiza vitamina E. Portanto, o nível 

desta vitamina depende da quantidade ingerida na dieta; do nível 

de pró-oxidantes, antioxidantes, selênio e aminoácidos sulfurados 
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presentes na dieta. O selênio economiza vitamina E de ,três 

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

pâncreas, que permite uma digestão normal das gorduras, formação 

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

da enzima GPx que destrói peróxidos, assim menos vitamina E é 

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

desconhecido, a retenção de vitamina E no plasma sangüíneo. 

A ingesta necessária de vitamina E na dieta está na faixa de 

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

UI/dia. Isto mantém níveis plasmáticos em torno de 23 ~ol/1 (DI 

MASCIO et al., 1991). 

Sabe-se que várias doenças podem ser aliviadas p~la ingesta 

de vitamina E como a tromboflebite e a claudicação intermitente e 

pode também melhorar a circulação nas extremidades dos anciãos 

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

benéfico na prevenção de doenças cardíacas , doenças nos olhos, 

na pele e úlceras. No caso do câncer, a queda no conteúdo de 

vitamina E plasmático observada, parece ser mais conseqüência do 

que causa da doença (DIPLOCK, 1991). 

Os tocoferóis protegem as membranas por sua ação de 

scavenger de radicais peroxil, sem agir em outros passos da 

propagação da LPO. A reação envolve um radical peroxil e um grupo 

hidroxil fenólico do tocoferol para gerar o hidroperóxido 

orgânico e o radical tocoferil (reação 10) (SIES & MURPHY, 1991). 
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ROO' + vit E - OH ------> ROOH + vit E - o· (10) 

O resultado desta reação é que um radical orgânico 

relativamente reativo (ROO') é transformado em um menos reativo, 

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

reações em cadeia da LPO. 

O ácido ascórbico (vitamina C} pode interagir com o radical 

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

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

entanto, na presença de metais de transição, o ácido ascórbico 

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

1987) . Sabe-se também que, na presença de quantidades traço de 

ferro e cobre, o ácido ascórbico pode potenciar a LPO (WOODWARD & 

ZAKARIA, 1985) . Não há, contudo, evidência de que a autoxidação 

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

quencher de EAO como, por exemplo, o oxigênio singlet. 

O tocoferol pode, também, fazer quenching de oxigênio 

singlet(MC CAY, 1989). O alfa-tocoferol é mais efetivo que seus 

homólogos neste processo de quenching de 1o2·; na seqüência: alfa 

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

Um análogo hidrossolúvel do alfa-tocoferol ou vitamina E é o 

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

carboxílico). O trolox é a região 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 

está intercalado nas membranas celulares com a cabeça polar 

próxima à superfície e a cauda ancorando a molécula (MASSEY & 

BURTON, 1990) . O trolox tem ação de scavenger de radicais peroxil 

8 vezes maior que o alfa-tocoferol (WU et al., 1991). Os radicais 

derivados da interação do trolox com radicais hidroxil ou peroxil 

são relativamente estáveis como os derivados da vitamina E e 

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

1988). 
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FIGURA VI - Estrutura da vitamina E e do trolox. 
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1.4.2.2 CAROTENÓIDES 

Os pigmentos carotenóides são compostos isoprenóides 

amplamente distribuídos na natureza, onde desempenham um 

importante papel protetor das células e organismos. Mais de 500 

carotenóides já foram isolados e caracterizados, porém apenas 

cerca de 50 deles têm atividade biológica, ou seja, podem ser 

convertidos enzimaticamente à vitamina A em tecidos animais 

( (PAWSON, 1981; KRINSKY, 1989). Uma das fontes mais ricas em 

vitamina A é o fígado, em especial os óleos de fígado de peixes e 

de mamíferos marinhos. Tem-se noticia que os gregos e egípcios , 

recomendavam comer fígado cozido. Também era utilizada a 

í 
\ 

aplicação tópica de suco de fígado cozido e espremido na cura da 

cegueira noturna, a primeira doença a ser reconhecida como 

resultado de deficiência nutricional de vitamina A. Esta vitamina 

é também encontrada no leite, na manteiga, no. colostro, na gema 

de ovo. A vitamina A, como tal, não ocorre em plantas, mas muitos 
( 

vegetais contêm carotenóides, tais como a cenoura, a alface, o 

espinafre, a ervilha, a banana, o tomate. O B-caroteno é o seu 

principal precursor, sendo chamado de pró-vitamina A. 

( O nível plasmático de vitamina A é controlado por um 

mecanismo homeostático que envolve a proteína transportadora do 

retinol. Assim, um aumento no consumo de vitamina A na dieta, não 

aumenta significativamente o nível de retinol circulante e o 

excesso é estocado no fígado. Sabe-se que o consumo exagerado 

( 
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desta vitamina pode levar a um quadro de hipervi taminose A, 

caracterizado por hiperpigmentação da pele, perda de cabelos, 

problemas de visão, anorexia, hemorragias, danos ao fígado 

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

caroteno têm um efeito protetor contra o câncer de pulmão em 

fumantes (DIPLOCK, 1991). 

O nível plasmático de vitamina A em crianças normais é de 20 

a 30 ).lg/ml e na puberdade e em adultos é da ordem de 40 a 50 

).lg/ml. A quantidade de vitamina A recomendada é de 5000 UI por 

dia (Recommended Dietry Allowances National Academy of 

Sciences). 

Estudos utilizando uma dose maciça de 200000 UI de vitamina 

A aplicada a crianças tailandesas com xeroftalmia (sinal de 

hipovitaminose A), melhorou este quadro e a condição hematológica 

das crianças que eram também anêmicas. Estes resultados sugerem 

que a vitamina A tem uma relação com o metabolismo do ferro, 

podendo aumentar a concentração sérica deste íon (BLOEM et al., 

1990) . 

Estudos revelaram que a concentração 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 doença coronária. A estes pacientes, 

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

absorção de vitaminas lipossolúveis como a A e a E (MOBARHAN et 
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al., 1990). Estas vitaminas podem também reduzir a oxidação de 

lipoproteínas de baixa densidade (LDL), cujo processo está 

envolvido no surgimento da aterosclerose. Esta oxidação de LDL é 

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

ESTERBAUER et al., 1989) . 

(3- coroteno 

CH 3 CH 3 

~ ~ ~ ~ ~ ~ 

CH 3 CH 3 
CH 3 CH 3 

Licopeno 

CH5 CH3 

~ ~ ~ ~ ~ 

CH3 CH3 

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

Os carotenóides como o licopeno {presente no tomate) e o B­

caroteno (Figura VII) são compostos que podem inativar moléculas 

eletronicamente excitadas, através do processo de quenching 

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

os carotenóides podem fazer quenching de oxigênio ~inglet. Pelo 

seu considerável sistema de duplas ligações conjugadas, a 

vitamina A pode absorver a energia de excitação do lo2, 

resultando na formação do carotenóide triplet (reação 11). Essa 

energia de excitação é dissipada numa reação subsequente, ~través 

de interações rotacionais e translacionais entre o carotenóide 
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triplet e o solvente, regenerando a molécula de carotenóide 

original (reação 12) (KRINSKY, 1989). 

1o2 + CAROTENÓIDE ----------> 3o2 + 3cAROTENÓIDE (11) 

3cAROTENÓIDE ----------> CAROTENÓIDE + CALOR (12) 

O licopeno tem duas vezes mais habilidade como quencher de 

oxigênio singlet do que o B-caroteno. Comparando as estruturas 

das duas substâncias, nota-se que o licopeno tem o anel B-ionona 

aberto (ver Figura VII) e parece que isto aumenta esta sua 

propriedade. Portanto, a propriedade de quencher dos carotenóides 

reside não apenas no estado de energia triplet, isto é, no 

sistema de duplas ligações conjugadas, mas também nos seus grupos 

funcionais. Os pigmentos biliares bilirrubina e biliverdina 

também têm ação de quencher de 1o2, porém são menos efetivos do 

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

A taxa de quenching do alfa-tocoferol é de 3, 6 x 106 M-1 

s-1 sendo mais baixa do que a dos carotenóides como o licopeno 

(3,1 x 1010 M-1 s-1) ou o B-caroteno (1,4 x 1010 M-1 s-1) (SIES & 

MURPHY, 1991). No entanto, as concentrações de tocoferol no 

plasma e nos tecidos são cerca de uma a duas ordens de magnitude 

maiores do que as de carotenóides (ITO .et al., 1990). Portanto, 

ambos, carotenóides e tocoferóis são fisiologicamente potentes 

quenchers de oxigênio singlet. 
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A figura VIII mostra as interações dos micronutrientes no 

sistema de defesa antioxidante intracelular. 

GLUTATIONA PEROXIDASE 
(selênio) 

, ~CGssGXN/\DPH 
ALCOOIS~· 

-.-) GSH •NADP 

PUFA PERÓXIDOSX VITAMINA EXVITAMINA c.) 
OXIGÊNIO (:_ 

"ATIVADO" - e RADICAIS 
PUFA ÁLCOOIS VITAMINA E• VITAMINA C 

~' ', VITAMINA E VITAMINA C 
', (<! locoferol) (oscorbolo) 

1o ', A ,..., 
~2 ',, : / 

(3- coroteno ~ (3- coro te no _..--~DIETA ........ 
''ativado~ 

ENERGIA 

FIGURA VIII - Interações dos micronutrientes no sistema de 

defesa antioxidante (MACHLIN & BENDICH, 1987) . 

1.5 ST.RESS OXIDATIVO NO CORAÇÃO 

A vida aeróbia é caracterizada por um estado estacionário de 

formação de oxidantes e por uma taxa de consumo de antioxidantes, 

que precisam ser regenerados continuamente para manter a 

homeostasia. Quando há um desequilíbrio no balanço pró-

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

situação de stress oxidativo (SIES & MURPHY, 1991). Tanto os 
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aumentos nas velocidades de geração de '02- e H202 como a 

diminuição na atividade da catalase, SOD, glutationa peroxidase 

ou ambas as coisas, podem levar à situação de stress oxidativo 

(GERSCHMAN et al., 1954). As enzimas antioxidantes podem ter sua 

função afetada por ação das EAO, agravando o stress oxidativo 

original (GONZALEZ FLECHA, 1991 ) . 

No coração, o stress oxida ti vo pode se instalar quando 

houver a interrupção temporária da circulação (isquemia) seguida 

do restabelecimento da mesma (reperfusão). Se os miócitos ficarem 

em isquemia podem ser viáveis por um período aproximado de 4 

horas. Entretanto, se a isquemia for curta, mas seguida de 

reperfusão, a função contrátil pode ser afetada; o coração 

tornar-se-á arrí tmico ( stunned heart = coração atordoado) (HEARSE 

& TOSAKI, 1987) . Sendo a isquemia mais prolongada e seguida de 

reperfusão, o coração fica num estado de contração mantida ou em 

contratura (stone heart = coração de pedra) (KATZ & TADA, 1972; 

COOLEY, 1972; WUKASCH et al., 1972; HEARSE et al., 1977). A falta 

de circulação é prejudicial já que priva os tecidos de oxigênio, 

nutrientes e fatores essenciais e promove o acúmulo de 

substâncias tóxicas. No entanto, a falta de oxigenação tecidual 

seguida de sua reposição, ao invés de melhorar o quadro, agrava-o 

ainda mais, reduzindo o tempo de sobrevida celular. Por isto, 

este fenômeno é também conhecido como ''paradoxo do oxigênio". 



c 

( 

30 

É conhecido da literatura um fenômeno semelhante chamado 

"paradoxo do cálcio" que se trata da perfusão sem cálcio seguida 

por perfusão contendo este ion. Nessa situação, também podem ser 

observadas contraturas cardiacas (GANOTE & NAYLER, 1985) . 

Há relatos de que o cálcio transiente aumenta muito durante 

a reperfusão, após curtos períodos de isquemia (LEE & ALLEN, 

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

recaptação deste ion; isto poderia explicar a redução na 

utilização de energia do miocárdio arritmico por reperfusão 

(LASTER et al., 1989). Sabe-se também que bloqueadores de c~lcio 

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

acúmulo de cálcio e/ou por reduzir a performance cardíaca e, 

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

e a sobrecarga de cálcio no miocárdio são os responsáveis pela 

lesão celular observada no início da reperfusão (DU TOIT & OPIE, 

1992) . Porém, parece não haver congenso entre os autores se o 

aumento do cálcio citosólico seria causa ou consequência dos 

danos observados na reperfusão do miocárdio isquêmico. Alguns 

sugerem que o aumento do cálcio intracelular desencadearia 

sistemas enzimáticos que levariam à formação de radicais livres 

(SOUTHORN & POWIS, 1988) . Outros, porém, sugerem que a formação 

de radicais livres de oxigênio durante a reperfusão provocaria 

lesões de membrana, permitindo a entrada de cálcio no c i to sol 

(MEERSON et al., 1982). Assim sendo, o paradoxo do oxigênio e o 
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paradoxo do cálcio têm sido considerados "duas facetas do mesmo 

problema" (HEARSE et al., 1978). 

Várias alterações funcionais podem se manifestar após 

isquemia/reperfusão: rompimento das · membranas plasmática e 

lisossomal, desorgani~ação miofibrilar, edema e rompimento de 

mitocôndrias, distensão do retículo sarcoplasmático e túbulos T, 

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

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

As lesões observadas no miocárdio isquêmico podem ser 

desenc·adeadas pela inibição, induzida por radicais livres, de 

enzimas como a Na+ - K+ ATPase (THOMAS & REED, 1990; HUANG et 

al., 1992) e ca++ ATPase (KANEKO et al., 1989). A Na+ - K+ 

ATPase é uma enzima da membrana que mantém os .gradientes 

iônicos através da mesma. A ca++ ATPase atua no sentido de manter 

o nível intracelular de cálcio dentro dos limites fisiológicos. 

Ambas enzimas, portanto, são indispensáveis para a viabilidade 

celular. 

Até o presente momento não se conhecem os mecanismos pelos 

quais have.ria o aumento na produção de EAO durante a 

isquemia/reperfusão do miocárdio. A hipótese mais aceita é a de 

Me Cord (1985). Este autor propôs que a enzima xantina oxidase 

seria a responsável pelo aumento na velocidade de formação de · 

02- durante a reoxigenação. Durante a isquemia, há um acúmulo de 

hipoxantina nos tecidos, resultante da degradação do ATP através 
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de ADP, AMP e adenosina. A hipoxantina é oxidada a xantina e 

ácido úrico. A reação em tecidos normais é efetuada pela xantina 

desidrogenase. A isquemia converte esta enzima a sua forma 

oxidase que formará ·o2- e H202 quando o 02 volta na reperfusão 

(Figura IX) (KELLOG & FRIDOVICH, 1975; CHAMBERS et al.,1985; 

MARKLUND, 1988). Esta conversão dever-se-ia à ativação de uma 

protease cálcio-dependente (SIMPSON et al., 1987). Segundo Myers 

e colaboradores (1985), a isquemia cardíaca por oclusão 

coronariana resultaria em 300% de aumento na atividade da xantina 

oxidase. 
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FIGURA IX - Produção de EAO durante a isquemia-reperfusão. 

Teoria de Me Cord (1985). 
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A hipótese alternativa apresenta a mitocôndria como 

principal si tio gerador de ·o2- durante a reperfusão (JONES, 

1985) . Durante a isquemia, a ausência de oxigênio determina um 

estado máximo de redução dos componentes da cadeia respiratória 

mi tocondrial. Na reperfusão, o vazamento de elétrons da cadeia 

respiratória é maior e, portanto, aumentaria a concentração de · 

o2- intramitocondrial. 

A primeira hipótese é aplicável a tecidos com alta atividade 

de xantina desidrogenase (como é o caso do intestino e do coração 

de rato) e tem seu mais forte apoio experimental no efeito 

protetor observado pela administração de inibidores da xantina 

oxidas e (como o alopurinol). A segunda, no entanto, é válida 

para tecidos com baixa atividade de xantina desidrogenase como é 

o caso do coração de humanos. Apoia-se experimentalmente no 

marcante dano mi tocondrial observado no miocárdio humano após 

isquemia/reperfusão (FERREIRA et al.f 1988). 

A figura X resume as hipóteses de formação de EAO durante a 

isquemia-reperfusão. 

Existem dados na literatura de que as vitaminas A e E 

poderiam reduzir os efeitos das EAO no coração (CAVAROCCHI et 

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

WRÓBEL et al.f 1990; MASSEY & BURTONf 1990; FERREIRA et 

al.f1991; LE et al.f 1992). 
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FIGURA X Hipóteses da seqüência de eventos bioquimicos 

relacionados com a isquemia-reperfusão. 

1.5.1 MODELO DE CONTRATURA CARDÍACA 

Em qualquer uma das hipóteses propostas para explicar os danos 

reperfusão, sugere-se a formação de ·o2- que, pela ação da SOD, 

irá formar H202. Nós temos utilizado esta EAO, o H202, como 

ferramenta de estudo para produzir stress oxida ti vo em coração 

isolado. Mazzella e colaboradores ( 1971) 

circulação de um cão para testar a sensibilidade de um eletrodo 

de oxigênio implantado no coração. Eles observaram que o H202 

produzia um efeito inotrópico positivo sobre o miocárdio do cão. 
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O mesmo efeito foi observado em átrio e ventrículo de rã, 

ventrículo de rato e átrio de cão (MAZZELLA et al., 1980). 

Bianchini e Belló (1988) observaram que. o H202 tem efeito 

inotrópico positivo, cronotrópico negativo e é vasoconstritor 

coronariano em coração isolado e perfundido de rato. Estes 

efeitos foram reduzidos pela administração de indometacina à 

solução perfusora. 

