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Queremos saber...

Queremos saber...0 que vao fazer...com as novas invencdes
Queremos noticia mais séria, sobre a descoberta da anti-matéria e suas implicacdes
Na emancipacdo do homem, das grandes populacdes
Homens pobres das cidades, das estepes, dos sertdes
Queremos saber, quando vamos ter raio laser mais barato
Queremos, de fato, um relato...retrato mais sério do mistério da luz
Luz do disco voador...pra iluminacdo do homem
Tao carente, sofredor...tdo perdido na distancia, da morada do senhor
Queremos saber, queremos viver confiantes no futuro...

Por isso se faz necessario prever qual o itinerario da ilusao...

A ilusédo do poder...pois se foi permitido ao homem
Tantas coisas conhecer...é melhor que todos saibam o que pode acontecer

Queremos saber, queremos saber, queremos saber, todos queremos saber...

Gilberto Gil
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RESUMO

A deficiéncia em tiamina € conhecida por causar disfun¢cdes no sistema cardiaco. Neste
trabalho, varios parametros foram analisados tentando esclarecer aspectos até agora pouco
conhecidos a respeito da deficiéncia de vitamina B1 sobre o coracdo. Foi realizada a analise
histolégica do ventriculo esquerdo onde se verificou uma menor espessura € um menor
namero de cardiomiécitos, bem como, uma menor largura e comprimento dos mesmos no
coracao de ratos deficientes em tiamina. Um outro parametro analisado foi a verificacdo da
capacidade contratil de células isoladas onde se pode observar uma reducdo na capacidade
contratil dos ratos DT quando estimuladas a frequéncia de 1Hz. Além disso, nos ratos
deficientes em tiamina foi observado um menor consumo de oxigénio, bem como, aumento
dos niveis de lactato plasmaticos. Quando se analisou a producdo das espécies reativas do
oxigénio em cardiomidcitos verificou-se um aumento na producédo superéxido e peréxido de
hidrogénio. A atividade da enzima superéxido dismutase ndo demonstrou alteracdo nos
coracdo de ratos deficientes em tiamina onde verificamos um aumento de sua expressao
protéica neste tecido. A atividade e a expressdo da catalase foram aumentadas, porém a
atividade e a expresséo da glutationa peroxidase foram diminuidas. Um aumento nos niveis de
TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitarico) e a presenca de processo apoptoético
foram verificados no coracdo de ratos deficientes em tiamina. As correntes de potassio
sensivel ao ATP (Katp) mostraram uma maior sensibilidade a glibenclamida nos cardiomiocitos

de ratos deficientes em tiamina.

Palavras Chaves: Apoptose, Capacidade contratil, Catalase, Coracao, Deficiéncia em tiamina,

Estresse oxidativo, Glutationa peroxidase, Katp. Superoxido dismutase.



ABSTRACT

Thiamine deficiency is known to cause dysfunction in the cardiac system. In this work, several
parameters were trying to clarify issues so far little known about the deficiency of vitamin B1 on
the heart. We performed histological analysis of the left ventricle where there was a lower
density and a lower number of cardiomyocytes, as well as a smaller width and length of those in
the heart of mice deficient in thiamin. Another parameter analyzed was the verification of the
contractile capacity of isolated cells where they can see a reduction in the contractile capacity of
DT mice when stimulated the frequency of 1Hz. Moreover, mice deficient in thiamin was
observed a lower oxygen consumption, as well as increased levels of plasma lactate. When we
analyzed the production of reactive oxygen species in cardiomyocytes, there was an increase in
the production of superoxide and hydrogen peroxide. The activity of superoxide dismutase
showed no change in the hearts of mice deficient in thiamin where we saw an increase of its
protein expression in this tissue. The activity and expression of catalase were increased, but the
activity and expression of glutathione peroxidase were decreased. An increase in the levels of
TBARS (thiobarbituric acid reactive substances) and the presence of the apoptotic process
were observed in hearts of mice deficient in thiamin. Currents of ATP-sensitive potassium
(KATP) showed a greater sensitivity to glibenclamide in cardiomyocytes of rats deficient in

thiamin.

Keywords: Apoptosis, Catalase, Contractile capacity, Heart, Katp Glutathione peroxidase,

Oxidative stress, Superoxide dismutase, Thiamine deficiency.
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1. TIAMINA

A tiamina (figura 1), também conhecida como vitamina B1, foi a primeira vitamina a
ser descoberta, sendo considerada um componente biologicamente ativo necessario para
a atividade vital de homens e animais (Stepuro, 2005). Esta vitamina, soluvel em agua, é
encontrada em quantidades aprecidveis em graos integrais, leveduras e em alguns
legumes e frutas (Szefer & Lebiedzinska, 2006). Pelo fato de n&o poder ser sintetizada

pelo organismo, a dieta torna-se de fundamental importancia para a obtengéo da vitamina

B1.
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TIAMINA PIROFOSFATO (TPP)

Figura 1- Estrutura molecular da tiamina pirofosfato

A deficiéncia de tiamina, que é considerada um problema de saude em diversas
populagdes mundiais, torna-se comum em pessoas com déficits nutricionais, com graves
distarbios gastricos, anorexia nervosa, prolongada nutricdo parenteral ou que sofrem de
alcoolismo cronico (Mcintyre & Stanley, 1971; Butterworth, 2003; Klein et al., 2004).
Acrescenta-se ainda, que fatores fisicos como pH e temperatura, cozimento prolongado
de alimentos e a ingestao de alimentos contendo quantidades significantes de tiaminases
e componentes anti-tiamina (presentes em plantas) podem auxiliar na perda desta
vitamina (Butterworth, 2003; Batifoulier et al., 2005). No caso do alcoolismo, a deficiéncia

de tiamina resulta de uma combinacdo de fatores decorrentes de uma absorcao
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inadequada da vitamina devido a uma pobre nutricdo e/ou pela ma absorcdo
gastrintestinal, como consequéncia de doencgas gastricas. Além disso, ocorrem perdas
dos estoques de tiamina no figado associadas a doencas hepaticas, devido a excessiva
ingestao de alcool. Existem evidéncias de que o etanol, por si, inibe o transporte de
tiamina através do trato gastrintestinal, além de inibir a fosforilacdo de tiamina para sua
forma ativa, éster difosfato, que é requerida para o metabolismo energético (Butterworth,
2003). A acéo do alcool no receptor NMDA de glutamato (neurotransmissor excitatorio)
aumenta a vulnerabilidade do individuo aos efeitos da deficiéncia de tiamina (Thomson &
Marshall, 2005). Existem estudos de monitoramento de neurotransmissores cerebrais
demonstrando que mesmo niveis normais de glutamato extracelular podem ser toxicos e
conduzir a morte celular em regides vulneraveis a deficiéncia de tiamina (Todd &
Butterworth, 2001).