No nosso trabalho de Mestrado, estabelecemos um modelo de 

estudo da contratura cardíaca. Ao injetarmos altas concentrações 

de H202 (a partir de 1'28 mM) no coração isolado e perfundido de 

rato, observamos o surgimento de contraturas (BELLÓ & BELLÓ, 

1988). Esse efeito foi dose-dependente e reduzido pela adição de 

nifedipina (BELLÓ & BELLÓ, 1989a) e indometacina (BELLÓ & BELLÓ, 

1989b) ao liquido perfusor. Este modelo de estudo mimetiza a 

situação de isquemia/reperfusão do miocárdio com a vantagem de 

ser mui to mais rápido do que submeter o coração a um longo 

período de isquemia seguido por reperfusão para poder se 

observar a contratura cardíaca. Além disso, ele reforça a 

hipótese de que a contratura cardíaca é resultado da produção de 

EAO no coração. 
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1. 6 OBJETIVOS 

Foram objetivos desta tese: 

1. determinar o efeito do H202 sobre a contratilidade, o 

conteúdo de glicogênio e lipoperoxidação de corações isolados e 

perfundidos de rato. 

2. determinar a ação da vitamina A e do trolox nos efeitos 

do H202 sobre a contratilidade, conteúdo de glicogênio e a 

lipoperoxidação de corações isolados e perfundidos de rato. 
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2 MATtRIAl É MUODOS 

2.1 ANIMAIS 

Foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre 200 e 

300 gramas, provenientes do Biotério do Instituto de Biociências 

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 água e ração 

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

2.2 REAGENTES 

Nos experimentos realizados neste trabalho, foram utilizados 

os reagentes apresentados na tabela II, onde também estão 

colocados seus respectivos pesos moleculares e fornecedores. 

TABELA II - Reagentes utilizados, seus respectivos pesos 

moleculares e fornecedores. 
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REAGENTE 

NaCl 

KCl 

MgCl2 + 6 H20 

CaCl2 + 2 H20 

NaHC03 

NaH2P04 + H20 

Na2S04 

glicose 

H202 

H2S04 

ácido tiobarbitúrico 

ácido tricloroacético 

antro na 

trolox 

vitamina A (Tanvimil A) 

tBOOH 

38 

PESO MOLECULAR FORNECEDOR 

58,45 Reagen 

74,50 Reagen 

203,30 Reagen 

147,00 Reagen 

84,00 Reagen 

138,00 Reagen 

142,00 Reagen 

180,20 Reagen 

34,00 Merck 

98,08 Synth 

144,10 Sigma 

163,39 Vetec 

194,23 Reagen 

250,29 Aldrich 

286,50 Lab. Raymos 

90,12 Sigma 
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2.3 LÍQUIDOS DE PERFUSÃO 

2.3.1 TYRODE 

A solução de Tyrode, empregada para a perfusão do coração de 

rato, apresentava a seguinte composição, em mM: NaCl 120; KCl 

glicose 11,1. 

Eram preparadas três "soluções-mãe": uma contendo NaCl, KCl 

e MgCl2 denominada "Cloretos", outra contendo Na2S04, NaHC03 e 

NaH2P04, denominada "Sódios" e outra contendo CaCl2 denominada 

"Cálcio". As soluções-mãe eram preparadas com uma concentração 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 água destilada: 

( Para preparar a solução-mãe "Cloretos": NaCl 140,4; KCl 

8,05; MgCl2 4,07. 

Para preparar a solução-mãe "Sódios": NaHC03 45,36; NaH2P04 

Para preparar a solução-mãe "Cálcio": CaCl2 14,7. 

Para preparar um litro de Tyrode era necessário misturar 50 

ml de "Cloretos", 50 ml de "Sódios", 12,5 ml de "Cálcio", 2 

gramas de glicose e completar com água destilada. 
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As "soluções-mãe" eram guardadas (0-4 °C) e o Tyrode era 

preparado minutos antes de ser utilizado para a perfusão do 

coração. 

O Tyrode, preparado como descrito acima, era borbulhado com 

carbogênio (95% de oxigênio e 5% de gás carbônico) por 10 minutos 

aproximadamente, para acidificar a solução, a fim de ajustar o pH 

em 7, 4. Depois deste período, media-se o pH com um instrumento 

digital (Digimed, modelo DMPH - 2). A solução era borbulhada com 

carbogênio durante todo o experimento, para mantê-la oxigenada. 

As soluções de H202 utilizadas para a perfusão dos 

corações foram preparadas em Tyrode a partir de uma solução a 30% 

(Perhidrol, Merck) . Foi escolhida a concentração 256 mM a partir 

do trabalho de Oliveira (1993). Para tanto, era adicionado um 

volume de 28,4 rol da solução a 30% de H202 a 1 litro de Tyrode. 

Após a perfusão com H202, lavava-se todo o sistema com Tyro.de 

para evitar a contaminação do experimento seguinte. 

2.3.3 TYRODE - VITAMINA A 

Após preparado o Tyrode, era acrescida a vitamina A, 

momentos antes da perfusão. Diluia-se uma cápsula de vitamina A 

hidrossolúvel em dois litros de Tyrode. Como cada cápsula 

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

50000 U.I./1 ou 50 U.I./ml. o pH da solução final era medido e 
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ajustado com carbogênio no valor de 7,4. Todo o aparelho perfusor 

era escurecido para evitar a ação da luz sobre a solução 

perfusora. 

2.3.4 TYRODE - TROLOX 

Ao Tyrode era acrescido, momentos antes da perfusão, trolox 

(análogo hidrossolúvel da vitamina E) na concentração de 0,2 ou 2 

mM. Para tanto, colocava-se, respectivamente, 0,05 ou 0,50 gramas 

de trolox em 1 litro de Tyrode. Mesmo sendo uma substância 

hidrossolúvel, a solubilização no Tyrode não era muito boa; era 

necessário aquecer um pouco a solução e agitá-la com agitador 

magnético por alguns minutos. O pH final da solução era ajustado 

em 7, 4 mediante carbogênio. A solução também foi protegida da 

ação da luz. 

2.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

Estabeleceram-se 8 grupos experimentais: grupo controle, 

grupo H202, grupo vitamina A, grupo vitamina A + H202, grupo 

trolox 0,2 mM, grupo trolox 0,2 mM + H202, grupo trolox 2 mM e 

grupo trolox 2 mM + H202. 

No grupo controle os corações eram perfundidos por 30 

minutos com Tyrode (n=6) . 

o grupo H202 foi perfundido por 10 minutos com Tyrode e, 

após esse período, os corações recebiam uma solução de Tyrode 
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acrescido de H202 (concentração final de 256 mM), durante o 

período 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 

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

O grupo vitamina A + H202 foi perfundido por 10 minutos com 

uma solução de Tyrode acrescido de vitamina A (concentração final 

de 50 U.I./ml), recebendo, em seguida, uma solução de Tyrode mais 

H202 (256 mM) por um período 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 

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

O grupo trolox + H202 foi perfundido durante 10 minutos com 

Tyrode acrescido de frolox (O, 2 ou 2' M) e por mais 20 minutos 

com Tyrode mais H202 (256 mM) (n=6) . 

Em cada grupo experimental, foram analisados: contratura 

cardíaca, força de contração, freqüência cardíaca, fluxo 

coronariano, conteúdo de glicogênio cardíaco e lipoperoxidação 

através de três técnicas distintas: teste do TBA-RS, consumo de 

oxigênio e quimioluminescênica (QL) iniciada por hidroperóxido de 

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

Cada rato foi pesado (balança Marte) e sacrificado com uma 

pancada na cabeça. O tórax 

imerso numa solução de 

Imediatamente, a aorta era 

foi aberto, 

Tyrode à 

fixada à 

o coração removido e 

temperatura ambiente. 

cânula do aparelho de 

perfusão. Utilizava-se o líquido perfusor de acordo com o grupo 

experimental. Registrava-se a atividade mecânica do coração. 

Do sétimo ao oitavo minuto de perfusão, coletava-se o 

perfusado num frasco para posterior realização do teste do ácido 

tiobarbitúrico (TBA). O mesmo procedimento foi realizado do 

décimo quinto ao vigésimo minuto. 

Após trinta minutos, os corações eram retirados do aparelho 

de perfusão. Removiam-se os restos de vasos e gorduras e 

separava-se uma fatia (em torno de 200 mg) do ventrículo esquerdo 

para a dosagem de glicogênio. O restante do coração era pesado 

(balança Marte A-500), colocado em buffer fosf:ato e homogeneizado 

em Potter. Este homogeneizado era centrifugado por 10 minutos a 

1000 g. Tomava-se uma alíquota do sobrenadante para realizar o 

teste do ácido tiobarbitúrico (TBA). As medidas de glicogênio e o 

teste do TBA eram realizados logo após a per fusão. Guardava-se 

cerca de 0,5 ml do homogeneizado (0-4 °C) para posterior dosagem 

de proteínas, que era realizada até um mês depois. 
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Em outros 6 grupos de animais, submetidos às mesmas 

condições experimentais dos grupos controle, H202, vitamina A, 

vitamina A + H202, trolox 2 mM e trolox 2 mM + H202, realizaram­

se as medidas de consumo de oxigênio (que eram feitas logo após a 

perfusão) em homogeneizados de coração. Pedaços de tecido eram 

congelados (-76 °C) por até 72 horas após a perfusão e as medidas 

de quimioluminescênica eram realizadas nos homogeneizados destes 

corações. 

2 • 6 PERFUSÃO DO CORAÇÃO 

A perfusão do coração foi feita utilizando-se o método de 

Langendorff (1895) modificado (Figura XI). 

Antes do início de cada série de experimentos, todo o 

sistema, desde os frascos (Fl e F2, Figura XI) até a cânula, era 

preenchido com a solução perfusora (Tyrode) e as bolhas eram 

retiradas através dos tubos BLl e BL2 (Figura XI) . A troca do 

líquido de perfusão era feita através de uma válvula de três 

vias (V, Figura XI), colocada acima do tubo de aquecimento (CN, 

Figura XI) . Os frascos eram mantidos a uma altura de 82 em da 

extremidade da cânula de perfusão (CP, Figura XI), o que 

determinava uma pressão constante de 8, 02 kPa, em todos os 

experimentos. A altura dos frascos podia ser ajustada mediante um 

regulador de tensão (Lifter, E & M Instruments; Ll, Figura XI). A 

pressão de perfusão era verificada através de um manômetro 

aneróide (barômetro metálico, E & M Instruments; M, Figura XI). O 
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Tyrode era gaseificado durante todo o experimento com carbogênio 

(CO Fig. XI), uma mistura de 95% de oxigênio e 5% de gás 

carbônico. Sua temperatura era mantida em . 31 °C, mediante uma 

bomba circuladora de água, com termostato (bomba Haake FE 

Circulators; BT, Fig. XI) . A temperatura da solução perfusora 

podia ser medida através de um termômetro digital (T, Fig. XI), 

colocado próximo à cânula de per fusão. A aorta era fixada ao 

aparelho de perfusão e, quando a cânula ultrapassava a válvula 

aórtica, penetrando no ventrículo esquerdo, a pressão no 

manômetro tornava-se pulsátil. Quando isto acontecia, tais 

preparações eram desprezadas. A perfusão das coronárias através 

da aorta fazia com que a solução perfusora saísse principalmente 

pelo seio venoso coronariano. Daí, a solução podia refluir pelas 

veias cavas ou passar ao ventrículo direito e ser expulsa através 

da artéria pulmonar. Parte da solução perfusora saía pelas veias 

de Tebésio de ambos os ventrículos. O líquido proveniente das 

veias de Tebésio do ventrículo direito era expulso através da 

artéria pulmonar. Todo o liquido escorria pelas paredes cardíacas 

externas, umedecendo o coração. Este líquido caía sob a forma de 

gotas sobre um estalagmógrafo (E, Figura XI) para seu registro. O 

líquido que chegava ao ventrículo esquerdo pelas veias de Tebésio 

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

reperfundido. 
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A - Alavanca Fl - Frasco de vidro 
BLl - Tubo lateral F2 - Frasco de· vidro 
BL2 - Tubo lateral Ll - Regulador de tensão 
BT - Bomba circuladora L2 - Regulador de tensão 
c - Coração M - Manômetro aneróide 
CN - Condensador MI - Miógrafo 
co - Carbogênio Rl - Poligrafo 
CP - Cânula de perfusão R2 - Poligrafo 
E - Estalagmógrafo T - Termômetro digital 

v Válvula de três vias 

Figura XI Esquema geral do aparelho de perfusão 

(Langendorff, 1895). 
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2.7 REGISTRO DA ATIVIDADE CONTRÁTIL 

Para o registro da atividade contrátil, o ápice do coração 

era transfixado por um pequeno gancho de aço ligado a uma 

alavanca interfixa (A, Fig. XI). A outra extremidade da alavanca 

era ligada a um miógrafo (MI, Figura XI) com càlibração interna 

de 0,5 a 5 g (F-60) que era ligado ao polígrafo modelo MK-IV-P, 

ambos da marca Narco Bio-Systems (Houston, Texas, USA). Assim, 

eram efetuados os registros da atividade contrátil, ou 

mecanocardiogramas (Rl, Figura XI). Para uniformizar o máximo 

possível a tensão diastólica, cada coração, após ser preso ã 

alavanca de registro, era estirado progressivamente até próximo 

do pico de tensão ativa (Lmáx). 

2.8 REGISTRO DO FLUXO CORONARIANO 

O fluxo coronariano foi registrado mediante um contador de 

gotas ou estalagmógrafo (E, Figura XI) que constava de uma 

cápsula de Marey conectada a um transdutor de pressão (Pneumatic 

Pulse Transducer, Narco Bio-Systems) que era ligado ao polígrafo. 

O registro do fluxo coronariano está representado por R2 na 

figura XI. 

2.9 DOSAGEM DO GLICOGÊNIO CARDÍACO 

Para a dosagem do glicogênio cardíaco, procedeu-se conforme 

o método de Van Handel (1965), que quantifica glicose após 
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hidrólise ácida do tecido. Os resultados foram expressos em g% de 

tecido úmido. 

Retirava-se uma fatia (em torno de 200 mg) do ventriculo 

esquerdo de cada coração após a perfusão. O tecido era secado em 

papel de filtro e pesado numa balança de torção (Bethlehem 

Balance, Bethlehem Instruments co., Inc.). Colocava-se o tecido 

em 2, O rol de KCl à 30% e fervia-se por 1 hora para realizar a 

hidrólise ácida. Após este periodo, colocava-se 4,5 rol de etanol 

absoluto em cada tubo, 

centrifugava-se os tubos 

agitava-se até ficar homogêneo e 

por 10 minutos a 2500 rpm. O 

sobrenadante era desprezado e o precipitado era guardado (0-4 ° 

C), após ter sido escorrido todo o sobrenadante em papel 

absorvente. O precipitado era ressuspenso em 5, O rol de água 

destilada fervente e agitado até ficar homogêneo. Desta solução, 

tomava-se uma aliquota de O, 5 rol e diluia-se em 2, 5 rol de água 

destilada. A estes tubos, colocados em gelo, acrescia-se 

vagarosamente 4 rol de reativo de antrona (200 mg por 100 rol de 

H2S04). Agitava-se os tubos e lia-se no espectrofotômetro (Bausch 

& Lomb, modelo Spectronic 20) a 620. nm. Eram preparadas três 

soluções-padrão, contendo, respectivamente, 20, 30 e 50 J.tg de 

glicose. Preparava-se uma solução-estoque de glicose dissolvendo­

se 0,1 g de glicose anidra em 100 rol de ácido benzóico a 0,30%. 

As soluções-padrão de glicose eram preparadas a partir da 

solução-estoque, diluindo-se 2, 3 e 5 rol da mesma em 100 rol de 

ácido benzóico. 
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2. 10 PREPARAÇÃO DO HOMOGENEIZADO DE CORAÇÃO 

Após serem perfundidos, os corações eram secados e pesados, 

depois da retirada dos restos de vasos e gorduras. Colocava-se 5 

ml de buffer (KCl 140 mM, fosfatos 20 mM) ,por grama de tecido. 

Nos experimentos de consumo de oxigênio utilizaram-se 3 ml (em 

lugar de 5 ml) de buffer por grama de tecido para aumentar a 

concentração de proteínas. O coração era cortado com uma tesoura 

e, em seguida, era homogeneizado em Potter-El vehj em por um 

minuto à temperatura de 0-2 °C. Este homogenei zado era 

centrifugado em centrífuga refrigerada (Sorvall RC 58 - Rotor SM 

24) por 10 minutos a 1000 g (LLESUY et al., 1985). O precipitado 

era desprezado e o sobrenad'ante, utilizado para as medidas de 

LPO. 

2.11 TESTE DO TBA-RS NO HOMOGENEIZADO 

A técnica do TBA-RS (TBA reactive substances, ou seja, 

substâncias que reagem com o TBA) consiste em aquecer o material 

biológico a ser testado na presença de ácido tiobarbitúrico, sob 

condições ácidas, e medir a formação de um produto rosa, 

espectrofotometricamente (BUEGE & AUST, 1978). 

Colocava-se O, 5 ml do homogeneizado em 1, 5 ml de ácido 

tricloroacético (TCA) à 10%, 1,0 ml de ácido tiobarbitúrico (TBA) 

à 0,67% e 0,5 ml de água destilada para atingir o volume adequado 

à cubeta do espectrofotômetro. Agitava-se 10 segundos cada tubo 
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e incubava-se à 100 °C por 15 minutos. Após a fervura, 

observava-se a formação de um produto rosado. Os tubos eram 

resfriados e centrifugados por 10 minutos à 2500 rpm. O 

precipitado era desprezado e o sobrenadante, colocado na cubeta 

do espectrofotômetro para a leitura (535 nm). 

A concentração de TBA-RS nos homogeneizados foi expressa em 

nmol por mg de proteína, utilizando um coeficiente de extinção= 

156 mM-lcm-1. 

2.12 TESTE DO TBA-RS NO PERFUSADO 

O teste do TBA-RS foi também realizado no liquido que 

passava pelo coração, o perfusado. Para tanto, este líquido era 

coletado antes e depois do stress oxidativo induzido pelo H202. 