As principais desordens devido a deficiéncia de vitamina B1 s&o o beribéri e a
Sindrome de Wernicke-Korsakoff (WKS) (Pires et al., 2005; Stepuro, 2005). Existem dois
tipos de beribéri: 0 seco e o umido. O beribéri seco causa danos ao sistema nervoso
sendo caracterizado por neuropatia periférica que consiste em alteragdes na velocidade
de conducdo dos nervos sensores e motores (Butterworth, 2003). Ja o beribéri tmido
causa danos ao sistema muscular e cardiovascular sendo caracterizados por taquicardia,
dispnéia, hipotenséo, cardiomegalia, insuficiéncia cardiaca congestiva, fraqueza muscular
e edema nos membros inferiores (Mcintyre & Stanley, 1971; Zangen & Shainberg, 1997,
Hahn et al., 1998; Butterworth, 2003; Klein et al, 2004; Kioke et al, 2006). Menos
comumente se apresenta como uma disfuncdo cardiaca fulminante, com baixo débito
cardiaco, conduzindo a morte em poucas horas se néo tratado; este recebe o0 nome de
beribéri de Shoshin (Mcintyre & Stanley, 1971; king et al, 1972). Ja a sindrome de
Wernicke-Korsakoff € uma séria desordem neurolégica associada a deficiéncia de

tiamina, comum em pessoas que sofrem de alcoolismo crénico devido a uma ma nutricdo
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e absorgdo da vitamina B1 (Homewood & Bond, 1999; Fellgiebel et al., 2003). E aceito
gue Wernick estaria relacionado a um quadro agudo devido a deficiéncia de tiamina,
enquanto Korsakoff € considerado uma fase crbnica que progride a partir de um
agravamento de Wernick (Homewood & Bond, 1999). Esta doenca, que é caracterizada
por alteracdes em nivel estrutural e/ou funcional, conduz a uma diminuicdo na densidade
de células de Purkinje, degeneracado cerebelar, danos neuronais, déficits de aprendizado
e memoria, conduzindo até mesmo, ao coma e morte (Homewood & Bond, 1999; Baker et
al., 1999; Thomson & Marshall et al., 2005; Pires et al., 2005). Os sintomas decorrentes
desta sindrome s&o oftalmoplegia, ataxia, confusdo mental, apatia, lentiddo psicomotora
e, quando progride para um estado mais grave, que caracteriza Korsakoff, € comum se
verificar quadros de amnésia (Buttterworth et al; 1993; Homewood & Bond, 1999;
Fellgiebel et al., 2002; Munir et al; 2002). Wernick provavelmente resulta da combinacéo
de alguns fatores como deficiéncia de tiamina, excessiva ingestdo de 4alcool e
suscetibilidade genética (Thomson & Marshall, 2005; Guerrini, et al., 2007). O
desaparecimento dos sintomas em pacientes com deficiéncia desta vitamina é obtido com
a administracdo de tiamina (oral, intra-venosa ou intra-muscular) que conduz a uma
melhora progressiva do quadro (Munir et al.,, 2001; Thomson & Marshall, 2005).
Resultados recentes obtidos pelo nosso grupo confirmaram a presenca de desordem
motora nos animais que foram submetidos a uma dieta livre de tiamina (Oliveira et al.,
2007a).

A tiamina e seus ésteres de fosfato (tiamina monofosfato (TMP), tiamina difosfato
(TDP) e tiamina trifosfato (TTP) funcionam como coenzimas, sendo que a tiamina
difosfato é essencial para a atividade de importantes complexos como o da transcetolase,
piruvato desidrogenase e da o-cetoglutarato desidrogenase (figura 2) (Zangen &
Shainberg, 1997; Gibson & Zang, 2002; Bubber et al., 2004). Por isso, torna-se essencial

para o metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, ajudando na producédo de



18

energia celular, de ribose, além de proteger os tecidos contra danos oxidativos por manter
reduzida a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) formado na via das
pentoses (da Cunha et al., 2007).

O complexo da piruvato desidrogenase (PDHC), uma enzima mitocondrial, é
responsavel pela descarboxilacdo do piruvato, provindo da oxidagéo da glicose, em acetil-
CoA. Alteragbes no funcionamento da PDHC, devido a deficiéncia de vitamina B1,
conduzem a uma oxidagdo incompleta da glicose (glicélise anaerdbica) que € uma das
maiores causas do aumento plasmatico e citosélico de acido lactico (Naito et al., 2002;
Bubber et al., 2004; Stryer et al., 2008). Além da PDHC, a atividade da o-cetoglutarato
desidrogenase (KGDHC), que também € uma enzima mitocondrial, é alterada em
resposta ao déficit de tiamina (Bubber et al., 2004). Esta enzima, que faz parte do ciclo de
Krebs, é responsavel em conjunto com outras enzimas, pela oxidacdo de carboidratos,
lipidios e proteinas. Sendo assim, alteragcbes na sua atividade podem vir a causar
diferentes disfuncdes metabdlicas para o organismo, devido a uma menor producédo de
NADH e consequentemente da sintese de ATP (Szweda et al., 2002). A transcetolase,
por outro lado, € uma enzima citosolica envolvida na via das pentoses fosfato. Esta
enzima é uma transferase que tem por funcéo converter o excesso de ribose 5-fosfato
produzido no citosol em gliceraldeido 3-fosfato e frutose 6-fosfato, que a seguir é
encaminhado para a via glicolitica, onde podera ser oxidado para obtencéo de energia ou
utilizado para a sintese de glicogénio (Bykova et al., 2001; Stryer et al., 2008).

Sabe-se que os estoques de tiamina no figado e no musculo sdo esgotados apos
duas semanas de auséncia da vitamina em ratos. Uma diminuicdo na atividade das
enzimas da qual a tiamina é cofator, € verificada, assim como uma reducéo significativa
na obtencao de energia a partir de combustiveis metabdlicos como carboidratos, lipidios e
aminoacidos (Szweda et al., 2002; Mancinelli et al.,, 2003). Bubber et al. (2004)

mensuraram a atividade de todas as enzimas do ciclo de Krebs, bem como, do complexo
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da piruvato desidrogenase em um estudo com cérebro de camundongos deficientes em
tiamina durante 10 dias. Neste estudo, foram verificadas alteracdes em enzimas nao
dependentes de tiamina como succinato desidrogenase (27% de inibicdo) e malato
desidrogenase (12% de inibicdo). Da mesma maneira, uma reducdo de 21,5% da
atividade do complexo da a-cetoglutarato desidrogenase foi observada e a atividade da
piruvato desidrogenase, que foi diminuida em 10,5%. A diminuicdo da atividade das
enzimas da qual a tiamina n&o é cofator foi atribuida a um provavel aumento do estresse

oxidativo, j& que elas possuem grupamentos que seriam modificados por radicais livres.

Gli(.:lose
' E:n(tj::es NADP?
y
"] NADPH
.V
Piruvato

Piruvato
Desidrogenase

Cetoglutarato
Desidroginase

Bubber et al., 2004

NAD+
Transporte Eletrons ATP

Figura 2 - Enzimas dependentes de tiamina: transcetolase, piruvato desidrogenase e a-cetoglutarato

desidrogenase.
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2. ESPECIES REATIVAS DO OXIGENIO (ROS) E O ESTRESSE OXIDATIVO

O oxigénio molecular € uma molécula diatdmica (O,) onde dois atomos de oxigénio
estdo ligados um ao outro possuindo dois pares de elétrons desemparelhados (Chandel &
Budinger, 2007). O oxigénio € liberado das plantas pela fotossintese sendo necessario
para a respiracdo de organismos aerObicos como os mamiferos, que utilizam essa
molécula para geracdo de energia atraves da sintese de ATP nas mitocéndrias (Valko et
al., 2006; Chandel & Budinger, 2007). Esta energia, requerida para a sobrevivéncia do
organismo (crescimento celular, manutencao de estruturas e gasto de energia) é provida
pelo fluxo de elétrons na cadeia respiratéria devido aos processos de oxidacdo de
moléculas organicas, sendo o oxigénio o aceptor final destes elétrons (Schafer &
Buettner, 2001). Porém, apesar da necessidade de O, para existéncia de vida, esta
molécula pode interferir em processos de transferéncia de elétrons no ambiente formando
espécies reativas do oxigénio (ROS) (Chandel & Budinger, 2007). ROS podem ser
derivadas tanto do oxigénio quanto do nitrogénio sendo o oxigénio essencial para
formacdo de todas as ROS e RNS (espécies reativas do nitrogénio) (Fang et al., 2002;
Valko et al., 2006). Os derivados do oxigénio incluem o anion superoxido (O27), hidroxil

(OH), peroxil (ROy), alcoxil (RO’) e o hidroperoxil (HO2), ja os derivados de nitrogénio,
incluem o o6xido nitrico (NO) e o dioxido de nitrogénio ((NO;). Todas estas espécies sao

caracterizadas por ter um ou dois elétrons desemparelhados sendo instaveis e muito
reativas (Fang et al., 2002; Valko et al., 2006). Tanto os radicais livres derivados do
oxigénio quanto os derivados do nitrogénio podem ser convertidos em outras espécies
reativas nao radicalares como o peroxido de hidrogénio (H,O;) e peroxinitrito (ONOO-)
(Fang et al., 2002).

A mitocondria é considerada o principal local de formacdo de superoxido e este

processo ocorre principalmente nos complexos I, Il e lll da cadeia respiratoria, sendo que,
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a formacéo de ROS nos complexos | e Il ocorre na matriz mitocondrial e no complexo Il
ocorre tanto na matriz mitocondrial quanto no espaco intermembrana (figura 3) (Valko et
al., 2006; Chandel & Budinger, 2007). Uma pequena porcentagem dos elétrons
transferidos para os complexos protéicos na mitocodndria se complexa com o oxigénio
circundante formando as espécies reativas do oxigénio (Urso et al., 2003). Além da
mitocéndria, outra fonte de geracdo de anions superdxido na célula € o complexo da
NAD(P)H oxidase, uma enzima presente na membrana celular de fagdcitos (neutrdfilos,
macréfagos e eosindfilos), fibroblastos, células endoteliais, células do musculo liso
vascular e no coragédo (Murdoch et al., 2006; Oudot et al., 2006). No momento em que um
fagocito € exposto a um estimulo ele tem a habilidade de reconhecer particulas estranhas
e destrui-las por desencadear uma série de reacdes chamadas de exploséo respiratoria
devido a producdo de O, (Sharikabad et al., 2004; Zhao et al., 2008). Além deste, a
oxidagdo da xantina ou hipoxantina pela xantina oxidase, a autoxidagdo de monoaminas
(epinefrina, norepinefrina e adrenalina), a oxidacdo da hemoglobina na presenca de
metais de transi¢do, a reducdo de um elétron do O, pelo citocromo P450 e pela enzima
Oxido nitrico sintase sdo também fontes geradoras de anions superdoxido na célula (figura
4, 6) (Matés & Sanchez-Jiménez, 2000; Masella et al., 2005). Adicionalmente, diversas
flavoproteinas mitocondriais como o sitio da a- lipoamida desidrogenase do complexo da
o -cetoglutarato desidrogenase ou a flavoproteina que faz a transferéncia de elétrons pela
B oxidacdo sdo possiveis candidatos para a formacdo de ROS na mitocondria (Kudin et

al., 2005).
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Figura 3 - Formagédo de ROS na cadeia transportadora de elétrons.

Nos sistemas bioldgicos, a célula possui um conjunto de moléculas mantidas no
estado redox em muitos constituintes celulares (Schafer & Buettner, 2001). Este estado
tem sido definido como a razdo da interconversdo entre formas oxidadas e reduzidas a
partir de um acoplamento redox especifico como, por exemplo, o do [NAD')/[NADH] e
GSSG/2GSH (Schafer & Buettner, 2001). O estado redox da célula, mantido dentro de
uma estreita variacdo sob condicbes normais, determina o funcionamento celular
podendo ser alterado sob condi¢des patologicas (Valko et al., 2006). Este estado pode
ser comprometido, por exemplo, pelas concentracdes aumentadas de metais de transicao
como o ferro, cobre, cobalto e cromo devido as reac¢des redox que sdo desencadeadas
pelos mesmos (Valko et al., 2006). A liberacdo destes metais das proteinas celulares,
bem como, sua presenca no ambiente intracelular faz com que os mesmos participem de
reacoes de Fenton gerando como produto final o radical hidroxil (figura 4) (Sheline & Wei,
2006). Acrescenta-se ainda que o anion superéxido é capaz de liberar o ferro do interior