Procedia-se como explicado no item anterior, colocando-se 0,5 ml 

do perfusado, ao invés do homogeneizado de tecido. Comparava-se a 

formação 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 OXIGÊNIO 

O equipamento utilizado para a determinação do consumo de 

oxigênio constava de um eletródio do tipo Clark de platina, 

rodeado por uma membrana permeável ao oxigênio e um eletródio de 

calomelano, adquirido de FQ/IQUIFIB/MAIDEC, Buenos Aires, 
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Argentina. Quando se aplicava uma diferença de potencial de um 

valor tal que o eletrodo de platina fosse negativo em relação ao 

de calomelano (O, 5-0, 8 V) , o oxigênio presente na solução se 

reduzia eletroliticamente à ·o2- e H202 dando ·Uma corrente de 

difusão assimétrica que se define pela equação de Ilkovic 

modificada: 

i = B.n.F.A.D. [02] 

onde: i = intensidade de corrente; B = fator de difusão 

assimétrica regido pela agitação; n = número de elétrons; F = 

constante de Faraday; A = área do eletrodo; D = coeficiente de 

difusão (D = k.T/8.x.~) que é diretamente proporcional à 

concentração de oxigênio (ESTABROOK, 1967). Esta corrente foi 

medida com um amplificador conectado ao registrador (polígrafo 

MK-IV-P, Narco Bio-Systems). Os eletródios eram colocados dentro 

de uma câmara de vidro de 1,9 ml de volume, termostatizada e com 

agitação controlada. Para a determinação da velocidade de consumo 

de oxigênio, utilizaram-se homogeneizados de tecido. As 

determinações se realizaram à 30 °C. A concentração de oxigênio 

dissolvida nas soluções a esta temperatura foi estimada em O, 22 

mM (ESTABROOK, 1967). Os resultados foram expressos em nmol de 02 

por min por mg de proteína. 
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2.14 DETERMINAÇÃO DA QUIMIOLUMINESCÊNCIA INICIADA POR 

HIDROPERÓXIDO DE TERT-BUTIL 

O método consiste em adicionar um hidroperóxido orgânico de 

origem sintética (hidroperóxido de tert-butil) ao homogeneizado 

de tecido em estudo. Se avalia a capacidade de resposta, mediante 

a determinação de quimioluminescência (QL) produzida pela 

amostra. Em tecidos submetidos a stress oxidativo, o valor da QL 

iniciada por hidroperóxido de tert-butil (t-BOOH) é maior que o 

valor correspondente a este tecido em condições fisiológicas 

(pré-stress), de modo que a relação QL pós-stress/ QL pré-stress, 

resulta maior que 1,0 ± 0,1. 

A QL foi medida em um contador beta 

Scintillation Spectrometer 1215; LKB 

(LKB Rack Beta Liquid 

Produkter AB, Bromma, 

Sweden) com o circuito de coincidência desconectado e utilizando 

o canal de tritio. Os homogeneizados de tecido foram colocados em 

viais de vidro de 25 mm de diâmetro por 50 mm de altura. Para 

evitar a fosforescência dos viais ativada pela luz fluorescente, 

estes foram conservados na obscuridade até o momento de seu uso e 

as determinações se realizaram em sala escura. As condições 

gerais do ensaio foram: meio de reação consistindo numa solução 

reguladora de KCl 120 mM, fosfatos 40 mM, pH 7,4, concentração de 

proteínas do homogeneizado aproximadamente 1 mg/ml, concentração 

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

GONZALEZ FLECHA, 1991). 

2.15 DOSAGEM DE PROTEÍNAS 

A concentração de proteínas do homogeneizado de coração foi 

determinada através do método de Lowry et al. (1951). Este 

método utiliza como padrão uma solução de albumina bovina na 

concentração de 1 mg/ml (no nosso caso, utilizaram-se volumes de 

30, 60 e 90 ~1). Colocava-se uma alíquota do homogeneizado em 

0,8 rol de água destilada e 2,0 ml do reativo c. Este último era 

preparado no momento e consistia na mistura de 50 ml do reativo 

A (NaHC03 2% em NaOH 0,10 N), 0,5 ml do reativo B1 (CuS04 • 5 H20 

1%) e O, 5 rol do reativo B2 (tartarato de sódio e potássio 2%). 

Aguardava-se 10 minutos e, após este período, colocava-se 0,2 ml 

de reagente de Folin (na concentração de 1/3 em água destilada). 

Após 30 minutos, desenvolvia-se cor azul que pode ser medida 

espectrofotometricamente a 625 nm. 

2.16 ANÁLISE DOS DADOS 

Os parâmetros fisiológicos estudados neste trabalho foram: 

contratura cardíaca, força de contração, freqüência cardíaca e 

fluxo coronariano. Os três primeiros, eram medidos a partir dos 

mecanocardiogramas e o último, a partir do registro efetuado pelo 

estalagmógrafo. Estabelecia-se o período inicial, que 

correspondia aos primeiros 10 minutos de perfusão e servia para 
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estabilizar os corações com o líquido perfusor. Após estes 10 

minutos, era trocado o líquido perfusor, de acordo com cada grupo 

experimental, com exceção do grupo controle. Todos os parâmetros 

foram medidos 15 segundos ~ntes de se completarem os 10 minutos 

de perfusão e este foi considerado o tempo zero. Decorridos 5, 

10, 15 e 20 minutos após este período, foram realizadas novas 

medidas. Todos os dados foram expressos como valores percentuais 

relativos ao tempo zero, considerado como 100%. 

A contratura e a força de contração foram medidas através 

de um paquímetro. Para a medida da contratura, estabelecia-se uma 

linha de base, ou seja, o nível de relaxamento do coração no 

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

base, em cada tempo de estudo. 

A força de contração era medida pela amplitude (em em) dos 

traçados no tempo zero. Após cada registro, era feita a 

calibração, a partir de um sinal emitido pelo transdutor, 

equivalente a uma força de 5 gramas. Para se obter a força em 

gramas, comparava-se a amplitude deste sinal com os traçados nos 

tempos de interesse. Os valores percentuais eram calculados a 

partir da força em gramas em relação ao tempo zero. 

A freqüência cardíaca era calculada como o número de 

sístoles p'or minuto. Os dados de freqüência apresentados estão 

expressos como diferença percentual nos tempos 5, 10 , 15 e 20 

minutos em relação ao tempo zero. 
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O fluxo coronariano foi medido, em gotas por minuto, a 

partir dos registros efetuados pelo estalagmógrafo. Estabeleceu-

se o fluxo no tempo zero e os valores obtidos nos tempos 5, 10, 

15 e 20 foram expressos como diferença percentual em relação ao 

zero. 

O fato dos resultados serem expressos em valores percentuais 

reflete o cuidado que se tinha em tomar cada medida em relação ao 

tempo zero. Cada coração, no tempo zero, servia como seu próprio 

controle. Dessa forma, se consegue eliminar mui tas influências 

devidas à variabilidade biológica de cada coração. 

Os dados de LPO e glicogênio estão expressos em valores 

absolutos. 

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

emissão máxima, sendo descontada a emissão basal (a QL do vial 

mais o buffer) . 

2 . 17 APRESENTAÇÃO DOS DADOS 

Os dados apresentados em "Resultados" estão colocados em 

tabelas e figuras numerados com algarismos arábicos. As figuras 

apresentadas nos outros capitules, receberam numeração com 

algarismos romanos. Este artificio tem o intuito de facilitar a 

compreensão dos resultados, sendo que para cada parâmetro há uma 

tabela e uma ou mais figuras com a mesma numeração. Quando há 

mais de uma figura para cada parâmetro, estas recebem indices 
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(lA, lB etc.) Todos os resultados apresentados estão expressos 

como média ± erro padrão da média, quer sejam valores absolutos 

quer sejam diferenças percentuais. 

2.18 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A partir dos dados coletados, foram calculadas as médias e 

os erros padrão das médias para cada grupo experimental. Foi 

utilizada a análise da variância (ANOVA) para dados não pareados, 

a fim de comparar as diferenças observadas dentro de cada 

parâmetro de estudo. Além disso, foi utilizado o teste t de 

Student para dados não pareados, para comparar os valores obtidos 

em cada um dos grupos experimentais. Quando for afirmado que 

existem diferenças estatisticamente significativas, o nível de 

significância é de, pelo menos, 5% (p < 0,05). A análise 

estatística foi efetuada com o auxilio do programa computacional 

Primer of Biostatistics. 
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3 RESUlTADOS 

A apresentação dos resultados obedece à seguinte ordem: 

1) valores de contratura, conteúdo de glicogênio ,e LPO 

(medida através do teste do TBA-RS, do consumo de oxigênio e da 

QL iniciada por t-BOOH) dos grupos controle e H202 (3.1); 

2) valores de contratura, conteúdo de glicogênio e LPO dos 

grupos vitamina A e vitamina A+ H202 (3.2); 

3) valores de contratura, conteúdo de glicogênio e LPO dos 

grupos trolox (0,2 e 2 mM) e trolox (0,2 e 2 mM) + H202 (3.3); 

4) dados relativos à força de contração de cada grupo 

experimental (3.4) i 

5) dados relativos à freqüência cardíaca de cada grupo 

experimental (3.5) i 

6) dados relativos ao fluxo coronariano de cada grupo 

experimental (3.6). 
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3. 1 INFLUÊNCIA DO H202 NO RELAXAMENTO, NO CONTEÚDO DE 

GLICOGÊNIO E NA LIPOPEROXIDAÇÃO CARDÍACOS 

A perfusão com H202 (256 mM) provoca contratura no coração 

isolado de rato. O grupo H202 apresentou contraturas cardiacas 

significativamente maiores que o grupo controle a partir do 

tempo 15 minutos (Tabela 1, Figura lA). A análise da variância 

(ANOVA) para as contraturas obtidas nos tempos 5, 10, 15 e 20 

revelou diferenças significativas entre o grupo controle e o 

grupo H202 no décimo quinto (Fcal = 5,86) e no vigésimo minuto 

(Fcal = 12,08). Mecanocardiogramas tipicos do grupo controle e 

do grupo H202 podem ser vistos na figura lB. 

As quantidades de glicogênio cardiaco dos grupos controle e 

H202 podem ser vistas na tabela 2 e na figura 2. A perfusão com 

H202 reduziu significativamente o conteúdo de glicogênio 

cardiaco. A ANOVA revelou diferença significativa entre os dois 

grupos experimentais (Fcal = 13,77). 

A LPO foi medida através de três métodos. O teste do TBA-RS 

foi realizado no homogeneizado de tecido e no liquido de perfusão 

(perfusado) . 

No homogeneizado cardiaco, encontrou-se uma quantidade de 

TBA-RS significativamente maior no grupo H202 do que no grupo 

controle (Tabela 3, Figura 3) . A ANOVA demonstrou diferença 

significativa entre os dois grupos (Fcal = 4,98). 
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A quantidade de TBA-RS no perfusado do grupo H202 foi 

significativamente maior do que a do grupo controle (Tabela 4, 

Figura 4). Pela ANOVA observou-se diferença significativa entre 

os dois grupos (Fcal = 27,5). 

O consumo de oxigênio do grupo H202 foi maior do que o do 

grupo controle (Tabela 5, Figura 5A) . Esta diferença foi 

considerada significativa pela ANOVA (F cal = 6,00). Na figura 

5B, podem ser observados registros típicos do consumo de oxigênio 

dos grupos controle e H202. 

No método da QL iniciada por t-BOOH, observou-se um 

incremento da emissão luminosa no grupo H202 em relação ao grupo 

controle (Tabela 6, Figura 6) . A ANOVA detectou diferença 

significativa entre os dois grupos (Fcal = 52,27). A relação QL 

pós-stress/ QL pré-stress foi 1, 66, o que indica a presença de· 

stress oxidativo. 

Observou-se, portanto, que o H202 provocou contratura 

cardíaca, redução do glicogênio cardíaco e aumento da LPO. 
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Tempo (min) 

1/lH Controle O H202 

Figura lA - Variação percentual da contratura cardiaca, nos 

distintos tempos de estudo, dos grupos controle e H202· Os 

valores estão expressos como média~ E.P.M .. Grupo controle: n= 

5; grupo H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

O, 05) 
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Figura lB - Mecanocardiogramas típicos dos grupos controle 

(A) e H202 (B), nos distintos tempos de estudo. 
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TABELA 1 - Medidas das porcentagens de contratura cardiaca 

nos distintos tempos de estudo, comparando grupo controle (0 mM) 

e grupo H202 (256 rnM) • 

% CONTRATURA 

CONCENTRAÇÃO DE H202 (mM) TEMPO 

(min) O (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* 

-----------------------------------------------------------------
Os valores estão expressos como média+ E.P.M .. 

* diferença significativa em comparação com 

rnM (p < O, 05). 

controle.O 
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Figura 2 - Conteúdo de glicogênio cardíaco (g%) dos animais 

dos grupos controle e H202. Os valores estão expressos como 

média~ E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 4. 

* diferença significativa em relação ao· grupo controle (p< 

o, 05). 
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TABELA 2 - Medidas do conteúdo de glicogênio cardiaco (g%), 

comparando grupo controle e grupo H202. 

GRUPOS GLICOG~NIO (g%) 

0,46 ± 0,06 

0,26 ± 0,01* 

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

* diferença significativa em relação ao 

(p< O, 05) • 

grupo controle 
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TBA-RS (nmol/mg prot.) 
0,6 

0,4 

0,3 

0,2 

o 
[H202] (mM) 

H<=l Controle D H202 

Figura 3 Conteúdo de TBA-RS 

* 

266 

(nmol/mg prot.) nos 

homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos controle e H202. 

Os valores estão expressos como média + E.P.M •. Grupo controle: 

* diferença significativa em relação ao grupo controle 

(p<O, 05). 
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TABELA 3 - Medidas das concentrações de TBA-RS (nmol/mg de 

proteína) em homogeneizados de corações de rato, comparando os 

grupos controle e H202. 

GRUPOS 

CONTROLE (n=S) 

(n=S) 

[TBA-RS] 

(nmol/mg prot.) 

0,12 ± 0,02 

0,37 ± 0,10* 

Os valores estão expressos como média~ E.P.M .. 

* diferença significativa em relação ao grupo controle 

(p < 0,05). 
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Figura 4 Conteúdo de TBA-RS (nmol/ml) nos perfusados 

cardíacos dos animais dos grupos controle e H202. Os valores 

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

* diferença significativa em relação ao grupo controle 

(p n,os). 
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TABELA 4 - Medidas das concentrações de TBA-RS (nmol/ml) em 

perfusados de corações de rato, comparando os grupos controle e 

H202. 

GRUPOS 

(n=S) 

(n=S) 

[TBA-RS] 

(nmol/ml) 

0,81 ± 0,36 

* 9,33 ± 2,44 

Os valores estão expressos como média~ E.P.M .. 

* diferença significativa em relação ao grupo controle 

(p < O, 05). 
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Consumo 02 (nmol/mln.mg prot.) 
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Figura 5A - Medidas do consumo de oxigênio (nmol/min.mg 

prot.) nos homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos 

controle e H202. Os valores estão expressos como média+ E.P.M .. 

Grupo controle: n= 6; grupo H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

o, 05). 
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Figura SB - Registros típicos do consumo de oxigênio dos 

animais do grupo controle (A) e H202 (B) . As setas indicam o 

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

de homogeneizados de coração, comparando os grupos controle e 

H202. 

GRUPOS 

CONTROLE (n=6) 

H202 (n=6) 

CONSUMO DE 02 

(nmol/min.mgprot.) 

1,19 ± 0,20 

3,21 ± 0,80 * 

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

* diferença significativa com relação ao grupo 

controle (p < 0,05). 
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Figura 6A- Medidas da QL iniciada por t-BOOH (cps/mg prot.) 

em homogeneizados cardíacos dos animais dos grupos controle e 

H202. Os valores estão expressos como média + E. P .M. . Grupo 

controle: n= 6; grupo H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

Q 1 05) • 
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Figura 6B - Perfil da cinética da QL iniciada t-BOOH (cps/mg 

prot.) em homogeneizados cardíacos dos grupos controle e H202. 
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TABELA 6 - Medidas da QL iniciada por t-BOOH (cps/mgprot) 

em homogeneizados de coração, comparando os grupos controle e 

GRUPOS 

CONTROLE (n=6) 

H202 {n=6) 

QUIMIOLUMINESC~NCIA 

( cps/mgprot.) 

3199 ± 259 

5304 ± 133* 

Os valores estão expressos como média~ E.P.M .• 

* diferença significativa com relação ao grupo controle (p < 

o, 05). 
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3 . 2 AçÃO DA VITAMINA A NA CONTRATURA, NO CONTEÚDO DE 

GLICOGÊNIO E NA LIPOPEROXIDAÇÃO 

O grupo vitamina A apresentou diferença significativa com 

relação à porcentagem de contratura do grupo vitamina A + H202 a 

partir do tempo 10 (Tabela 7, Figura 7A). A ANOVA revelou 

diferença significativa entre os dois grupos (Fcal = 14, 77). É 

interessante notar que o grupo vitamina A apresentou, ao invés de 

contratura, relaxamento em relação ao periodo inicial (Tabela 7). 

Estes valores foram significativamente diferentes do grupo 

controle a partir do tempo 10 minutos (Tabela 7). Esta diferença 

foi detectada pela ANOVA (Fcal = 9,23). No grupo vitamina A + 

H202 observaram-se contraturas significativamente menores em 

relação ao grupo H202 (Tabela 7). A ANOVA demonstrou diferença 

significativa entre os dois grupos (Fcal = 7,96). 

Mecanocardiogramas tipicos dos grupos vitamina A e vitamina A + 

H202 podem ser vistos na figura 7B. 

O conteúdo de glicogênio do grupo vitamina A foi 

significativamente menor do que o do grupo controle (Tabela 8, 

Figura 8) . Pela ANOVA foi confirmada esta diferença ( Fcal = 

10,97). O grupo vitamina A + H202 apresentou um conteúdo de 

glicogênio significativamente maior do que o grupo H202. A ANOVA 

revelou diferença significativa entre os dois grupos (Fcal = 

12, 10). Comparando os grupos vitamina A e vitamina A + H202, 
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observou-se que o conteúdo de glicogênio do último foi 

significativamente maior (Tabela 8, Figura 8). Esta diferença 

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

Encontrou-se um aumento significativo na produção de TBA-

RS nos homogeneizados do grupo vitamina A + H202 em relação ao 

grupo vitamina A (Tabela 9, Figura 9). Diferença esta confirmada 

pela ANOVA (F cal = 7,20). Entre os grupos vitamina A e controle 

não foram observadas diferenças significativas (Fcal = 3,07). As 

diferenças entre a produção de TBA-RS do grupo vitamina A + H202 

e do grupo H202 também não foram significativas (Fcal = 2, 79). 