de proteinas ajudando no desencadeamento da reacdo de Fenton (Kehrer, 2000). Além
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disso, o superoxido e H,O, participam das reagcfes de Haber - Weiss (figura 4) formando
radical hidroxil (Kehrer, 2000). A formacdo de ROS ou RNS pode ser danosa por eles
serem extremamente reativos, jA que o acumulo das ROS é conhecida por causar
estresse oxidativo, danos no DNA e membranas, mutagenicidade, degeneracdo dos
tecidos, envelhecimento prematuro e morte celular por apoptose (Matés & Sanchez -
Jiménez, 2000; Giles et al, 2001; Orhan et al., 2006). O superoxido e H,O, sao
produzidos em varios sistemas biolégicos, mas reagem com outras moléculas em baixas
concentragdes principalmente quando comparados com radical hidroxil (Molina & Garcia,
1997) e sdo metabolizados efetivamente e seletivamente proximos aos locais onde sao
produzidos (Kira, Sato & Inoue et al., 2002). J& o radical hidroxil tem uma alta reatividade
sendo a mais perigosa ROS produzida intracelularmente sendo conhecido por reagir com
componentes do DNA danificando bases nitrogenadas e também pentoses como a

desoxirribose (Barja, 2002; Day 2004; Du & Gebicki, 2004).

1) Reagdo de Fenton

Fel < 07— Fe'=0

Fe'+H;0, — Fe < HO +HO

2) Reacdo de Haber-Weiss

0y +Hily —— 02 HO +HO Chandel & Budinger, 2007

Figura 4- Reacado de Fenton e Haber —Weiss

Sabe-se que a célula continuamente produz radicais livres e ROS como parte dos
processos metabdlicos normais e, apesar das diversas disfuncdes celulares ocasionadas
por estas espécies elas sdo essenciais para a vida sob condi¢cdes fisiologicas
(concentracdes baixas ou moderadas) (Cnubben et al., 2001; Urso et al., 2003). Estes

compostos estdo envolvidos na defesa do organismo contra agentes infecciosos,
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detoxificacdo de xenobibticos, em transducdo de sinais, transcricdo de genes, inducdo de
uma resposta mitogénica na replicacéo celular, regulacdo do metabolismo e ativacédo da
enzima guanilato ciclase nas células (Cnubben et al., 2001; Urso et al., 2003; Forman
2007). Tem sido mostrado que o precondicionamento isquémico pode ser bloqueado por
“scavengers” de ROS e tem sido sugerido que a cardioprotecao seria iniciada por ROS
gue levariam a ativacdo de sinais que conduziriam a cardioprotecdo (Kabir et al., 2006).
Kabir et al., 2006 demonstrou que a cardioprotecdo no precondicionamento isquémico
induzido por ROS € dependente da ativacdo de PKC. Acrescenta-se ainda que ROS
como o peroxido de hidrogénio e o superéxido medeiam a ativacdo e a inibicdo de
fosforilacdo e desfosforilagdo catalisada por proteinas kinases e fosfatases (Afanas’ ev,
2006). Diversos estudos tém demonstrado que o perdxido de hidrogénio e o superdxido
sdo capazes de ativar essas enzimas independentemente. O perdxido de hidrogénio é
capaz de ativar e inibir proteinas kinases e 0 superoxido € capaz de inibir a
desfosforilacdo catalisada por proteinas fosfatases, fazendo essa sinalizacao através de
duas proteinas as serinal/treonina fosfatases e as tirosinas fosfatases (Afanas’ ev, 2006).
Além disso, o aumento na formacdo de ROS n&o necessariamente significa que elas
causarao danos oxidativos na célula, ja que essas espécies podem ser detoxificadas
pelos sistemas antioxidantes (Orhan et al.,, 2006). Porém, ROS podem se tornar
citotoxicas quando em excesso conduzindo a uma condicdo chamada de estresse
oxidativo (Masella et al., 2005).

O estresse oxidativo se caracteriza por um desbalanco intracelular entre sistemas
antioxidantes e ROS de modo que as defesas antioxidantes sao insuficientes para limpar
e neutralizar totalmente os niveis aumentados de ROS que sdo formadas por reacdes
metabdlicas que utilizam o oxigénio (Cnubben et al., 2001; MacCarthy & Shah, 2003).
ROS podem modificar covalentemente residuos dentro de proteinas especificas, sejam

elas citosdlicas ou fatores de transcricdo nuclear e isto pode ter importantes implicacdes
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para um numero de doencas cardiovasculares onde se acredita que o estresse oxidativo
exerca importantes fung¢des (Liu et al., 2005). Consequentemente, o aumento destas
espécies reativas pode conduzir a mudangas permanentes na transducdo de sinal e
expressdo de genes comprometendo assim a integridade e a sobrevivéncia da célula
(Matés et al., 1999; Cnubben et al., 2001). A degradacdo de estruturas intracelulares
como lipidios, proteinas e DNA pode implicar no desenvolvimento de doencas como
cancer, diabetes mellitus, injaria de isquemia e reperfusdo, aterosclerose, doencas
cardiovasculares, desordens degenerativas e envelhecimento (Matés et al.,, 1999;
Cnubben et al., 2001; Johnson, 2002). Diversos estudos tém demonstrado que ROS
estdo aumentadas na insuficiéncia cardiaca, contribuindo para esta patofisiologia por
iniciar processos apoptoticos, bem como interferir diretamente na homeostase do calcio
(Farré & Casado, 2001).

Quando o aumento dos radicais livres for maior que a habilidade da célula para
neutraliza-los, estes radicais poderdo atacar componentes celulares especialmente
lipidios de membrana iniciando rea¢bes em cadeia denominadas peroxidacdo lipidica
(LPO) que, conduzem a geracao de mais radicais e ROS que podem vir a danificar outros
componentes celulares como proteinas e DNA (Urso et al., 2003). A peroxidagéo lipidica
€ uma complexa sequéncia de reacfes bioquimicas, amplamente definida como uma
deterioracdo oxidativa de acidos graxos poliinsaturados (Ahmad, 1995). O resultado da
quebra destes lipidios € a formacédo de produtos toxicos para a célula como o pentano, 4-
hidroxi-2-nonenal (HNE), malondialdeido (MDA), hidroperéxidos lipidicos e dienos
conjugados (Cnubben et al., 2001). E conhecido que o HNE inibe o complexo da piruvato
desidrogenase e a-cetoglutarato desidrogenase, provavelmente por modificar
covalentemente o acido lipdico presente na estrutura dessas enzimas (Sheline & Wei,
2006). A verificacdo da peroxidacdo lipidica inclui a avaliacdo dos niveis destes

compostos, sendo que, em muitos estudos os niveis de MDA tém sido comumente
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utilizados através do ensaio de TBARS (substancias reativas ao &cido tiobarbiturico)
como um biomarcador de danos oxidativo aos lipidios (Urso et al., 2003; Lykkesfeldt,
2007).

O processo de LPO (figura 5) se da quando radicais livres e outras espécies reativas
(*OH, HOOes, ONOO-) extraem um atomo de hidrogénio a partir de um &acido graxo
insaturado e um radical lipidico é formado (Fang et al., 2002). Em seguida, um atomo de
oxigénio é adicionado a este radical formando um radical lipidico peroxil (LOQe). Este, por
sua vez, propaga reacbes em cadeia de peroxidacdo por abstrair um atomo de hidrogénio
a partir do acido graxo insaturado proximo, com a produgcdo de um hidroperéxido lipidico
gue pode ser decomposto para formar o radical alcoxil (LOe) e outros produtos (Fang et
al., 2002; Urso et al., 2003). Esta série de reagdes de peroxidacgédo lipidicas iniciadas por
ROS com producdo de radicais peroxil e alcoxil lipidicos quando em excesso podem

danificar a integridade celular (Fang et al., 2002; Urso et al., 2003).
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Figura 5- Reacdes seqlenciais envolvidas na peroxidacao lipidica.
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3. Sistemas Antioxidantes Enzimaticos

Devido a producdo de radicais livres nos diferentes processos metabolicos e a
necessidade dos mesmos para manter a homeostase celular, diferentes sistemas
enzimaticos de defesas antioxidantes como a superéxido dismutase, catalase, glutationa
peroxidase e redutase, entre outros, sdo produzidos na célula como mecanismo de
defesa (figura 6) (Molina & Garcia, 1997; Urso et al., 2003). A funcéo destes sistemas é a
de evitar um desbalanco na relacédo sistema antioxidantes/ROS, ja que o aumento das
ROS pode conduzir a varias condices patolégicas (Matés et al., 1999). Além disso, em
resposta ao estresse oxidativo as células ativam a expressdao de um numero de genes
incluindo aqueles que sao requeridos para a detoxificacdo das ROS, bem como os de
reparo e manutencédo da homeostase celular (Liu et al., 2005).

O bom funcionamento das enzimas antioxidantes se da devido a presenca e
capacidade de oxi-redugcao de metais de transicao presentes em sua estrutura. Metais de
transicdo exercem importantes funcbes em sistemas bioquimicos, em particular, nos
sitios ativos de algumas enzimas que séo, por este fato, denominadas de metaloenzimas
(Carrasco et al., 2006). A estrutura eletronica no local ativo do metal representa uma inter
relacéo entre diferentes estados de oxidacdo dos mesmos (Carrasco et al., 2006). Tanto
a SOD quanto CAT e GPx sao metaloenzimas responsaveis por defender o organismo de
ROS e desse modo manter a integridade celular (MacCarthy & Shah, 2003; Sahin &
Gumuslu et al., 2006). Além destes, sistemas ndo enzimaticos como as vitaminas A, C, E,
glutationa (GSH), flavondides e ubiquindis também atuam contra ROS (Matés et al., 1999;
Fang et al., 2002; Urso et al., 2003).

Os mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo envolvem a prevencao da
formacdo de ROS, mecanismos de reparo, defesas fisicas e defesas antioxidantes

(Ahmad, 1995; Valko et al., 2006). A determinacdo da atividade e expressdo protéica de
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sistemas antioxidantes (SA), a mensuracdo do produto de macromoléculas oxidadas e a

deteccdo direta de radicais livres tém sido comumente utilizadas em diversos estudos

para avaliar o estresse oxidativo celular (Fang et al., 2002).
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Figura 6 - Mecanismos de acao dos diferentes sistemas antioxidantes
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3.1. Superoéxido dismutase (SOD)

A reacgdo de dismutacéo (figura 7) de duas moléculas de &nion superoéxido resulta na
formacdo de peroxido de hidrogénio e oxigénio catalisada pela enzima superoxido
dismutase (SOD) (EC 1.15.1.1), considerada a primeira linha de defesa contra superéxido
(Matés et al., 1999; Skulachev, 1999; Chandel & Budinger, 2007; Fernandes et al., 2007).
As células de mamiferos tem trés isoformas da SOD uma dependente de cobre e zinco
(CuZn - SOD ou SOD1), uma dependente de manganés (Mn -SOD ou SOD2) e uma
extracelular também dependente de cobre e zinco (EC-SOD ou SOD3) (NozyK Grayck et
al., 2005; Chandel & Budinger, 2007). A CuzZn-SOD (32KDa) (figura 7) esta localizada no
espaco intermembranar da mitocondria, nucleo, citosol e peroxissomas e possui duas
subunidades idénticas, onde cada uma possui um atomo de Zn e um de cobre no seu
sitio ativo (Kira, Sato & Inoue 2002; Chandel & Budinger, 2007). A Mn-SOD (figura 7)
localizada na matriz mitocondrial € um homotetramero de peso molecular de 96KDa que
possui um atomo de Mn por subunidade que cicliza entre Mn(ll) e Mn(lll) e retorna a
Mn(lll) durante os dois passos de dismutacdo do superoxido (Matés & Sanchez -
Jiménez, 2000). JA4 a EC-SOD (135KDa) €& uma proteina tetramérica secretada
extracelularmente e ligada a polissacarideos sulfatados na superficie de membranas com
alta afinidade a glicosaminoglicanos como heparina (Matés et al., 1999; NozyK Grayck et
al., 2005; Chandel & Budinger, 2007). Sua funcdo é detoxificar o superoxido do
compartimento extracelular, limitando, assim, a reacdo do anion superoxido com 6éxido
nitrico, a fim de evitar a formacao de peroxinitrito na matriz (NozyK Grayck et al., 2005).
Em células de mamiferos tanto a Cu/Zn quanto a Mn SOD sao reguladas por uma
variedade de sinais incluindo a regulagédo em resposta ao estresse oxidativo (Landis &

Tower, 2006). Estudos recentes mostram a importancia das SODs nos processos anti-
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inflamatorios, anti-cancer e anti-envelhecimento, além de ajudar a evitar o infarto do

miocardio (Carrasco et al., 2007).