Portanto, não se observaram diferenças significativas na 

produção de TBA-RS nos homogeneizados após a perfusão com 

vitamina A. 

Constatou-se, pelo teste do TBA no perfusado, um aumento 

significativo na produção de TBA-RS no grupo vitamina A + H202 

em relação ao grupo vitamina A (Tabela 10, Figura 10). Esta 

diferença foi confirmada pela ANOVA (Fcal = 7,54). A quantidade 

de TBA-RS do grupo vitamina A + H202 foi significativamente 

menor do que a do grupo H202. Pela ANOVA, houve diferença 

significativa entre os dois grupos (Fcal = 8, 06). A diferença 

entre a produção de TBA-RS no grupo vitamina A e no grupo 

controle não se revelou significativa (Fcal = 2,21). Estes 

resultados indicam que a perfusão com vitamina A preveniu o 

aumento da quantidade de TBA-RS induzida pelo H202 no perfusado. 
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O consumo de oxigênio dos grupos vitamina A e vitamina A 

H202 pode ser visto na tabela 11 e na figura 11A. As diferenças 

entre estes dois grupos foi considerada não significativa (F cal 

= 4' 50) . O consumo de oxigênio do grupo vitamina A + H202 foi 

significativamente menor do que o do grupo H202 (Tabela 11, 

Figura 11). Pela ANOVA, confirmou-se esta diferença (F cal = 

24,04). A diferença entre os grupos vitamina A e 

significativa (Fcal = 61, 54). Isto indica que, nos corações 

per fundidos com H202, o consumo de oxigênio aumentou e que a 

per fusão prévia com vitamina A reduziu este efeito. Na figura 

11B podem ser vistos registros típicos do consumo de oxigênio dos 

grupos vitamina A e vitamina A+ H202. 

Com relação à QL iniciada por t-BOOH, observou-se que a 

emissão luminosa não apresentou diferenças significativas entre 

os grupos vitamina A e vitamina A + H202 (Tabela 12, Figura 12). 

A ANOVA, da mesma forma, não detectou diferenças significativas 

entre estes dois grupos (Fcal = 2,68). Entre os grupos vitamina A 

e controle também não se observaram diferenças significativas 

(Fcal = 0,39). Entretanto, o grupo vitamina A+ H202 apresentou 

uma redução na QL quando comparado ao grupo H202 (Tabela 12, 

Figura 12). A ANOVA confirmou esta diferença (Fcal = 6,14). 

Assim, a per fusão com vitamina A reduziu significativamente o 

efeito do H202 sobre a QL iniciada por t-BOOH. A relação QL pós­

stress/ QL pré-stress caiu para 1,27, comparativamente ao grupo 
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H202 que era 1, 66. Isto indica que a per fusão com vitamina A 

reduziu o stress oxidativo induzido pelo H202. 

Resumindo, a vitamina A diminuiu a contratura cardíaca e 

impediu a redução do conteúdo de glicogênio e reduziu a LPO 

induzida pelo H202. 
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Figura 7A - Variação percentual da contratura cardiaca, nos 

distintos tempos de estudo, dos grupos controle, H202, vitamina A 

e vitamina A + H202. Os valores estão expressos como média + 

E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 6; grupo vitamina A: 

n= 6; grupo vitamina A+ H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

O, 05). 

# diferença significativa em relação ao grupo H202 (p< 

o' 05) • 
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Mecanocardiogramas típicos dos grupos vitamina A 

(A) e vitamina A+ H202 (B), nos distintos tempos de estudo. 
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TABELA 7 - Medidas das porcentagens de contratura cardíaca 

nos distintos tempos de estudo, comparando grupo controle, grupo 

vitamina A, grupo H202 e grupo vitamina A+ H202. 

-----------~-----------------------------------------------------

TEMPO 

(min) CONTROLE 

% CONTRATURA 

GRUPOS EXPERIMENTAIS 

VIT.A 

-----------------------------------------------------------------
5 5,92 ± 3,95 -0,76 ± 1,28 11,45 ± 04,04$ -1,08 ± 1,52# 

10 6,50 ± 3,46 -2,64 ± 2,34* 25,64 ± 14,57$ 6,14 ± 2,68 

15 6,36 ± 3,11 -5,37 ± 1,76* 44,14 ± 13,89$ 20,20 ± 5,86 

20 5,90 ± 3,22 -5,36 ± 2,08* 60,56 ± 13,98$ 17,96 ± 5,7o# 

Os valores estão expressos como média+ E.P.M .• 

* diferença significativa em comparação 

controle (p< 0,05). 

$ diferença significativa em comparação 

vitamina A (p< 0,05). 

com o grupo 

com o grupo 

# diferença significativa em comparação com o grupo H202 (p< 

O, 05). 



Gllcogênlo (g!JI.) 
0,6r 

0,6 

0,4 r 

0,3 

0,2 r-

0,1 

• 
T 
.L 

82 

..,... 

[H202] (mM) 

1/<1 Controle D VItamina A 

• 
T 
.l 

Figura 8 - Conteúdo de glicogênio cardiaco (g%) dos animais 

dos grupos controle, 

valores estão expressos como média~ E.P.M .. Grupo controle: n= 

5; grupo H202: n= 4; grupo vitamina A: n= 5; grupo vitamina A + 

* diferença significativa em relação ao controle (p< 0,05). 



83 

TABELA 8 Medidas do conteúdo de glicogênio (g%) de 

corações de rato, comparando os grupos controle, H202, vitamina A 

e vitamina A+ H202. 

GRUPOS 

CONTROLE (n=S) 

H202 (n=4) 

VIT.A (n=S) 

VIT.A+H202(n=S) 

CONTEÚDO DE GLICOG~NIO (g%) 

0,46 ± 0,06 

0,26 ± 0,01 * 

* 0,27 ± 0,02 

0,37 ± 0,03 

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

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p < 

0,05). 
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Figura 9 Conteúdo de TBA-RS (nmol/mg prot.) nos 

homogeneizados cardíacos dos animais dos grupos controle, H202, 

vitamina A e vitamina A + H202. Os valores estão expressos como 

média~ E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 5; vitamina 

A: n= 6; vitamina A+ H202: n= 5. 



TABELA 9 - Medidas das 

prot.) em homogeneizados de 

GRUPOS 

(n=S) 

(n=S) 

VIT .A (n=6) 

VIT.A+H202 (n=S) 

85 

concentrações de TBA-RS (nmol/mg 

corações, comparando os grupos 

[TBA-RS] 

(nmol/mg prot.) 

0,12 ± 0,02 

0,37 ± 0,10 

0,07 ± 0,02 

0,19 ± 0,04 

* 

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

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p < 

Ü 1 05) • 
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Figura 10 - Conteúdo de TBA-RS (nmol/ml) nos perfusados 

cardiacos dos animais dos grupos controle, H202, vitamina A e 

vitamina A + H202. Os valores estão expressos como média + 

E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 5; vitamina A: n= 6; 

vitamina A + H202: n= 5. 

*diferença significativa em relação ao controle (p< 0,05). 
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TABELA 10 - Medidas das concentrações de TBA-RS (nmol/ml) em 

perfusados de corações de rato, comparando os grupos controle, 

H202, vitamina A e vitamina A+ H202. 

GRUPOS 

CONTROLE (n=5) 

H202 (n=5) 

VIT. A (n=6) 

VIT .A+H202 (n=5) 

[TBA-RS] 

(nmol/ml) 

0,81 ± 0,36 

9,33 ± 1,44* 

1,68 ± 0,44# 

4,48 ± 0,92*# 

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

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

Ü 1 05) • 
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Consumo 02 (nmoVmln.mg prot.) 
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Figura llA - Medidas do consumo de oxigênio (nmol/min.mg 

prot.) nos homogeneizados cardíacos dos animais dos grupos 

controle, H202, vitamina A e vitamina A + H202. Os valores estão 

expressos como média+ E.P.M.. grupo H202: 

n= 6; grupo vitamina A: n= 6; grupo vitamina A + H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação ao controle (p< 0,05). 
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Figura llB - Registros típicos do consumo de oxigênio dos 

animais do grupo vitamina A (A) e vitamina A + H202 (B). As 

setas indicam o momento da adição de t-BOOH. 
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TABELA 11 - Medidas do consumo de oxigênio (nmol/min/mgprot) 

de homogeneizados de coração, comparando os grupos vitamina A, 

H202 e vitamina A + H202. 

GRUPOS 

VIT .A (n=6) 

H202 (n=6) 

VIT.A+H202 (n=6) 

CONSUMO DE 02 

(nmol/min.mgprot.) 

8,0 ± 0,5 

* 10,0 ± 0,1 

6,5 ± o,5# 

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

* diferença significativa com relação 

vitamina A (p< 0,05). 

ao grupo 

# diferença significativa com relação ao grupo H202 (p< 

O, 05). 
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Figura 12A - Medidas da QL iniciada por t-BOOH (cps/mg 

prot.) em homogeneizados cardíacos dos animais dos grupos 

controle, H202, vitamina A e vitamina A + H202. Os valores estão 

expressos como média+ E.P.M .. Grupo controle: n= 6; grupo H202: 

n= 6; grupo vitamina A: n= 6; grupo vitamina A+ H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação 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 cardíacos dos animais dos grupos 
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TABELA 12 - Medidas da QL iniciada por t-BOOH (cps/mgprot) 

em homogeneizados de coração, comparando os grupos controle, 

GRUPOS 

CONTROLE ( n= 6) 

VIT .A (n=6) 

H202 (n=6) 

VIT .A+H202 (n=6) 

QUIMIOLUMINESC~NCIA 

( cps/mgprot.) 

3.199 ± 259 

3.551 ± 500 

5.304 ± 133* 

4.502 ± 295*# 

* diferença significativa com relação ao grupo controle (p< 

o, 05). 

# diferença significativa com relação ao grupo H202 (p< 

O, 05). 
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3.3 AçÃO DO TROLOX NA CONTRATURA, NO CONTEÚDO DE GLICOGÊNIO 

E NA LIPOPEROXIDAÇÃO 

Os corações do grupo trolox O, 2 mM ' H202, apresentaram 

porcentagens de contraturas que não diferiram significativamente 

do grupo trolox O, 2 mM, senão no tempo 5 minutos (Tabela 13, 

Figura 13A). A ANOVA não detectou diferença significativa entre 

estes dois grupos (Fcal = 1,24). Quando compararam-se as 

contraturas dos grupos H202 e trolox O, 2 mM não se 

observaram diferenças significativas pelo teste t nem pela ANOVA 

(Fcal = 1, 64) (Tabela 13). Isto indica que o trolox, na 

concentração utilizada, não protegeu significativamente o coração 

das contraturas induzidas pelo H202. As contraturas observadas no 

grupo trolox O, 2 mM não diferiram significativamente. do grupo 

controle (Fcal = 1,72). 

Mecanocardiogramas tipicos dos grupos trolox 0,2 mM e trolox 

0,2 mM + H202 podem ser vistos na figura 13B. 

Utilizou-se uma concentração de trolox dez vezes maior (2 

mM) na tentativa de encontrar alguma proteção em relação à 

contratura observada no grupo H202. O grupo trolox 2 mM 

apresentou contraturas que não diferiram significativamente do 

grupo controle (Fcal= 0,90). As contraturas observadas no grupo 

trolox 2 rnM + H202 foram significativamente maiores do que as do 
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grupo trolox 2 rnM (Tabela 14). A ANOVA confirmou a diferença 

entre estes dois gupos (Fcal = 12, 32). As diferenças entre os 

grupos H202 e trolox 2 rnM + H202 não foram significativas 

(Tabela 14, Figura 14A) . Pela ANOVA, da mesma forma, não se 

encontrou diferença significativa (Fcal = 0,06). No grupo trolox 

2 mM observaram-se contraturas que não diferiram 

significativamente em relação ao grupo trolox O, 2 rnM (Fcal = 

4,79). As contraturas do grupo trolox 0,2 rnM + H202 também não 

diferiram significativamente das do grupo trolox 2 rnM H202 

(Fcal = 0,97). Estes resultados indicam que a perfusão com trolox 

não reduziu a contratura induzida pelo H202. 

Mecanocardiogramas típicos dos grupos trolox 2 mM e trolox 

2mM + H202 podem ser vistos na figura 14B. 

Os conteúdos de glicogênio dos grupos trolox O, 2 .rnM e trolox 

O, 2 mM + H202 podem ser vistos na tabela 15 e na figura 15. O 

grupo trolox 0,2 mM + H202 apresentou um conteúdo de glicogênio 

significativamente maior do que o do grupo trolox 0,2 mM. A ANOVA 

revelou diferença significativa entre os dois grupos (Fcal = 

8,10). o grupo trolox 0,2 rnM mostrou menor conteúdo de glicogênio 

do que o grupo controle. Esta diferença foi considerada 

significativa pela ANOVA (Fcal = 26,98). Entre os grupos trolox 

0,2 rnM + H202 e H202 não se observaram diferenças significativas 

pelo teste t nem pela ANOVA (Fcal = 0,10). 
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Os valores de glicogênio dos grupos trolox 2 rnM e trolox 

2mM + H202, estão colocados na tabela 16 e na figura 16. O grupo 

trolox 2 M + H202 apresentou maior conteúdo de glicogênio do que 

grupo trolox 2 roM. Pela ANOVA 1 foi confirmada esta diferença 

(Fcal = 20,0). O con~eúdo de glicogênio do grupo trolox 2 rnM foi 

significativamente menor do que o do grupo controle, diferença 

esta detectada também pela ANOVA (Fcal = 18, 27). Em comparação 

com o grupo H202 1 encontrou-se que o grupo trolox 2 rnM + H202 

apresentou maior conteúdo de glicogênio. A ANOVA considerou não 

significativa a diferença entre estes dois grupos {Fcal = 3 1 66). 

Quanto ao teste do TBA-RS no homogeneizado, encontrou-se 

que, entre os grupos trolox 0 1 2 mM e trolox 0 1 2 rnM + H202, não 

houve diferença significativa (Fcal = 3 1 19). Entre os grupos 

controle e trolox 0,2 roM também não se encontrou diferença 

significativa {Fcal = 4,17). Porém 1 o grupo trolox 012 rnM + H202 

apresentou uma produção de TBA-RS significativamente menor do que 

a do grupo H202 (Fcal = 5128) (Tabela 171 Figura 17). 

Entre os grupos trolox 2 rnM e trolox 2 rnM + H202 não se 

observou diferença significativa em termos de TBA-RS (Fcal = 

O 1 31) . O grupo trolox 2 roM apresentou maior conteúdo de TBA-RS 

que o grupo controle (Fcal = 11,25). Entre os grupos trolox 2 rnM 

+ H202 e H202 não se observou diferença significativa {Fcal = 

O, 24) {Tabela 18 1 Figura 18). 
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Com relação ao teste do TBA no perfusado, não se encontrou 

diferença significativa entre o grupo trolox O, 2 mM e o grupo 

trolox O, 2 mM + H202 (Fcal = 4, 39). Também não houve diferença 

entre os grupos trolox 0,2 mM e controle (Fcal = 0,88). Entre os 

grupos H202 e trolox O, 2 mM + H202 não se detectou diferença 

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

Para o grupo trolox 2 mM + H202, em comparação com o trolox 

2mM, encontrou-se um aumento significativo na produção de TBA-RS 

no perfusado (Fcal = 82, 01). Não houve diferença significativa 

entre os grupos controle e trolox 2 mM em termos de produção de 

TBA-RS (Fcal = 4,52). O grupo trolox 2 mM + H202 apresentou uma 

redução significativa na produção de TBA-RS em relação ao grupo 

H202 (Fcal = 9,88) (Tabela 20, Figura 20). 

O consumo de oxigênio e a QL foram realizados apenas com a 

maior concentração de trolox (2 mM) . O consumo de oxigênio do 

grupo trolox 2 mM foi significativamente menor do que o do grupo 

controle (Fcal = 9,0). Não foi encontrada diferença significativa 

entre os grupos trolox 2 mM + H202 e trolox 2 mM (Fcal = 0,18). O 

grupo trolox 2 mM + H202 apresentou um consumo de oxigênio 

significativamente menor do que o grupo H202 (Fcal = 11,30) 

(Tabela 21, Figura 21A) . Ou seja, a per fusão prévia com trolox 

preveniu o aumento no consumo de oxigênio induzido pelo H202. 

Registros típicos do consumo de oxigênio dos grupos trolox 2 mM e 

trolox 2rnM + H202 podem ser vistos na figura 21B. 
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A QL iniciada por t-BOOH não mostrou diferença significativa 

entre os grupos controle e trolox 2 roM ( Fcal = O, 08) • O grupo 

trolox 2 mM + H202 também não diferiu significativamente do grupo 

trolox 2 mM (Fcal = 3,56). A emissão luminosa do grupo trolox 2 

mM + H202 foi significativamente reduzida em comparação com o 

grupo H202 (Fcal = 25, 21) (Tabela 22, Figura 22). Portanto, a 

perfusão com trolox reduziu a QL induzida por H202 a valores 

próximos do controle. A relação QL pós-stress JL pré-stres~ foi 

de 1, 23, ou seja o stress oxidativo produzido pelo H202 foi 

reduzido (a relação era 1,66). 

Assim, o trolox, nas duas concentrações utilizadas, não 

reduziu a contratura, porém impediu a redução do glicogênio e o 

aumento da LPO induzidos pelo H202. 
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Figura 13A - Variação percentual da contratura cardíaca, nos 

distintos tempos de estudo, dos grupos controle, H202, trolox 0,2 

mM e trolox 0,2 mM + H202. Os valores estão expressos como média 

2:. E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 6; grupo trolox 

0,2 mM: n= 5; grupo trolox 0,2 mM + H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

tf 
O, 05). 
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Mecanocardiogramas típicos dos grupos trolox 

0,2 mM (A) e trolox 0,2 mM + H202 (B), nos distintos tempos de 

estudo. 