Reacao:

20, + 2H* —= 5 H,0;+ 0,

Estrutura Molecular

His120 \,
; His 163

Asp 159

Gin 143
Tyr 34

Cu/ZnSOD MnSOD

Landis & Tower 2006

Figura 7— Reacdo catalisada pela SOD Cu/Zn e Mn e a distribuicdo geométrica dos residuos de

aminoacidos presentes em seu sitio ativo.

Estudos com knockout da SOD Cu/ Zn indicam que a eliminacdo do seu gene em

roedores esta associada com hepatocarcinogénese, infertilidade em fémeas, doencas

degenerativas e diminuicdo do tempo de vida (Cullota et al., 2006). E conhecido que a

ativacdo do receptor B-adrenérgico no coracdo contribui para a progressao da

insuficiéncia cardiaca e que esta estimulacdo aumenta o estresse oxidativo no coragao.

Em um estudo com ratos adultos estimulados com isoproterenol, Srivastava et al. 2007
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observaram hipertrofia, aumento da funcdo sistdlica e aumento do estresse oxidativo.
Neste estudo eles observaram aumento dos produtos de lipoperoxidacéo (MDA e HNE) e
verificaram também significante reducdo na atividade da CuzZn- SOD, bem como, uma
diminui¢@o nos niveis de seu RNAm, sendo que, nenhuma mudanca na atividade e niveis
de RNAmM na Mn- SOD, CAT e GPx foi observada.

A importancia da Mn-SOD foi demonstrada em um estudo com nocautes
homozigotos para essa enzima, onde os mesmos desenvolveram-se normalmente no
Utero, porém morreram depois do nascimento apresentando cardiomiopatia dilatada
(Sawyer et al., 2000). Acrescenta-se ainda um estudo em que Misawa et al. 2006
demonstraram que camundongos deficientes para SOD-Mn morriam durante a vida

embrionaria ou em estagio precoce do desenvolvimento pds-natal.
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3.2. Glutationa peroxidase (GPx)

A glutationa peroxidase (EC 1.11.1.9), uma importante peroxidase responsavel pela
remocdo de H,O, em agua e oxigénio (figura 8) € encontrada em mamiferos no citosol,
mitocondria, reticulo endoplasmatico e nucleo (Antunes et al., 2002). A GPx (figura 8) é
uma enzima com quatro subunidades idénticas com peso molecular de 80KDa possuindo
5 isoenzimas em mamiferos, sendo que, o nivel de cada isoforma varia dependendo do
tecido (Matés et al., 1999, Fukuhara et al., 2005). A GPX-1 est4 localizada na maioria dos
tecidos, a GPx-2 é econtrada principalmente no trato gastrintestinal, a GPX-3 é a isoforma
encontrada no plasma, a GPx-4 é encontrada junto de fosfolipidios de membrana e a
GPx-5 é encontrada no epididimo (Matés & Sanchez - Jimémez, 2000; Fukuhara et al.,
2005).

Embora o substrato da GPx , assim como o da catalase, é o H,O, ela pode atuar
também em lipidios e outros hidroperéxidos organicos (Matés et al., 1999). A GPx pode
ser dividida em dois tipos de enzimas uma dependente e uma independente de selénio
(Cnubben et al.,, 2001). As dependentes de selénio catalisam a remocao de H,O, e
hidroperoxidos organicos e as independentes de selénio séo inativas frente ao H,O, e s6
detoxificam hidroperoxidos (Cnubben et al., 2001). Para a GPx exercer sua atividade e
detoxificar o H,O, esta enzima precisa oxidar a glutationa (GSH) formando glutationa
dissulfeto (GSSG), impondo para isso um estresse oxidativo e energético para a célula, ja
que a reducdo da glutationa oxidada (GSSG) € um processo dependente de energia
(Giles et al; 2001; Antunes et al., 2002). A enzima glutationa redutase utiliza o NADPH
para conseguir reduzir a GSSG e regenerar GSH que sera utilizada pela GPx (Fang et al.,
2002). O metabolismo da glicose e o ciclo das pentoses fosfato exerce uma funcéo crucial
na producdo de NADPH e manutencéo da razdo de GSH:GSSG e consequentemente no

estado redox normal da célula (Fang et al., 2002 ). Quando a concentracao intracelular de
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GSH diminui e de GSSG aumenta a demanda por NADPH aumenta marcadamente (Fang
et al., 2002). Este evento necessita de um aumento do metabolismo da glicose pela via
das pentoses, o maior responséavel pela producdo do NADPH intracelular (Fang et al.,
2002).

Reacéo:

GPx
H:07 + 2G5H —— H:0 + GS5G

Estrutura molecular

Zhang et al (2005)

Figura 8- Reacao catalisada pela GPx e a distribuicdo geométrica dos residuos de aminoacidos

presentes em seu sitio ativo.

A GSH, considerada o maior tampao citosolico redox, estd presente dentro das
células em concentragcdes milimolares e atua como primeira linha de defesa para
detoxificacdo das ROS (Masella et al., 2005). A GSH, um cofator para diversas enzimas,
€ um tripeptideo sintetizado a partir do glutamato, cisteina e glicina, necessaria para que

a mesma consiga detoxificar os peroxidos produzidos como consequéncia de varias
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reacfes metabdlicas (Schafer & Buettner, 2001; Townsend et al., 2003). Este tripeptideo
€ conhecido por atuar como um agente redutor e, quando reage com as ROS sao
oxidadas por estas espécies, formando pontes dissulfeto com as mesmas e
neutralizando-as (Giles et al., 2001). No nucleo, a GSH mantém o estado redox de
proteinas que contém sulfidrilas que sdo necessarias para o reparo do DNA, ja que o0s
residuos de aminoacidos presentes nessas proteinas, em particular os de cisteina, séo
suscetiveis a oxidacéo pelas ROS/RNS (Valko et al., 2006). A GSH pode reagir também
com uma variedade de xenobidticos uma reacéo catalisada pela glutationa-S-transferase
e também limpar diretamente e indiretamente ROS (radical peroxil lipidico, peroxinitrito e
H,O,) (Fang et al., 2002). Acrescenta-se ainda, que a GSH metaboliza carcinogénios,
poluentes ambientais, drogas e diversos xenobiéticos (Cnhubben et al., 2001).

Shiomi et al. 2004 em um estudo com camundongos transgénicos que super
expressavam GPx demonstraram um aumento na atividade desta enzima no coracao,
sem mudanca na atividade das outras enzimas antioxidantes. A expressao excessiva da
GPx inibiu o remodelamento do ventriculo esquerdo e a insuficiéncia cardiaca depois da
inducdo do infarto do miocardio nos animais transgénicos, onde o melhoramento das
fungBes do ventriculo esquerdo foi acompanhado por uma menor hipertrofia, apoptose e
fibrose. Além disso, as concentracdes de substancias reativas ao &cido tiobarbiturico

foram diminuidas nos camundongos transgénicos em relacdo aos controles.
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3.3. Catalase (CAT)

A catalase (EC 1.11.1.6) (figura 9) é uma enzima que atua na remoc¢do de duas
moléculas de H,O, formando duas moléculas de agua e oxigénio (O;), produtos nao
toxicos a célula, sendo encontrada nos peroxissomos e em menores niveis no citosol e
mitocondria cardiaca (Antunes et al., 2002; Diaz et al., 2005). Os peroxissomos contém
grandes concentragfes de catalase, prevenindo a acumulagao de H,O, produzido devido
ao alto consumo de O, utilizado para oxidacdo de moléculas biologicas (Valko et al.,
2006). A catalase € uma proteina tetramérica constituida de quatro subunidades idénticas
de 60 KDa e com uma massa molecular de 240 KDa que possui um grupamento heme
em seu sitio ativo localizado internamente, o que explica a habilidade desta enzima em
usar somente substratos pequenos (Diaz et al., 2005; Kirkman & Gaetani, 2006). Enzimas
contendo heme como algumas peroxidases dentre elas a catalase, formam um
intermediario em comum, o oxiferril porfirina, que é gerado via reacdo do H,O, com o
atomo de ferro presente no heme e, esta reacdo € determinada pela acessibilidade do
substrato (H»,0;) a seu sitio ativo (Fujji, 2002; Matsunaga & Shiro, 2004). O heme
funciona como um reservatério de elétrons providenciando um potencial redox requerido
para uma variedade de funcdes cataliticas (Matsunaga & Shiro, 2004). A atividade
catalitica desta enzima é considerada uma das mais altas encontradas em mamiferos

(Kirkman & Gaetani, 2006).
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Figura 9- Reacao catalisada pela CAT e a distribuicdo geométrica dos residuos de aminoéacidos

presentes no seu sitio ativo.

A catalase possui menor atividade em tecidos especificos sob condicdes normais,
guando comparado a glutationa peroxidase, exercendo uma importante funcao de defesa
sob condi¢cdes de estresse oxidativo, como uma resposta adaptativa celular (Matés et al.,
1999). O tecido cardiaco contém baixos niveis de catalase e esta enzima funciona com
uma menor funcdo na detoxifichio do peréxido de hidrogénio em relacdo a GPx,
comparado a outros tecidos como o figado (Molina & Garcia, 1997). Ren et al (2007) em
um estudo com camundongos transgénicos com diferentes idades que expressavam
excessivamente a catalase observaram que esta enzima pode interferir no
envelhecimento, prolongando o tempo de vida. Esta conclusdo pode ser explicada devido
a atenuacdo das disfungcdes contrateis, bem como, a melhora na mobilizacdo de célcio

intracelular em camundongos que super expressavam de forma exagerada esta enzima.



38

Esse resultado demonstrou que a catalase protege o cardiomidcito das disfungdes

contrateis induzidas pelo envelhecimento.
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4. APOPTOSE

A morte celular € um dos eventos chaves na biologia, onde a homeostase celular é
mantida por um balanco entre 0 aumento e a diminui¢do no niumero de uma populacéo de
células (Kunnapuli et al., 2006). Este processo € regulado fisiologicamente e
geneticamente, exercendo fungdo central no desenvolvimento normal dos 6rgéos,
controle do numero e delecdo de células ndo funcionais e anormais (McConkey, 1998;
Kumar & Jugdutt, 2003; Takemura & Fujiwara, 2004).

A morte celular programada ou apoptose traz diversas mudancas celulares, dentre
elas, a perda de contato com as células vizinhas, formacédo de vacuolos citoplasmaticos,
condensacao/fragmentacdo da cromatina que envolve a ativacdo e/ou sintese de
endonucleases que fragmentam o DNA (McConkey, 1998; Kunnapuli et al., 2006). O
nicleo é fragmentado, mas outras organelas subcelulares sdo preservadas
morfologicamente até o estagio final (Takemura & Fujiwara, 2004). A célula fragmentada,
chamado corpo apoptético, € circundada pela membrana plasmatica que ainda
permanece intacta fazendo com que o contetdo celular ndo seja liberado (Takemura &
Fujiwara, 2004). Os corpos apoptéticos sdo removidos rapidamente antes da perda da
integridade da membrana, na auséncia de processos inflamatérios (McConkey, 1998;
Kunnapuli et al., 2006). Além disso, na célula apoptoética ocorrem mudangas na superficie
da membrana celular que s&o caracterizadas pelo movimento de ’flipping” da
fosfatidilserina da membrana interna para a externa da membrana plasmatica devido a
oxidagdo induzida pelas ROS (McConkey, 1998). Depois do aparecimento da
fosfatidilserina no folheto externo, da membrana mitocondrial externa, ocorre o
reconhecimento da célula apoptética pelos fagdcitos (Skulachev, 1999).

A apoptose pode ser induzida por uma variedade de estimulos, dentre os

bioguimicos encontra-se uma deplecdo moderada de ATP, aumento do célcio intracelular,
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deplecdo da GSH, inibicdo de Bcl-2 e produgéo das ROS (McConkey, 1998). Este evento,
bioquimicamente distinto da necrose, acontece sem a presenca de inflamacao e ocorre
por uma via coordenada e pré-determinada, que pode ser modulada para manter a
viabilidade celular (Abdelwahid & Smith, 2007). Além disso, a apoptose é controlada por
uma inte-relagdo entre um grupo de proteinas pro-apoptéticas chamado Bax e proteinas
anti-apoptéticas chamadas Bcl-2, sendo que, o balango relativo entre proteinas pro-
apoptéticas e anti-apoptoticas determina a susceptibilidade da célula a morte programada
(Thatte et al.,, 2004). Ja a necrose é acompanhada por processos inflamatorios que
resultam de um efeito somatdrio, a partir de muitos processos biogquimicos
independentes, que sado ativados por grave perda de energia e sendo de dificil prevencao
(Abdelwahid & Smith, 2007). A explicagdo ortodoxa para a perda de miécitos seria a
necrose celular, mas na ultima década diversos estudos mostram a funcéo da apoptose
na génese da insuficiéncia cardiaca (Garg et al., 2005). O aumento, a diminuigdo ou a
auséncia de apoptose exerce importantes funcdes no desenvolvimento de varias
doencas, incluindo as autoimunes, neurodegenerativas e desordens cardiovasculares
(Kumar & Jugdutt, 2003).