101 

TABELA 13 - Medidas das porcentagens de contratura cardiaca 

nos distintos tempos de estudo, comparando grupo controle, grupo 

trolox 0,2 mM, grupo H202 e grupo trolox 0,2 mM + H202. 

% CONTRATURA 

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS 

(min) CONTROLE TROLOX H202 TROLOX +H202 

-----------------------------------------------------------------
5 5,92 ± 3,95 -3,24 ± 1,33* 11,45 ± 4,04 7,00 ± 3,74# 

10 6,50 ± 3,46 0,34 ± 2,14 25,64 ± 14,57 16,71 ± 8,03 

15 6,36 ± 3,11 8,85 ± 3,83 44,14 ± 13,89 20,20 ± 10,49 

20 5,90 ± 3,22 13,16 ± 4,50 60,56 ± 13,98 33,37 ± 16,01 

-----------------------------------------------------------------
Os valores estão expressos como média~ E.P.M .. 

* diferença significativa em comparação com o grupo 

controle (p< 0,05). 

# diferença significativa em comparação com o grupo trolox 

0,2 mM (p< 0,05). 
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Figura 14A - Variação percentual da contratura cardiaca, nos 

distintos tempos de estudo, dos grupos controle, H202, trolox 2 

mM e trolox 2 mM + H202. Os valores estão expressos como média + 

E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 6; grupo trolox 2 

mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + H202: n= 5. 
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Figura 14B - Mecanocardiogramas típicos dos grupos trolox 2 

mM (A) e trolox 2 mM + H202 (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 H202 e grupo trolox 2 mM + H202. 

% CONTRATURA 

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS 

(min) CONTROLE TROLOX H202 TROLOX+H202 

-----------------------------------------------------------------
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 estão expressos como média+ E.P.M .. 
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Figura 15 - Conteúdo de glicogênio cardiaco (g%) dos animais 

dos grupos controle, H202, trolox O, 2 mM e trolox O, 2 mM + 

H202. Os valores estão expressos como média + E.P.M .. Grupo 

controle: n= 5; grupo H202: n= 4; grupo trolox 0,2 mM: n= 4; 

* diferença significativa em relação ao controle (p< 0,05). 
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TABELA 15 - Medidas do conteúdo de glicogênio (g%) de 

corações de rato, comparando os grupos controle, H202, trolox 0,2 

mM e trolox 0,2 mM + H202. 

GRUPOS CONTEÚDO DE GLICOG~NIO (g%) 

CONTROLE (n=5) 0,46 ± 0,06 

H202 (n=4) 0,26 ± 0,01* 

TROLOX 0,2 mM (n=5) 0,18 ± 0,01* 

TROLOX 0,2 mM+H202 {n=5) 0,27 ± 0,03# 

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

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

Ü 1 05) • 

# diferença significativa em relação ao grupo trolox 

0,2 mM (p< 0,05). 
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Figura 16 - Conteúdo de glicogênio cardíaco (g%) dos animais 

dos grupos controle, H202, trolox 2 mM e trolox 2 mM + H202. 

Os valores estão expressos como média~ E.P.M .• Grupo controle: 

n= 5; grupo H202: n= 4; grupo trolox 2 mM: n= 4; grupo trolox + 

* diferença significativa em relação ao controle (p< 0,05). 
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TABELA 16 Medidas do conteúdo de glicogênio (g%) de 

corações de rato, comparando os grupos controle, H202, trolox 2mM 

GRUPOS CONTEÚDO DE GLICOG~NIO (g%) 

~ 

( 

CONTROLE (n=5) 0,46 ± 0,06 

H202 (n=4) 0,26 ± 0,01* 

TROLOX 2 mM (n=4) 0,20 ± 0,01 

TROLOX 2 mM+H202 (n=4) 0,30 ± 0,02#$ 

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

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

o, 05). 

( 
# diferença significativa em relação ao grupo H202 (p< 

o, 05). 

$ diferença significativa em relação ao grupo trolox 

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

homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos controle, H202, 

trolox 0,2 mM e trolox 0,2,mM + H202. Os valores estão expressos 

como média + E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 5; 

trolox 0,2 mM: n= 6; trolox 0,2 mM + H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação ao controle (p< 0,05). 
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TABELA 17 - Medidas das concentrações de TBA-RS (nmol/mg 

prot.) em homogeneizados de corações, comparando 

controle, H202, trolox 0,2 mM e trolox 0,2 mM + H202. 

GRUPOS 

CONTROLE (n=5) 

H202 (n=5) 

TROLOX 0,2 mM (n=5) 

TROLOX 0,2 mM+H202 (n=5) 

[TBA-RS) 

(nmol/mg prot.) 

0,12 ± 0,02 

0,37 ± 0,10 * 

0,23 ± 0,05 

0,13 ± 0,03# 

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

os grupos 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

o, 05). 

# diferença significativa em relação ao grupo H202 (p< 

o, 05). 
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Figura 18 Conteúdo de TBA-RS (nmol/mg prot.) nos 

homogeneizados cardiacos dos animais dos grupos controle, H202, 

trolox 2 mM e trolox 2 mM + H202. Os valores estão expressos como 

média~ E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 5; trolox 2 

mM: n= 5; trolox 0,2 mM + H202: n= 5. 
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TABELA 18 - Medidas das concentrações de TBA-RS (nmol/mg 

prot.} em homogeneizados de corações, comparando 

controle, H202, trolox 2 mM e trolox 2 mM + H202. 

GRUPOS 

CONTROLE ( n=5) 

H202 (n=5) 

TROLOX 2 mM (n=5) 

TROLOX 2 mM+H202 . (n=5} 

[TBA-RS] 

(nmol/mg prot.) 

0,12 ± 0,02 

* 0,37 ± 0,10 

0,27 ± 0,04 

0,31 ± 0,06 * 

Os valores estão expressos como média+ E.P.M •. 

os grupos 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

O, 05). 
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Figura 19 - Conteúdo de TBA-RS (nmol/ml) nos perfusados 

cardíacos dos animais dos grupos controle, H202, trolox 0,2 mM e 

trolox O, 2 mM + H202. Os valores estão expressos como média + 

E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 5; trolox 0,2 mM: n= 

5; trolox 0,2 mM + H202: n= 6. 
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TABELA 19 - Medidas das concentrações de TBA-RS (nmol/ml) em 

perfusados de corações de rato, comparando os grupos controle, 

GRUPOS 

CONTROLE (n=5) 

H202 (n=5} 

TROLOX 0,2 mM (n=5} 

TROLOX 0,2 mM+H202 (n=6} 

[TBA-RS] 

(nmol/ml) 

0,81 ± 0,36 

9,33 ± 2,44* 

0,40 ± 0,25 

5,24 ± 2,08* 

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

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

o f 05} . 
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Figura 20 - Conteúdo de TBA-RS (nmol/ml) nos perfusados 

cardíacos dos animais dos grupos controle, H202, trolox 2 mM e 

trolox 2 mM + H202. Os valores estão expressos como média + 

E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 5; trolox 2 mM: n= 

5; trolox 2 mM + H202: n= 5. 

* diferença significativa em relação ao controle (p<0,05). 
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TABELA 20 - Medidas das concentrações de TBA-RS (nmol/ml) em 

perfusados de corações, comparando os grupos controle, H202, 

trolox 2 mM e trolox 2 mM + H202. 

GRUPOS 

CONTROLE (n=5) 

H202 (n=5) 

TROLOX 2 mM (n=5) 

TROLOX 2 mM+H202 (n=5) 

[TBA-RS] 

(nmol/ml) 

0,81 ± 0,36 

9,33 ± 2,44 * 

0,04 ± 0,04 

o,85 ± o,o8#$ 

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

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

o, 05). 

# diferença significativa em relação ao grupo H202 (p< 

O, 05). 

$ diferença significativa em relação ao grupo trolox 2mM (p< 

O, 05). 
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Figura 21A - Medidas do consumo de oxigênio (nmol/min.mg 

prot.) nos homogeneizados cardíacos dos animais dos grupos 

controle, H202, trolox 2 rnM e trolox 2 rnM + H202. Os valores 

estão expressos como média+ E.P.M .. Grupo controle: n= 6; grupo 

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

6. 

* diferença significativa em relação ao controle (p< 0,05). 
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Figura 21B - Registros típicos do consumo de oxigênio dos 

animais do grupo trolox 2 mM (A) e trolox 2 mM + H202 (B). As 

setas indicam o momento da adição do t-BOOH. 
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TABELA 21 - Medidas do consumo de oxigênio (nmol/min/mgprot) 

de homogeneizados de coração, comparando os grupos trolox 2mM, 

GRUPOS 

TROLOX 2 mM (n=6) 

H202 (n=6) 

TROLOX 2 mM+H202 (n=6) 

CONSUMO DE 02 

(nmol/min.mgprot.) 

0,44 ± 0,15 

. * 3,21 ± 0,80 

o,51 ± o,o7# 

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

* diferença significativa com relação ao grupo trolox 

2 mM (p< 0,05). 

# diferença significativa com relação ao grupo H202 (p< 

O, 05). 
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Figura 22A - Medidas da QL iniciada por t-BOOH ( cps/mg 

prot.) em homogeneizados cardíacos dos animais dos grupos 

controle, H202, trolox 2 mM e trolox 2 mM + H202. Os valores 

estão expressos como média+ E.P.M .. Grupo controle: n= 6; grupo 

H202: n= 6; grupo trolox: n= 6; grupo trolox 2 mM + H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação 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 cardíacos dos animais dos grupos 
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TABELA 22 -Medidas da QL iniciada por t-BOOH (cps/mg prot.) 

em homogeneizados de coração, comparando os grupos controle, 

trolox 2 mM, H202 e trolox 2 mM + H202. 

GRUPOS QUIMIOLUMINESC~NCIA 

( cps/mgprot.) 

CONTROLE (n=6) 

TROLOX 2 mM (n=6) 

H202 (n=6) 

TROLOX 2 mM+H202 (n=6) 

3.199 ± 259 

3.324 ± 358 

5.304 ± 133* 

4.098 ± 531*# 

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

* diferença significativa com relação ao grupo controle (p< 

O, 05). 

# diferença significativa com relação 

(p < O, 05). 

ao grupo 
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3.4 EFEITO DO PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO NA FORÇA DE CONTRAçÃO: 

AçÃO DA VITAMINA A E DO TROLOX 

A perfusão com H202 reduz a força de contração do coração 

de rato isolado e perfundido. A força de contração do grupo H202 

foi reduzida significativamente em relação ao grupo controle nos 

tempos 5, 10 e 15 minutos através do teste t (Tabela 23, Figura 

23). A ANOVA revelou diferença significativa no tempo 10 (Fcal = 

5,10), não havendo significância nos tempos 15 (Fcal = 4,47) e 20 

(Fcal = 0,85). Registros típicos da força de contração do grupo 

controle e do grupo H202 podem ser vistos na figura 1B. 

A variação percentual da força de contração dos grupos 

vitamina A e vitamina A + H202 pode ser vista na tabela 24 e na 

figura 24. As diferenças nas variações percentuais entre o grupo 

controle e o grupo vitamina A não foram significa ti v as. Isto 

significa que, no grupo vitamina A, a queda na força de contração 

com o passar do tempo de perfusão é proporcional à do grupo 

controle. No grupo vitamina A + H202 não houve ·diferença 

significativa na força de contração, quando comparado com o grupo 

H202 (Tabela 24, Figura 24). Estas diferenças foram consideradas 

não significativas nos tempos 10, 15 e 20 minutos. A ANOVA não 

detectou diferença significativa entre os grupos no vigésimo 

minuto de perfusão (Fcal = 0,41). Ou seja, a adição de vitamina A 

ao líquido perfusor não impediu a redução da força de contração 



c 
124 

induzida pelo H202 · Registros típicos da força de contração dos 

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

7B. 

Os corações perfundidos com trolox 0,2 mM apresentaram uma 

variação percentual da força de contração que pode ser vista na 

tabela 25 e na figura 25. As diferenças entre grupo controle e 

grupo trolox 0,2 mM não foram consideradas s-ignificativas (Tabela 

25B). A ANOVA também não detectou diferença significativa (Fcal = 

0,01). Portanto, o trolox não impediu a queda de força de 

contração com o passar do tempo. Entre os grupos trolox 0,2 mM + 

H202 e trolox 0,2 mM não se observou diferença significativa na 

força de contração, senão no vigésimo minuto (Tabela 25) . 

Comparando o grupo trolox 

observou-se diferença significativa, confirmada pela ANOVA (Fcal 

= 7, 29). A adição de trolox (0, 2 mM) ao líquido de perfusão 

impediu a queda da força de contração induzida pelo H202. 

Registros típicos da força de contração dos grupos trolox 0,2 mM 

e trolox 0,2 mM + H202 podem ser vistos na figura 13B. 

A variação percentual da força inicial dos grupos trolox 2 

mM e trolox 2 mM + H202 pode ser vista na tabela 26 e na figura 

26. As diferenças percentuais entre grupo controle e grupo trolox 

2 rnM não foram consideradas significativas. A ANOVA não detectou 

diferença entre estes dois grupos (Fcal = 0,18). O grupo trolox 

2 mM + H202 não apresentou diferença significativa da força de 
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H202 J'f.~-.' Esta diferença foi confirmada pela ANOVA (Fcal = 29, 85). 

Registros típicos da força de contração dos grupos trolox 2 mM e 

trolox 2 mM + H202 podem ser vistos na figura 14B. 

Em resumo, o H202 provocou uma queda na força de contração 

(efeito inotrópico negativo) , efeito este que foi reduzido pelo 

trolox 0,2 mM, porém não o foi pela vitamina A e pelo trolox 2 

mM. 
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Figura 23 Variação percentual da força de contração 

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

H202. Os valores estão expressos 

controle: n= 5; grupo H202: n= 6. 

como média+ E.P.M .. Grupo 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

o, 05). 
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TABELA 23 - Medidas da variação percentual da força de 

contração inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

grupo controle (0 mM) e grupo H202 (256 mM). 

TEMPO 

(min) 

5 

10 

15 

20 

% FORÇA DE CONTRAÇAO 

CONCENTRAÇAO DE H202 (mM) 

O (n=5) 256 (n=6) 

93,03 ± 13,01 53,49 ± 09,76* 

99,11 ± 19,78 56,28 ± 05,78* 

75,71 ± 10,34 45,91 ± 09,56* 

59,05 ± 09,17 45,41 ± 10,95 

-----------------------------~-----------------------------------

* diferença significativa em comparação com o grupo 

controle (0 mM) (p < O, 05). 
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Figura 24 Variação percentual da força de contração 

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

H202, vitamina A e vitamina A + H202. Os valores estão expressos 

como média .2:. E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 6; 

grupo vitamina A: n= 6; grupo vitamina A 

* diferença significativa em relação ao grupo H202 (p< 

o, 05). 
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TABELA 24 Medidas da variação percentual da força de 

contração inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

grupo controle, grupo vitamina A, grupo H202 e grupo vitamina A + 

H202· 

% FORÇA DE CONTRAÇAO 

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS 

(min) CONTROLE VIT.A H202 VIT.A+H202 

-----------------------------------------------------------------
5 93,03 ± 13,01 82,95 ± 2,07 53,49 ± 9,76 80,69 ± 4,08* 

10 99,11 ± 19,78 76,06 ± 3,13 56,28 ± 5,78 79,97 ± 12,40 

15 75,71 ± 10,34 64,80 ± 3,58 45,91 ± 9,56 62,53 ± 15,71 

20 59,05 ± 9,17 44,01 ± 6,14 45,41 ± 10,95 59,91 ± 19,98 

-----------------------------------------------------------------
* diferença significativa em comparação com o grupo H202 (p< 

O, 05). 
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Figura 25 Variação percentual da força de contração 

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

H202, trolox O, 2 mM e trolox O, 2 mM + H202. Os valores estão 

expressos como média+ E.P.M .• Grupo controle: n= 5; grupo H202: 

n= 6; grupo trolox 0,2 mM: n= 5; grupo trolox 0,2 mM + H202: n= 

5. 

* diferença significativa em relação ao grupo H202 (p< 

o, 05). 
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TABELA 25 - Medidas da variação percentual da força de 

contração inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

grupo controle, grupo trolox O, 2 mM, grupo H202 e grupo trolox 

% FORÇA DE CONTRAÇÃO 

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS 

(min) CONTROLE TROLOX TROLOX+H202 

-----------------------------------------------------------------
5 93,03 ± 13,01 111,12 ± 3,24 53,49 ± 9,76 115,62 ± 23,30* 

( 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* 

-----------------------------------------------------------------
( 

\ * diferença significativa em comparação com o grupo 

,! H202 (p< O, 05). 
\ 
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Figura 26 variação percentual da força de contração 

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

H202, trolox 2 mM e trolox 2 mM + H202. Os valores estão 

expressos como média± E.P.M .• Grupo controle: n= 5; grupo H202: 

n= 6; grupo trolox 2 mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + H202: n= 5. 

* diferença significativa em relação ao grupo H202 (p< 

o, 05). 
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TABELA 26 - Medidas da variação percentual da força de 

contração inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

( 
grupo controle, grupo trolox 2 rnM, grupo H202 e grupo trolox 2 rnM 

% FORÇA DE CONTRAÇÃO 

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS 

(min) CONTROLE TROLOX 

5 93,03 ± 13,01 114,96 ± 3,64 53,49 ± 9,76 27,82 ± 7,31 
( 

10 99,11 ± 19,78 107,67 ± 4,34 56,28 ± 5,78 16,69 ± 4,37* 

( 

'· 15 75,71 ± 10,34 96,15 ± 5,69 45,91 ± 9,56 18,41 ± 9,04* 

( 
20 59,05 ± 09,17 86,25 ± 8,63 45,41 ± 10,95 13,36 ± 7,81 

-----------------------------------------------------------------
* diferença significativa em comparação com o grupo 

( H202 (p< O, 05). 
\ 

( 

( 
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3.5 EFEITO DO PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO NA FREQÜÊNCIA 

CARDÍACA: AçÃO DA VITAMINA A E DO TROLOX 

A freqüência cardíaca foi significativamente reduzida após a 

(Tabela 27, Figura 27). As diferenças 

percentuais foram consideradas significativas em todos os tempos 

estudados. A ru::JOVA revelou diferença significativa entre grupo 

controle e grupo H202 (Fcal = 29, 10). As freqüências cardíacas 

características dos grupos controle e H202 pode ser observadas 

na figura 1B. 

O grupo vitamina A + apresentou uma redução 

significativa na freqüência quando comparado com o grupo vitamina 

A (Fcal = 45, 02) (Tabela 28). O grupo vitamina A apresentou um 

aumento significativo da freqüência cardíaca aos 5 e 10 minutos 

em comparação com o grupo controle (Tabela 28, Figura 28). A 

ANOVA não detectou diferença significativa entre estes dois 

grupos ao vigésimo minuto (Fcal = 1, 94). Aos 10 e 15 minutos, 

observaram-se aumentos significativos da freqüência no grupo 

vitamina A + H202 em relação ao grupo H202. Ao vigésimo minuto, 

não se observou diferença significativa entre os dois grupos 

(Fcal = 2,98). As freqüências cardíacas características dos 

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

figura 7B. 

No grupo trolox 0,2 mM + H202 observou-se uma redução 

significativa da freqüência cardíaca em relação ao grupo trolox 
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0,2 mM (Tabela 29, Figura 29). A ANOVA confirmou esta diferença 

( Fcal = 42, 77) . O grupo trolox O, 2 mM apresentou um aumento 

significativo da freqüência em relação ao grupo controle em todos 

os tempos de estudo. Esta diferença foi confirmada pela ANOVA 

( Fcal = 11, 39). No entanto, não se observou diferença 

significativa entre os grupos H202 e trolox 0,2 mM + H202 (Fcal = 

2, 86). As freqüências cardíacas características dos grupos 

trolox O, 2 mM e trolox O, 2 mM + H202 

figura 13B. 

podem ser observadas na 

No grupo trolox 2 mM + H202 observou-se uma redução 

significativa da freqüência quando comparado com o grupo trolox 

2 mM, a partir do décimo quinto minuto (Tabela 30, Figura 30) • 

Pela ANOVA, esta diferença foi confirmada (Fcal = 28,42). O grupo 

trolox 2 mM apresentou um aumento significativo da freqüência 

em relação ao grupo controle. A ANOVA detectou esta diferença 

(Fcal = 21, 5). O grupo trolox 2 mM + H202 também apresentou 

maior freqüência cardíaca do que o grupo H202 ( Fcal = 8, 07) . 

Estes resultados indicam que a per fusão prévia com trolox 2 mM 

impediu a redução de freqüência induzida pelo H202. As 

freqüências cardíacas características dos grupos trolox 2 mM e 

trolox 2 mM + H202 podem ser observadas na figura 14B. 

Resumindo, o H202 provocou uma redução da freqüência 

cardíaca (efeito cronotrópico negativo). A vitamina A e o trolox, 

em alguns tempos de estudo, reduziram este efeito do H202. 
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Figura 27 Variação percentual da freqüência cardiaca 

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

H202. Os valores estão expressos 

controle: n= 5; grupo H202: n= 6. 

como média + E.P.M .. Grupo 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

o, 05). 
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TABELA 27 - Medidas da variação percentual da freqüência 

cardíaca inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

grupo controle (O mM) e grupo H202 (256 mM). 

TEMPO 

(min) 

% FREQütNCIA CARDÍACA 

CONCENTRAÇAO DE H202 (mM) 

O {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 ± s,o8* 

20 53,32 ± 07,20 6,98 ± 5,08* 

* diferença significativa em comparação com o grupo controle 

{0 mM) (p< 0,05). 
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Figura 28 Variação percentual da freqüência, cardiaca 

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

H202, vitamina A e vitamina A + H202. Os valores estão expressos 

como média .:_ E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 6; 

grupo vitamina A: n= 6; grupo vitamina A 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

o, 05}. 
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TABELA 28 - Medidas da variação percentual da freqüência 

cardíaca inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

grupo controle, grupo vitamina A, grupo H202 e grupo vitamina A + 

H202· 

% FREQÜ~NCIA CARDÍACA 

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS 

(min) CONTROLE VIT.A H202 VIT.A+H202 

----------------------------------------------------------------
5 71,30 ± 8,96 110,83 ± 3,10* 46,82 ± 1,77 54,36 ± 6,31 

10 72,41 ± 12,68 97,10 ± 3,51 17,27 ± 3,64 35,61 ± 3,13# 

15 63,93 ± 10,05 74,69 ± 3,76 6,98 ± 5,08 32,97 ± 4,34# 

20 53,32 ± 7,20 64,85 ± 4,65 6,98 ± 5,08 19,23 ± 4,96 

-----------------------------------------------------------------
* diferença significativa em comparação com o grupo 

controle (p< 0,05). 

# diferença significativa em comparação com o grupo H202 (p< 

O, 05). 
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Figura 29 Variação percentual da freqüência cardíaca 

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

H202, trolox O, 2 mM e trolox O, 2 mM + H202. Os valores estão 

expressos como média+ E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: 

n= 6; grupo trolox 2 mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

o, 05). 
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TABELA 29 - Medidas da variação percentual da freqüência 

cardíaca inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

grupo controle, grupo trolox O, 2 mM, grupo H202 e grupo trolox 

0,2 mM + H202. 

% FREQÜ~NCIA CARDÍACA 

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS 

(min) CONTROLE TROLOX H202 TROLOX+H202 

-----------------------------------------------------------------
5 71,30 ± 8,96 106,32 ± 2,98* 46,82 ± 1,77 51,17 ± 19,49 

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 

* diferença significativa em comparação com o grupo 

controle (p< 0,05). 
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Figura 30 Variação percentual da freqüência cardiaca 

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

H202, trolox 2 mM e trolox 2 mM + H202. Os valores estão 

expressos como média+ E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: 

n= 6; grupo trolox 2 mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + H202: n= 5. 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

o' 05) • 

# diferença significativa em relação ao grupo H202 (p< 

O, 05). 
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TABELA 30 - Medidas da variação percentual da freqüência 

cardíaca inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

grupo controle, grupo trolox 2 mM, grupo H202 e grupo trolox 2 mM 

+ H202· 

% FREQÜ~NCIA CARDÍACA 

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS 

(min) CONTROLE TROLOX H202 TROLOX+H202 

-----------------------------------------------------------------
5 71,30 ± 8,96 99,85 ± 2,21* 46,82 ± 1,77 85,55 ± 8,14# 

10 72,41 ± 12,68 97,71 ± 1,66 17,27 ± 3,64 41,44 ± 16,65 

15 63,93 ± 10,05 94,80 ± 1,54* 6,98 ± 5,08 36,81 ± 10,03# 

20 53,32 ± 7,20 88,88 ± 2,64* 6,98 ± 5,08 36,16 ± 9,53# 

-----------------------------------~-----------------------------

* diferença significativa em comparação com o grupo 

controle (p< 0,05). 

# diferença significativa em comparação com o grupo H202 (p< 

O, 05). 
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3. 6 EFEITO DO PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO NO FLUXO CORONARIANO: 

AÇÃO DA VITAMINA A E 00 TROLOX 

A perfusão com H202 reduziu significativamente o fluxo 

coronariano em relação ao grupo controle em todos os tempos de 

estudo (Tabela 31, Figura 31). A ANOVA detectou diferença 

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

O fluxo coronariano do grupo vitamina A + Hf2:0f? foi 

significativamente menor do que o do grupo vitamina A (Tabela 32, 

Figura 32). A ANOVA detectou diferença significativa entre os 

dois grupos (Fcal = 11, 88). O fluxo do grupo vitamina A foi 

significativamente maior do que o do grupo controle no quinto e 

décimo minutos. A ANOVA não demonstrou diferença significativa 

entre estes dois grupos no vigésimo minuto (Fcal = 0,28). Da 

mesma forma, a diferença percentual do fluxo entre os grupos H202 

e vitamina A + H202 não foi considerada significativa, senão ao 

quinto minuto. A ANOVA, aplicada ao vigésimo minuto, não 

demonstrou diferença significativa (Fcal = 0,04). 

O fluxo foi significativamente reduzido no grupo trolox 0,2 

mM + H202 em comparação com o grupo trolox O, 2 mM (Tabela 33, 

Figura 33). A ANOVA confirmou esta diferença (Fcal = 193,38). A 

perfusão prévia com trolox O, 2 mM aumentou significativamente o 

fluxo em comparação com o grupo controle. Esta diferença foi 
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considerada significativa pela ANOVA (Fcal = 13,71). No entanto, 

no grupo trolox 0,2 mM + H202 não se observou diferença 

significativa em relação ao grupo H202 (Fcal = 2,26). Isto 

significa que o trolox 0,2 mM impede a queda do fluxo coronariano 

em relação ao controle, mas não previne a queda do fluxo induzida 

Com relação à perfusão com trolox 2 mMf foram observados 

efeitos semelhantes. Houve redução significativa do fluxo no 

grupo trolox 2 mM + H202 em comparação com o grupo trolox 2 mM 

( Fcal = 21 f 77) (Tabela 34 f Figura 34) . A per fusão com trolox 2 mM 

aumentou significativamente o fluxo em relação ao grupo controle 

(Fcal = 11f73). Porém não se observou diferença significativa no 

fluxo entre os grupos trolox 2 mM + H202 e H202 (Fcal = 2f95). 
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Figura 31 Variação percentual do fluxo coronariano 

inicial, nos distintos tempos de estudo, 

H202. Os valores estão expressos 

controle: n= 5; grupo H202: n= 6. 

como 

dos grupos controle e 

média + E. P .M.. Grupo 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

o' 05) • 
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TABELA 31 Medidas da variação percentual do fluxo 

coronariano inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

grupo controle (O mM) e grupo H202 (256 mM). 

TEMPO 

(min) 

% FLUXO CORONARIANO 

CONCENTRAÇAO DE H202 (mM) 

O (n=5} 256 (n=6) 

-----~-----------------------------------------------------------

5 73,66 ± 4,39 4,12 ± 2,75** 

10 54,44 ± . 8, 22 4,62 ± 2,92** 

15 48,72 ± 9,96 4,73 ± 2,2o** 

20 46,26 ± 10,26 4,24 ± 1,79** 

** diferença significativa em comparação com o grupo 

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

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

H202, vitamina A e vitamina A+ H202. Os valores estão expressos 

como média + E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: n= 6; 

grupo vitamina A: n= 6; grupo vitamina A + H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação ao grupo controle (p< 

O, 05). 

# diferença significativa em relação ao grupo H202 (p< 

O, 05). 
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TABELA 32 Medidas da variação percentual do fluxo 

coronariano inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

grupo controle, grupo vitamina A, grupo H202 e grupo vitamina A + 

H202· 

% FLUXO CORONARIANO 

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS 

(min) CONTROLE VIT.A H202 VIT.A+H202 

-----------------------------------------------------------------
5 73,66 ± 4,39 142,49 ± 4,83* 4,12 ± 2,75 17,64 ± 5,28# 

10 54,44 ± 8,22 103,36 ± 8,92* 4,62 ± 2,92 11,74 ± 2,06 

15 48,72 ± 9,96 60,32 ± 12,53 4,73 ± 2,20 7,27 ± 2,40 

20 46,26 ± 10,26 38, 67 ± 10,05 4,24 ± 1,79 3,84 ± 1,07 

-----------------------------------------------------------------
* diferença significativa em comparação com o grupo 

controle (p< 0,05). 

# diferença significativa em comparação com o grupo H202 (p< 

O, 05). 
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Figura 33 Variação percentual do fluxo coronariano 

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

H202, trolox O, 2 mM e trolox O, 2 mM + H202. Os valores estão 

expressos como média+ E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: 

n= 6; grupo trolox 2 mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + H202: n= 6. 

* diferença significativa em relação ·ao grupo controle (p< 

O, 05). 
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TABELA 33 Medidas da variação percentual do fluxo 

coronariano inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

grupo controle, grupo trolox O, 2 mM, grupo H202 e grupo trolox 

0,2 mM + H202. 

% FLUXO CORONARIANO 

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS 

(min) CONTROLE TROLOX H202 TROLOX+H202 

-----------------------------------------------------------------
5 73,66 ± 4,39 107,37 ± 3,95* 4,12 ± 2,75 31,20 

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 

20 46,26 ± 10,26 92,71 ± 7,22* 4,24 ± 1,79 1,31 

* diferença significativa em comparação com 

controle (p < 0,05). 

± 18,09 

± 3,10 

± 0,77 

o grupo 
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Figura 34 Variação percentual do fluxo coronariano 

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

H202, trolox 2 mM e trolox 2 mM + H202. Os valores estão 

expressos como média+ E.P.M .. Grupo controle: n= 5; grupo H202: 

n= 6; grupo trolox 2 mM: n= 5; grupo trolox 2 mM + H202: n= 5. 

* diferença significa ti v a em relação ao grupo controle (p< 

o, 05). 

# diferença significativa em relação ao grupo H202 (p< 

o, 05). 
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TABELA 34 Medidas da variação percentual do fluxo 

coronariano inicial, nos distintos tempos de estudo, comparando 

grupo controle, grupo trolox 2 mM, grupo H202 e grupo trolox 2 mM 

+ H202· 

% FLUXO CORONARIANO 

TEMPO GRUPOS EXPERIMENTAIS 

(min) CONTROLE TROLOX H202 TROLOX+H202 

-----------------------------------------------------------------
5 73,66 ± 4,39 99,17 ± 3,62* 4,12 ± 2,75 23,02 ± 8,58# 

10 54,44 ± 8,22 95,95 ± 2,89* 4,62 ± 2,92 

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 

* diferença significativa em comparação com o grupo 

controle (p< 0,05). 

# diferença significativa em comparação com o grupo H202 (p 

<(0, 05). 
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Um dos objetivos deste trabalho foi avaliar a função 

contrátil do miocárdio submetido ã perfusão com H202. Muitos 

autores têm se preocupado com o estudo do stress oxidativo no 

coração. A maioria deles, se ocupa da investigação dos processos 

bioquímicos que 

(MAGNER-WRÓBEL et 

ocorrem nesta situação produzida 

al., 1990; MASSEY & BURTON, 1990; 

in vitro 

PUPPO et 

al., 1990; LE et al., 1992; CECONI et al., 1992). Muitos outros, 

se detém no estudo das alterações fisiológicas que ocorrem nos 

quadros isquêmicos (LEE & ALLEN, 1992; DU TOIT & OPIE, 1992). No 

entanto, há um volume relativamente pequeno de trabalhos que 

relacionam estes dois aspectos: os processos bioquímicos que 

determinam alterações fisiológicas nas situações de stress 

oxida ti vo in vivo. Este trabalho tem o intuito de fazer esta 

relação. 

Em estudos prévios, demonstrou-se o aparecimento de 

contraturas cardíacas após injeções de H202, a partir da 

concentração 128 mM (BELLÓ & BELLÓ, 1988). Neste modelo, havia a 
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dificuldade de determinar a concentração de H202 que atingia o 

coração, já que a injeção era diluída no liquido perfusor. Com o 

objetivo de se evitar este problema, assim como a variação da 

pressão de perfusão no momento da injeção, passou-se a perfundir 

( 
\ os corações com H202 (OLIVEIRA, 1993). Neste modelo, também se 

observaram contraturas cardíacas significativas a partir da 

concentração 128 mM. Optou-se pela concentração de 256 mM, já que 

esta produzia alterações contráteis bem evidentes. Para estudar o 

efeito do H202 na contratilidade cardíaca utilizamos o método de 

Langendorff ( 18 95) para a per fusão do coração e manutenção de 

suas propriedades funcionais. Este método, apesar de muito 

antigo, continua a ser muito utilizado e permitiu alcançar os 

objetivos deste trabalho. Tomou-se a precaução de padronizar a 

tensão diastólica utilizando-se, em todos os experimentos, um 

estiramento próximo à Lmáx (pico de tensão ativa, ou seja, o 

( 
ponto ótimo de estiramento dos sarcômeros) . A calibração foi 

( mantida igual em todos os experimentos e confirmada pela 

( 
calibração interna do miógrafo que foi acionado ao final de cada 

experimento. Como se aplicou apenas uma concentração de H202, 

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

Observaram-se alterações na força de contração, na 

freqüência cardíaca e no fluxo coronariano durante a perfusão com 

H202. Uma das alterações mais evidentes observadas foi o 

aparecimento da contratura cardíaca, ou seja, a falta do 

relaxamento cardíaco (ver figura 1B) . Este fenômeno é conhecido 
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na clinica como "stone heart" (coração de pedra) e pode ocorrer 

no infarto agudo do miocárdio após arterioplastia, no transplante 

de coração ou em qualquer situação em que o coração fique 

submetido a ciclos de isquemia-reperfusão, como a colocação de 

ponte de safena (COOLEY et al., 1972; WUKASCH et al., 1972; 

BAROLDI et al., 1974). Esta denominação se originou do fato de o 

coração apresentar-se, à palpação, num estado de rigidez 

semelhante à contração tetânica do músculo esquelético. Este 

quadro foi também observado por Hearse e colaboradores (1977) ao 

submeterem corações per fundidos de rato à isquemia-reperfusão. 

Nesta época, os autores sugeriram que este fenômeno era devido à 

depleção de energia e a distúrbios na homeostasia do cálcio. No 

entanto, o "coração de pedra" continuava a ser um desafio para os 

bioquimicos (KATZ & TADA, 1972) . Alguns anos mais tarde, Jolly e 

colaboradores (1984) sugeriram que as contraturas isquêmicas eram 

devidas às EAO geradas nesta situação. Atualmente, sabe-se que as 

EAO formadas durante a isquemia-reperfusão do miocário provém de 

diversas fontes. A mitocôndria contribui para a formação de EAO 

porque os transportadores de elétrons permanecem em sua forma 

reduzida, como resultado da baixa pressão de oxigênio. Isto causa 

a redução monoeletrônica do oxigênio, gerando EAO (·o2-, H2o2 e~ 

OH) . A enzima xantina oxidase é também fonte de EAO. A xantina 

desidrogenase, presente no miocárdio, sofre proteólise durante a 

isquemia, convertendo-se a sua forma oxidase. Também durante a 

isquemia, o ATP (trifosfato de adenosina) é degradado à 
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hipoxantina, fornecendo, assim, o substrato para a enzima atuar 

na reperfusão, produzindo radical superóxido. Vários estudos 

confirmam que a isquemia resulta, também, em migração de 

neutrófilos ao miocárdio. Eles se aderem ao endotélio vascular 

lesado. Níveis excessivos de catecolaminas podem ser liberados 

durante a isquemia-reperfusão do miocárdio e contribuem para 

formação de EAO, a partir de sua oxidação (HÂGGENDAL et al., 

1987; BAST et al., 1991). As fontes de EAO durante a isquemia-

reperfusão, assim como os mecanismos que geram o dano celular 

estão resumidos na figura XII. 

HIPÓXIA I ISQUEMIA 
e 

REOXIGENAÇÃO I RE PER FUSÃO 

I . - d .. a tvacao e proteases 
e 

fosfollposes 

f 
ompllficocõo do dono 

FIGURA XII - Mecanismos geradores do dano celular mediado 

por EAO durante o processo de isquemia-reperfusão (BAST et al., 

1991). 
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estudo, 

per fusão 

os neutrófilos 

foi feita com 

não 

um 

teriam 

liquido 

artificial que lava o coração de seus elementos figurados. As 

catecolaminas também teriam pouca influência devido à maneira de 

sacrificar o animal. Todas as hipóteses sugeridas para explicar 

os danos observados na reperfusão do miocárdio isquêmico apontam 

para a produção de H202. O achado que o H202 provoca contratura 

cardíaca (BELLÓ & BELLÓ, 1988) as confirma. A comprovação deste 

fato nos levou a formular hipóteses para explicá-lo. Uma hipótese 

bastante provável é que a contratura observada se deva ao excesso 

de cálcio no interior da célula cardíaca. É uma experiência muito 

antiga a per fusão do miocárdio de rã com excesso de cálcio. 

Nessa situação, observa-se que o coração relaxa-se cada vez 

menos até que se mantém numa contração estável. Este fenômeno é 

conhecido como rigor cálcico, rigidez pelo cálcio ou contratura 

provocada pelo cálcio (MAZZELLA, 1968). 

Quando há sobrecarga intracelular de cálcio, pode haver 

ativação das fosfolipases cálcio-dependentes com subseqüente 

liberação de ácidos graxos das membranas e ativação da cascata do 

ácido araquidônico (AA). O AA pode produzir efeitos tóxicos 

diretos sobre o coração e pode produzir as prostaglandinas (PG) 

que, por sua vez, aceleram a sobrecarga intramitocondrial de 

cálcio (KARMAZYN et al., 1979). As PG estão, portanto, 

envolvidas na movimentação de cálcio, favorecendo o seu acúmulo 

intracelular, podendo produzir contraturas. Num experimento 
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prévio, demonstramos que o uso de um inibidor da cicloxigenase e, 

portanto, da síntese de PG, a indometacina, reduz 

significativamente as contraturas cardíacas induzidas pelo H202 

(BELLÓ & BELLÓ, 1989b). 

Segundo Braunwald (1982), existem sete mecanismos que 

controlam a concentração mioplasmática de cálcio: 

(1) o sarcolema possui uma ca+2 - ATPase que coloca cálcio 

para fora da célula, num mecanismo dependente de energia; 

(2) na membrana do retículo sarcoplasmático existe uma Mg+2 

ATPase que transporta cálcio, num processo dependente de 

energia; 

(3) o cálcio pode ser captado e liberado pela mitocôndria; 

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

no coração; 

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

gradiente de concentração, através dos canais de cálcio; 

(6) ionóforos podem movimentar o cálcio diretamente através 

da membrana; 

(7) tamponamento do cálcio por proteínas intracelulares, 

tais como calmodulina, troponina C e cadeias leves da miosina­

fosforilase também regulam a concentração intracelular deste íon. 



160 

Nos i tens 1 e 2 é citada a importância das "bombas de 

cálcio". Nota-se, portanto, que o processo é dependente de 

energia. O relaxamento muscular depende da volta dos níveis de 

cálcio aos valores de repouso e isto só ocorre se houver a 

presença de ATP. A contratura cardíaca pode, portanto, ser devida 

à falta de ATP. No nosso modelo, a depleção do ATP poderia ser 

provocada pela presença do H202 ou seus derivados. Foi 

demonstrado que o H202 pode ativar uma enzima nuclear, a poli 

(ADP-ribose) polimerase, que utiliza NAD (adenina dinucleotideo) 

como substrato. A ativação desta enzima causa uma diminuição na 

concentração de NAD, seguida por depleção de ATP (SCHRAUFSTATTER 

et al., 198 6) . Num trabalho mais recente, comprovou-se que o 

H202, por si só, pode promover a depleção de ATP e fosfocreatina 

em cardiomiócitos de mamíferos (JANERO et al., 1993). Foi também 

sugerido que o H202 ou seus derivados poderiam provocar a 

inibição da enzima ca+2 ATPase sarcolemal (~EKO 

1989) . Tem-se noticia da inibição e degradação por EAO 

et al., 

da (Na+-

K+) ATPase, uma enzima que mantém os gradientes iônicos normais 

através da membrana celular (THOMAS & REED, 1990; HUANG et al., 

1992). A inibição ou destruição de tais enzimas pode interferir 

na homeostasia do cálcio, o que representaria uma hipótese 

alternativa para explicar o dano observado no nosso modelo. 

Há, também, uma proteína celular, o fosfolamba, que, quando 

fosforilada, aumenta a recaptação de cálcio pelo retículo 

sarcoplasmático. Quanto maior a fosforilação do fosfolamba, maior 
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o relaxamento do miocárdio. Se o ATP está depletado, isto não 

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

o ATP é necessário para a bomba de cálcio do reticulo 

sarcoplasmático, a bomba de cálcio do sarcolema e o transporte 

mitocondrial de cálcio (KÜBLER & KATZ, 1977). Portanto, com a 

depleção do ATP, pode haver a liberação de cálcio da mitocôndria 

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

Por outro lado, Koretsune & Marban (1989) comprovaram que 

uma redução de 50% no ATP não é capaz de induzir rigidez das 

pontes cruzadas. Além disso, Corretti e colaboradores (1991) 

encontraram um lacuna de aproximadamente 10 minutos entre a 

depleção das reservas de ATP e o surgimento da contratura. Isto 

leva a crer que a depleção de ATP não é o principal evento 

determinante da contratura. 

Um dos metabólitos das prostaglandinas (PG), 

A2, pode atuar como ionóforo de cálcio e, por 

movimentar este ion diretamente através da membrana 

al., 197 6) . 

o tromboxano 

isso, pode 

(GERRARD et 

O mecanismo que parece ser o mais abrangente e determinante 

do aumento de cálcio intracelular é a lipoperoxidação (LPO) . Este 

processo consiste na oxidação dos componentes lipidicos das 

membranas, transformando-os em lipoperóxidos. Dependendo do grau 

de severidade, a LPO pode produzir desde a perda da fluidez das 
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membranas, das funções secretárias e dos gradientes iônicos 

transmembrana até a morte celular (SOUTHORN & POWIS, 1988). A 

transformação dos lipidios em lipoperóxidos, altera totalmente a 

estrutura da membrana, formando "buracos" ou "poros" hidrofilicos 

na barreira hidrofóbica da membrana (BLOKHA et al., 1972). A 

permeabilidade fica alterada, permitindo a entrada descontrolada 

de ions, inclusive de cálcio. Como a LPO atinge todas as 

membranas celulares, pode haver liberação de cálcio de organelas 

celulares e do meio extracelular. Através dos "poros" passam 

também as enzimas lisossômicas e fosfolipases que atuam sobre 

proteinas e lipidios, acelerando a destruição das membranas. 

Assim, a LPO, com conseqüente invasão de cálcio intracelular, 

seria outra hipótese para explicar as contraturas observadas no 

nosso modelo. 

Em resumo, as contraturas induzidas por H202 podem ser 

resultado da depleção de energia e da LPO, que levam a um excesso 

de cálcio intracelular. Em nossas condições experimentais, 

observou-se que bloqueadores de canais de cálcio como o verapamil 

e a nifedipina (BRUNETTO, 1988) reduzem os efeitos provocados 

pelo H202 no miocárdio, inclusive a contratura (BELLÓ & BELLÓ, 

1989a). 

A hipótese da depleção do ATP não foi testada, 

utilizou-se, como medida do estado energético do 

no entanto, 

tecido, a 

concentração de glicogênio. Observamos que o H202 promoveu uma 
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depleção dos estoques de glicogênio cardiaco (ver figura 2). 

Sabe-se que o glicogênio, substrato para a produção anaeróbia de 

ATP, é rapidamente depletado durante a isquemia cardiaca (HEARSE 

& CHAIN, 1972). E, em corações depletados de glicogênio, a 

contratura isquêmica se instala mais rapidamente (HEARSE et al., 

1977). Portanto, o glicogênio parece ser uma importante fonte 

energética para o miocárdio durante a privação de oxigênio. Em 

condições aeróbias, no entanto, os ácidos graxos são a principal 

fonte de energia do coração, sendo extraidos do suprimento 

coronariano preferencialmente em relação aos carboidratos. No 

nosso caso, o coração é mantido funcionando mediante perfusão com 

liquido nutritivo oxigenado e contendo glicose. Esta glicose pode 

ser quebrada (glicólise) para produção de energia sob a forma de 

ATP. Sabe-se que o H202 pode inibir a glicólise (CORRETTI et 

al., 1991) . Assim, se a via glicoli tica fica inibida, o 

glicogênio pode estar sendo utilizado como fonte de energia, 

através de glicogenólise. 

A outra hipótese a ser testada era se a perfusão com H202 

estava gerando aumento da LPO. Sabe-se que, durante o stress 

oxida ti vo, pode haver dano tecidual e há mui tos indicias da 

ocorrência de aumento da LPO nesta situação (POST, 1988). Muitos 

procedimentos têm sido sugeridos e utilizados para medir LPO. 

Podemos classificá-los em três grandes grupos, de acordo com os 

principias em que se baseiam: métodos que determinam produtos 

finais da LPO (MDA, alcanos); medida dos produtos secundários da 
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reação em cadeia (GSSG) e métodos que determinam a emissão 

luminosa de espécies excitadas (quimioluminescência) formadas nas 

etapas de terminação (Tabela III). Todos estes métodos tratam de 

medidas indiretas e nenhum deles reúne todos os critérios 

necessários, tais como sensibilidade, seletividade e 

praticabilidade. Não há um 

quantificar LPO. Entretanto, 

procedimento perfeito para se 

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 três métodos bioquímicas e, além 

disso, foi estabelecida concordância com um fenômeno fisiológico. 

Tabela III - Métodos de detecção de stress oxidativo. 

MÉTODO 

Detecção de alcanos 

Liberação de GSSG 

Produção de TBA-RS 

QL espontânea 

QL iniciada por hi­

droperóxidos 

AMOSTRA 

ar expirado 

eritrócitos, fígado e bile 

homogeneizados de tecidos e 

fluidos biológicos 

órgãos intactos 

biópsias de tecidos, fluidos 

biológicos e eritrócitos 

SENSIBILIDADE 

1o-2 - 1o-4 

1o-2 

1o-1 - 1o-2 

1o-10 - 1o-12 

1o-10 
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A técnica de determinação de hidrocarbonetos voláteis no ar 

expirado produzidos durante a LPO, como o etano ou o pentano, 

carece de especificidade já que informa sobre o organismo total e 

não sobre o órgão em estudo e, além disso, está sujeita a 

interferências. Sua utilização em humanos exigiria condições 

muito controladas, por isso não é um método aplicável a estudos 

de rotina. 

A medida da concentração de glutationa oxidada (GSSG) 

liberada pelos tecidos parece estar restrita a glóbulos vermelhos 

e figado ou bile. Neste último caso, se requer cirurgia 

experimental, com o que se limita a sua aplicabilidade. 

A medida colorimétrica de TBA-RS, pela formação de um 

cromógeno cor de rosa com o ácido tiobarbitúrico, é o método mais 

comum devido à simplicidade. Contudo, são 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 

não é especifico, ou seja, várias substâncias formadas durante a 

LPO podem reagir com o ácido tiobarbi túrico, não só o 

malondialdeido (MDA) como se acreditava. A autoxidação do ácido 

linoleico, por exemplo, gera, no minimo, nove produtos de quebra 

que reagem com o TBA ( GUTTERIDGE et al., 197 4) . O MDA é um 

produto de quebra de lipidios hidroperóxidos com três ou mais 

duplas ligações (Figura XIII). 
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FIGURA XIII - Reações em cadeia da LPO, levando à formação 

de MDA (ROSENBLUM et al., 1989). 



167 

Outras substâncias que reagem com o TBA são conhecidas como 

"MDA-like", dentre elas estão o ácido siálico, glicoconjugados, 

açúcares e aldeídos em geral (JANERO, 1990) . Portanto, o método 

colorimétrico leva a uma superestimação da LPO. Por isso, 

técnicas mais sofisticadas e específicas têm sido desenvolvidas 

para a quantificação de TBA-RS. Uma delas é o teste do TBA-RS 

ensaiado por HPLC (cromatografia líquida de alta pressão). 

Através deste ensaio, pode-se obter a quantificação direta de MDA 

livre. o teste do TBA-RS por HPLC tem se mostrado útil para a 

quantificação da LPO em vários trabalhos recentes (CECONI et al., 

1992; CHAKRABARTY et al., 1992i TAVAZZI et al., 1992; CABRÉ et 

al., 1993i NODA et al., 1993). 

Neste trabalho, nós utilizamos o método colorimétrico para a 

quantificação de TBA-RS que, apesar de não representar 

precisamente o conteúdo de MDA do tecido, pode ser visto como um 

índice significativo de LPO em sistemas biológicos e continua a 

ser muito empregado como tal. Como exemplo disso, podemos citar 

alguns trabalhos onde distintas situações de stress oxida ti vo 

foram detectadas mediante o teste colorimétrico do TBA: 

tratamento com adriamicina (LLESUY et al., 

crônico com hidralazina (MAGNER-WRÓBEL et al., 

1985) i tratamento 

1990) ; exposição 

de microssomas, lipossomas e DNA à bleomicina e fenantrolina 

(CECCHINI et al., 1990); exposição de microssomas de fígado de 

rato a t-BOOH (GONZALEZ-FLECHA et al., 1991) i exposição de 

microssomas de fígado de rato a azobis-isobutironitrilo, um 
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radical iniciador de LPO (PALOZZA & KRINSKY, 1991); exposição do 

coração de rato a cumeno hidroperóxido (LE et al., 1992); 

isquemia-reperfusão em .corações de ratos e humanos (JANSSEN et 

al., 1993). Nós observamos um incremento significativo na 

produção de TBA-RS após a perfusão com H202 (ver figuras 3 e 4). 

A LPO é um processo onde se consome oxigênio, na formação 

dos radicais peroxil. Portanto, a medida do consumo de oxigênio 

tecidual pode ser utilizada como um índice de LPO. No nosso 

modelo experimental, observamos que os corações submetidos à 

perfusão com H202 consumiam uma quantidade significativamente 

maior de oxigênio que o controle (ver figura 5). Estes resultados 

estão de acordo com o trabalho de Gonzalez-Flecha e colaboradores 

(1991) que relataram um aumento significativo do consumo de 

oxigênio em microssomas de fígado de rato tratados com t-BOOH. No 

nosso caso, foi considerado apenas o consumo de oxigênio basal, 

já que a adição de t-BOOH nos corações que já haviam sofrido 

stress pelo H202 não determinava um aumento significativo na LPO. 

As medidas da fotoemissão associada à LPO podem ser 

realizadas em modelos in vivo e in vi tro. A determinação da QL 

espontânea, de órgãos in situ (BOVERIS et al., 1980; BOVERIS et 

al., 1981) se baseia na emissão associada à transição ao estado 

fundamenta~ de espécies excitadas produzidas nas etapas de 

terminação da LPO (reações 13 e 14). 

2 1o2 -----> 2 02 + hv (634-703 nm) (13) 
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Ro* -----> RO + hv (380-460 nm) (14) 

A QL espontânea é um ensaio órgão-especifico e não 

destrutivo, mas implica na exposição do órgão, o que o torna de 

difícil aplicação clínica, exceto nos locais que possam ser 

atingidos pelas aberturas naturais do corpo humano (estômago por 

via esofágica ou pulmão pela via traqueal) . Quando o órgão ou 

tecido não for acessível diretamente, é necessário realizar 

cirurgia. 

A QL iniciada por t-BOOH é um método sensível que tem sido 

aplicado para detectar a existência de stress oxidativo associado 

a situações patológicas experimentais tais 

crônico com etanol em ratos (BOVERIS et al., 

com barbi tal em camundongos (FRAGA et al., 

portadores de tumores (BOVERIS et al., 1985) 

como tratamento 

1983), tratamento 

1984), camundongos 

e cardiotoxicidade 

induzida por adriamicina em ratos, camundongos e coelhos (MILEI 

et al., 198 6; LLESUY et al., 1990) . A QL iniciada por t-BOOH é 

facilmente detectada com um contador de cintilação com o circuito 

de coincidência desconectado ou 

dependendo do instrumento. Os 

fototubos sensíveis a emisssões 

operando como um luminômetro, 

contadores têm, usualmente, 

na faixa de 380-620 nm. Neste 

método, a alta concentração de t-BOOH adicionada reage com as 

hemoproteínas oxidadas do tecido. Um homogeneizado de tecido 

mostra, normalmente, os ci tocromos mi tocondriais e do retículo 

endoplasmático em seu estado oxidado. Assim, o t-BOOH 
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acrescentado em excesso reage com as hemoproteínas oxidadas como, 

por exemplo, o citocromo c mitocondrial (CADENAS et al., 1980) ou 

o citocromo P450 microssomal (CADENAS & SIES, 1982), dando, por 

clivagem heterolítica, um radical peroxil (Figura XIV). O t-BOOH 

pode também reagir com ferro (Fe+2), dando um radical alcoxil. A 

produção de ambos radicais, peroxil ou alcoxil, é capaz de 

iniciar as reações em cadeia sobre os fosfolipídios insaturados 

das membranas (RH) . As etapas de terminação da LPO levam à 

produção de espécies excitadas como o oxigênio singlet e 

compostos contendo grupos carbonila em estado excitado (RUSSEL, 

1957) (reações 13 e 14). A fotoemissão detectada está relacionada 

com a desexcitação destes 

endógenos (AH, na figura XIV) 

dois compostos. 

como a glutationa, 

Antioxidantes 

o tocoferol, o 

retinol, etc., podem atuar como bloqueadores das reações em 

cadeia da LPO (chain breakers). Utilizando este método, 

observamos um aumento significativo na fotoemissão após a 

perfusão do coração com H202 (ver figura 6). 

Os resultados do teste do TBA-RS, do consumo de oxigênio e 

da QL iniciada por t-BOOH indicam haver um aumento significativo 

da LPO após a perfusão com H202. Portanto, a perfusão com H202 

constitui-se num importante método de estudo da LPO, semelhante à 

isquemia-reperfusão. 
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FIGURA XIV - Reações envolvidas na QL iniciada por t-BOOH de 

homogeneizados de tecido (LLESUY et al., 199Q). 
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Outro importante objetivo deste trabalho foi verificar se o 

uso de antioxidantes poderia bloquear a LPO e, assim, reduzir as 

contraturas induzidas pelo H202. O termo antioxidante é 

normalmente aplicado aos inibidores das reações em cadeia da LPO, 

como a vitamina E. Mas existem definições mais abrangentes que 

consideram antioxidante qualquer substância que retarda ou 

diminui significativamente a oxidação de um substrato ox·idável 

(HALLIWELL, 1991). Neste caso, ROderia ser incluída 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 corações com as vitaminas ao 

invés de tratar os animais, na tentativa de se observar efeitos 

agudos, durante a ocorrência do stress oxidativo. Para podermos 

realizar a perfusão com vitaminas estas necessitavam ser 

hidrossolúveis a fim de se misturarem com o Tyrode. Então, foram 

usados uma vitamina A hidrossolúvel e um análogo hidrossolúvel 

da vitamina E, o trolox. Há várias referências na literatura da 

ação do trolox como scavenger e quencher de EAO (DAVIES et al., 

1988; MASSEY & BURTON, 1990; WU et al., 1990; LE et al., 1992). 

As concentrações de trolox utilizadas neste trabalho basearam-se 

nos trabalhos de Massey & Burton ( 1990) e de Le et al. { 1992) • A 

concentração de vitamina A foi baseada no trabalho de Ferreira et 

al. ( 1991) . Não há relatos de que as concentrações de vitamina 

utilizadas possam produzir efeitos tóxicos. 
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Perfundindo-se previamente os corações com vitamina A, 

observou-se uma redução significativa das contraturas cardíacas 

induzidas por H202 (ver figura 7). Tem-se noticia de proteção por 

vitamina A contra várias situações de stress oxidativo (LLESUY et 

al., 1985; MILEI et al., 1986; MAGNER-WRÓBEL et al., 1990; 

FERREIRA et al., 1991). A ação protetora da vitamina A no nosso 

modelo pode residir no relaxamento muscular e na vasodilatação 

observados quando se administra esta substância. Esta hipótese 

será melhor discutida adiante. Outra hipótese pode ser fornecida 

avaliando o papel da vitamina A sobre o conteúdo de glicogênio 

cardíaco. A vitamina A parece reduzir o efeito de inibição da 

glicólise produzido pelo H202. Tanto que os corações previamente 

perfundidos com vitamina A que receberam H202 apresentaram 

conteúdos de glicogênio aproximadamente iguais aos dos que só 

receberam vitamina (ver figura 8). No entanto, os corações 

per fundidos apenas com vitamina A apresentaram menor quantidade 

de glicogênio cardíaco que os corações controle. Este fato pode 

ser explicado em termos do aumento da atividade cardíaca 

promovido pela vitamina (aumento da freqüência que será discutido 

mais adiante), o que determinaria um gasto maior de glicogênio. 

Para se evitar esta interferência seria necessário a utilização 

de estimulação elétrica para a manutenção da freqüência (coração 

paced) . Outra hipótese provável para explicar a redução, pela 

vitamina A, da contratura produzida pelo H202 seria pela redução 

da LPO. A vitamina A apresenta ação de quencher de oxigênio 
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singlet (FOOTE & DENNY, 1968). Durante a LPO, há a formação de 

1o2, que 

excitada, 

acelera o 

a vitamina 

processo. Por 

A pode reduzir 

neutralizar esta espécie 

a LPO. Neste trabalho, 

observamos que o grupo vitamina A + H202 apresentou uma redução 

significativa da formação de TBA-RS no perfusado com relação ao 

grupo H202 (ver figura 10). No homogeneizado não se observou 

redução da formação de TBA-RS (ver figura 9). No entanto, a QL 

iniciada por t-BOOH se mostrou reduzida (figura 11), assim como o 

consumo de oxigênio (figura 12). Portanto, a perfusão com 

vitamina A reduziu a LPO e pode ser este um fator importante para 

a redução da contratura cardíaca observada. Este resultado é 

bastante interessante, em vista do curto tempo de tratamento com 

a vitamina (apenas 1 O minutos) e da alta concentração de H202 

utilizada num tempo duas vezes maior (20 minutos) . Apesar disto, 

observou-se uma proteção evidente contra o stress oxidativo 

induzido pelo H202 . 

A perfusão prévia dos corações 

concentrações utilizadas, não reduziu 

contraturas induzidas pelo H202 (ver 

com trolox, nas duas 

significativamente as 

figuras 13 e 14). Há 

inúmeros trabalhos na literatura que relatam um efeito protetor 

da vitamina E ou alfa tocoferol contra situações 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., 1991a; 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 

ação de scavenger de radicais peroxil oito vezes maior que o alfa 

tocoferol (WU et al., 1991) . No entanto, Massey & Burton ( 1990) 

observaram que o trolox e o fitol, utilizados nas mesmas 

concentrações que o àlfa-tocoferol, não foram tão efetivos quanto 

este último na proteção contra o stress oxidativo produzido pelo 

sistema xantina oxidase em cardiomiócitos. O fato de não 

havermos encontrado proteção utilizando o trolox pode ser devido 

à estrutura da molécula. O trolox não é a vitamina E toda, é a 

parte polar (a cabeça) da molécula. Esta porção parece ser a 

responsável pela atividade antioxidante da molécula e a cauda (ou 

fitol) tem efeito estabilizador da mesma. O fitol ancora a 

molécula à membrana plasmática, ficando o trolox voltado para a 

superfície da membrana (MASSSEY & BURTON, 1990) . Sem a 

possibilidade de se intercalar aos lipídios da membrana, o trolox 

perfundido ficaria apenas "lavando" o tecido. Quanto à 

concentração de glicogênio, a resposta do trolox foi semelhante à 

da vitamina A (ver figuras 15 e 16). Assim, o trolox parece 

também reduzir a inibição da glicólise induzida por H202 e 

aumentar o consumo de glicogênio nos corações perfundidos apenas 

com o trolox pelos mesmos motivos explicados anteriormente. Em 

termos de LPO, observa-se que o trolox reduziu a formação 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 oxigênio 
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(figura 22) comparativamente ao grupo H202. Estes resultados são 

coerentes com a literatura que descreve uma ação de bloqueador 

das etapas de propagação da LPO para o trolox. No entanto, apesar 

da LPO estar reduzida, não se observa redução da contratura. Este 

resultado pode significar o envolvimento de algum outro 

mecanismo, além da LPO, no processo de contratura. No entanto, o 

que parece mais provável é que a proteção antioxidante oferecida 

não foi adequada ao aumento do H202 ou que o trolox não 

conseguiu penetrar adequadamente no tecido. A vitamina A reduziu 

a LPO e reduziu as contraturas. No entanto, a vitamina A, por si 

só, promoveu relaxamento do músculo cardíaco, o que não se 

observou com o trolox. A vitamina A, ao interagir com o lo2 • 

forma um carotenóide triplet que dissipa sua energia de excitação 

numa etapa posterior, através de interações rotacionais e 

translacionais com o solvente (KRINSKY, 1989). Essa energia 

liberada pelo carotenóide triplet poderia, de alguma forma, ser 

utilizada no relaxamento dos miofilamentos. 

Além da contratura cardíaca, que é o efeito mais notável, o 

H202 promoveu outras alterações na atividade contrátil. Uma delas 

foi a redução na força de contração, ou seja, o H202 provocou um 

efeito inotrópico negativo sobre o coração isolado (ver figura 

23). Este efeito pode ser uma resposta à progressiva perda da 

função diastólica (contratura). A medida que o músculo vai 

contraturando, o comprimento das fibras diminui e, 

de Frank-Starling (auto-regulação heterométrica 

segundo a lei 

da atividade 
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cardíaca), quanto menor o comprimento das fibras menor a força de 

contração muscular. Oliveira (1993) observou uma correlação 

negativa (r= -0, 84) entre contratura e força de contração . A 

queda da força de contração pode ser, também, devida à depleção 

de energia. Se o miocárdio não tem energia suficiente para 

relaxar (aparecendo a contratura), da mesma forma, não há energia 

para a contração. O grupo vitamina A + H202 não apresenta 

diferença significativa do grupo H202 em termos de queda 

percentual de força (ver figura 24). No entanto, a força do grupo 

vitamina A + H202 não diferiu da do grupo vitamina A. Ou seja, no 

grupo previamente perfundido com vitamina A, o H202 não provocou 

uma queda significativa da força de contração. Da mesma forma, a 

contratura cardíaca se mostrou reduzida neste grupo. O trolox na 

concentração 0,2 mM, reduziu a queda de força induzida pelo H202 

(ver figura 25). Este efeito não foi observado no grupo trolox 2 

mM.- De fato, se compararmos os grupos trolox O, 2 e 2 mM, 

observaremos que o último apresenta uma tendência maior à 

contratura, apesar da diferença não ser estatisticamente 

significativa. Estes dados requerem estudos adicionais para que 

possam ser melhor esclarecidos. 

O H202 tem, também, um efeito cronotrópico negativo sobre o 

coração, ou seja, reduz a freqüência cardíaca (ver figura 27). 

Este achado está de acordo com Bianchini e colaboradores (1988). 

O fato pode ser explicado em termos da inibição, pelo H202, dos 

potenciais de ação das células marcapasso. Esta sugestão baseia-
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se no trabalho de Pooler & Valenzano (1981), onde se observou um 

bloqueio dos canais de sódio e potássio por EAO, em axônios 

gigantes de lagosta. Também foi observado que o H202 pode reduzir 

ou abolir, dependendo da concentração utilizada, os potenciais de 

ação de nervos vagos de cão e de sapo (BELLÓ & BELLÓ, 1989a e 

1989b). A inibição da Na+-K+ ATPase poderia, da mesma forma, 

inibir a geração dos potenciais de ação no miocárdio. As 

vitaminas promoveram um aumento da freqüência cardíaca quando 

comparada aos valores do grupo controle (ver figuras 28, 29 e 

30). A queda na freqüência após a perfusão com H202 foi reduzida 

apenas no grupo trolox 2 mM + H202 (ver figura 30). O fato pode 

ser explicado através da neutralização das EAO pelo trolox, 

reduzindo o bloqueio dos canais iônicos. 

O H202 promoveu uma redução muito evidente do fluxo 

coronariano, ou seja, esta EAO é um potente vasoconstritor 

coronariano (ver figura 31). Esta fantástica vasoconstrição 

observada pode ser devida à ação do H202 sobre o fator relaxante 

derivado do endotélio (EDRF). Foi sugerido por Freeman & Crapo 

(1982) que o H202, pela reação de Fenton ou Haber-Weiss, poderia 

formar 'OH e, este, inativaria o EDRF. Foi também comprovado que 

o EDRF pode ser inativado pelo ·o2- (GRYGLEWSKI et al., 1986). 

Em 1987, foi sugerido que o EDRF é o óxido nitrico (NO). O NO 

ativa a guanilato ciclase que, então, forma o cGMP 

monofosfato cíclico). O cGMP promove o relaxamento 

(BAST et al., 1991) (ver figura XV) . O '02- é 

(guanosina 

dos vasos 

formado no 
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endotélio dos vasos e regula o tônus da musculatura lisa vascular 

por sua interação com o NO' (LAURINDO et al., 1991). O H202 está, 

também, envolvido na síntese de PG, como o tromboxano A2, que 

induz agregação plaquetária e vasoconstrição (PIPER & VANE, 

1969). 
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FIGURA XV - Regulação do tônus vascular (adaptado de ABRAMS, 

1991). 
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Estudos mais recentes apontam para a existência de um fator 

constrictor derivado do endotélio (EDCF) cicloxigenase­

dependente. A liberação deste fator reduziria o relaxamento (ver 

figura XV) . Foi sugerido que este fator seria a prostaciclina 

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

Observou-se uma alteração na atividade da cicloxigenase em 

ratos espontaneamente hipertensos, levando a uma maior liberação 

de EDCF, dificultando o relaxamento dos vasos ( IWAMA et al., 

1992). Esta alteração na cicloxigenase poderia ser devida a um 

aumento na LPO, já que esses animais apresentavam menor conteúdo 

de vitamina E e maior conteúdo de MDA na membrana do músculo 

cardíaco (JANERO et al., 1989). 

Assim, o H202 administrado ao coração pode estar inativando 

o EDRF e/ou ativando o EDCF dependente da cicloxigenase, 

determinando a vasoconstrição observada. Ainda, a concentração de 

H202 empregada poderia estar lesando o endotélio e, assim, 

provocar o efeito observado. 

Neste modelo de estudo, a vasoconstrição induzida pelo H202 

pode ser um fator envolvido no fenômeno da contratura. Isto 

porque a contratura é significativa somente a partir do décimo 

quinto minuto de perfusão com H202. No entanto, em experimentos 

prévios, observou-se o surgimento instantâneo de contratura 

cardíaca ao injetar H202 em bolus em corações isolados e 

perfundidos de rato (BELLÓ & BELLÓ, 1988). Com este experimento, 
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fica evidente que a contratura induzida pelo H202 não é devida à 

redução do fluxo coronariano. 

No presente trabalho, a vasoconstrição pode estar 

amplificando o efeito do stress induzido pelo H202. As vitaminas 

aumentaram o fluxo coronariano em relação ao controle. Este fato 

pode ser devido a alguma ativação enzimática ou à redução das 

EAO, levando a uma maior liberação do EDRF. No entanto, as 

vitaminas não conseguiram reduzir a vasoconstrição induzida pelo 

H202. Neste caso, a produção de EAO foi maior do que o aumento 

das defesas antioxidantes, não podendo ser evitado o stress 

oxidativo. 

Todos estes achados merecem estudos adicionais para que os 

mecanismos de ação destes fenômenos possam ser elucidados. 

O modelo da contratura cardiaca induzida pelo H202 confirma 

as hipóteses que sugerem a participação das EAO nos danos 

observados no miocárdio isquêmico e reperfundido. Este modelo tem 

se mostrado útil para o estudo das alterações fisiológicas e 

bioquimicas decorrentes do stress oxida ti vo no coração. Neste 

trabalho, 

medida do 

foram implantadas, em nosso laboratório, 

stress oxidativo através da LPO que 

técnicas de 

podem ser 

utilizadas em diversas situações experimentais. Os resultados 

positivos do uso da terapia antioxidante no miocárdio podem 

servir de base para investigações futuras, podendo, esta, ser 
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aplicada como proteção em distintas situações de stress 

oxidativo. 



.. 
S CONClUSOES 

5.1 A perfusão com H202 (256 mM) à pressão constante provoca 

contratura no coração isolado de rato. 

O H202 promove uma redução significativa do conteúdo de 

glicogênio. 

aumenta significativamente a LPO, como foi 

demonstrado pelo aumento da produção de TBA-RS, pelo aumento do 

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

Este modelo de estudo produz efeitos semelhantes à isquemia-

reperfusão e pode ser utilizado como um método de pesquisa para a 

compreensão dos processos envolvidos neste fenômeno. 

5.2 A perfusão prévia do coração com vitamina A (50 

U.I./ml), por 10 minutos, reduz a contratura provocada pelo H202. 

A vitamina A impede a redução no conteúdo de glicogênio. 
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A vitamina A reduz a LPO induzida pelo H202, o que foi 

demonstrado pelo teste do TBA-RS, pelo consumo de oxigênio e pela 

QL iniciada por t-BOOH. 

5. 3 A per fusão prévia do coração com trolox (O, 2 ou 2 rnM) 

não reduz significativamente a contratura provocada pelo H202. 

O trolox impede a redução no conteúdo de glicogênio. 

O trolox reduz a LPO induzida pelo H202, como foi 

demonstrado pelo teste do TBA-RS, pelo consumo de oxigênio e pela 

QL iniciada por t-BOOH. 

5.4 A perfusão com H202 promove um efeito inotrópico 

negativo no coração isolado. 

O trolox 2 rnM não impede a queda de força promovida pelo 

A vitamina A e o trolox 0,2 mM protegem o miocárdio contra o 

inotropismo negativo induzido pelo H202. 

5.5 A perfusão com H202 provoca um efeito cronotrópico 

negativo no coração isolado. 

O trolox 2 M reduz o efeito cronotrópico negativo induzido 

pelo H202. 

5.6 A perfusão com H202 promoveu vasoconstrição coronariana 

evidente. 
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A vitamina A ou o trolox aumentam o fluxo coronariano em 

relação ao grupo controle, ou seja, estas vitaminas provocam 

vasodilatação. Este resultado é muito interessante e abre novas 

perspectivas de investigação. 

A perfusão com vitamina A ou trolox, nas concentrações 

empregadas, não impede a vasoconstrição induzida pelo H202. 
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