Kumar & Jugdutt, 2003 hipotetizaram que 0 estresse oxidativo pode ser o maior
estimulo apoptdtico em diferentes doencas cardiacas (figura 10). Diversas disfuncdes
celulares podem levar a um desbalanco entre a producdo das ROS e os sistemas
antioxidantes, sendo que, um aumento das ROS é responsavel por levar a abertura de
um poro de permeabilidade transitéria dependente das ROS na membrana mitocondrial
interna (Skulachev, 1999). A abertura deste poro faz com que a mitocondria nao
sobreviva por um longo tempo, ja que a sintese de ATP e o importe de proteinas requer a
manutencao do potencial de membrana, que todavia, colapsa devido ao desarranjo da
membrana mitocondrial interna devido a abertura deste poro (Skulachev, 1999). A perda

da integridade da membrana mitocondrial, além de levar a dissipacdo do potencial de
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membrana, faz com que ocorra um aumento do volume celular devido a liberacdo de
todas as proteinas mitocondriais para o citosol, dentre elas, o citocromo c, fator indutor de
apoptose (AlIF) e algumas pré-caspases (McConkey, 1998; Skulachev, 1999). Tem sido
demonstrado que a mitocondria gera a cascata apoptética inicial através da reducdo no
potencial mitocondrial e liberacdo do citocromo ¢ que se complexa e ativa uma proteina
citosélica chamada APAF-1 (fator ativador 1 da protease apoptética) que ativa a cascata
das caspases 3, 8 e 9, resultando em danos no DNA e apoptose (Thatte et al., 2004; Dent
et al., 2007).

As caspases, uma familia de aspartil-cisteino proteases, existem na forma de pro-
enzimas em todas as células e mediam processos apoptéticos por agdes proteoliticas em
um numero de outras proteinas estruturais, aumentando a disfuncédo sistélica na
insuficiéncia cardiaca (Garg et al., 2005). Nas caspases ocorre a hidrélise da pré-caspase
inativa 9 para uma forma ativa caspase 9 que entdo hidrolisa a pro-caspase 3 para
caspase 3, esta ataca diversas proteinas que ocupam posi¢do chave no mapa metabdlico
resultando em draméticas mudancas no metabolismo celular que resultam em morte
celular programada (Skulachev , 1999). A actina, que é o principal componente da banda
Z no musculo, € um dos alvos das caspases 3, onde, a degradacdo da actina pode
auxiliar na disfuncédo do ventriculo esquerdo e progressdo do remodelamento cardiaco
(Garg et al., 2005).

Durante o desenvolvimento a apoptose contribui para a morfogénese do coragao,
além de contribuir para a morfogénese de outros 6rgdos. A morte por apoptose do
cardiomiécito ocorre durante a embriogénese e depois do nascimento, sendo que, a
apoptose esta envolvida na morfogénese do sistema de conducéo, incluindo o nodo atrio
ventricular e sua fibras (Takemura, & Fujiwara, 2004). A apoptose é considerada uma
falha patologica chave para o remodelamento na insuficiéncia cardiaca funcionando como

um fator de transicdo entre um mecanismo compensado/descompensado no
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desenvolvimento desta patologia (Garg et al., 2005; Abbate et al., 2008). A presenca de

apoptose depois de um infarto do miocérdio se correlaciona com uma severa insuficiéncia

cardiaca provavelmente devido a perda do miocardio funcional e aumento do

remodelamento do ventriculo esquerdo (Garg et al., 2005). A perda aguda de midcitos e o

progressivo remodelamento na tentativa de sobrevivéncia do ventriculo contribuem para a

disfuncéo do mesmo (Garg et al., 2005).

Isquemia - Reperfusao
Infarto do Miocardio

Insuficiéncia Cardiaca ™
Hipertrofia

1 — ANTIOXIDANTES

ros
ESTRESSE /
s OXIDATIVO Bcl:

Py
=G

ALTERACOES
MITOCONDRIAS

Citocromo C

Caspase-9

4

1 BAX/Bcl,  AlF

Caspase-3

| <
~
“
do DNA
L )
1 | W,

“B NECROSE €G——m— Apoptose

Kumar & Jugdutt, 2003
—Jp  ATIVACAO

=] INIBICAO -
Disfuncao Cardiaca

FASE INICIAL

FASE DE EXECUCAO

FASE FINAL

Figura 10- Diagrama esquematico mostrando vias apoptéticas induzidas por estresse oxidativo e os

mecanismos de defesas antiapoptéticos envolvidos nas diferentes doencas cardiacas.
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5. O TECIDO CARDIACO

O coracdo é um 0rgdo metabolicamente ativo que consome aproximadamente de
20-30 vezes seu proprio peso em ATP por dia (Ormerod et al., 2008). O musculo cardiaco
pode metabolizar uma variedade de moléculas produtoras de energia como lactato e
corpos cetdnicos, porém, a maior parte do ATP provém da oxidacdo de acidos graxos
(60-90%) e da glicose (20-40%) (Ormerod et al., 2008). Esta demanda de energia &
proveniente da respiracdo mitocondrial (aproximadamente 90%), sendo que esta organela
ocupa cerca de um ter¢o do volume do cardiomiécito (Ormerod et al., 2008). No musculo
cardiaco de ratos, a densidade mitocondrial é alta constituindo acima de 35% do volume
celular (Bers 2001; Sheran & Pepe, 2006). Existe uma relacdo estequiométrica entre a
razdo de oxidacdo de combustiveis carbonados, reducdo quimica de NADH e FADH,,
fluxo através da cadeia transportadora de elétrons, consumo de oxigénio, fosforilagdo
oxidativa, hidrélise de ATP, interacdo actina-miosina e contratilidade cardiaca (Stanley et
al., 2005). A regulacdo do metabolismo no miocardio esti ligada a concentracdo de
substratos, concentragcdo de hormonios, fluxo coronariano e estado nutricional do tecido
(Stanley et al.,, 2005). O consumo de oxigénio corporal total (VO;) normalmente é
determinado pela necessidade metabdlica dos tecidos, sendo a frequéncia cardiaca
ajustada para manter a liberacdo adequada de O, nos tecidos (Rady et al., 1994). A
reducdo do débito cardiaco e da liberagdo de O, tem sido associada a alta mortalidade na
insuficiéncia cardiaca (Rady et al., 1994). Devido a tiamina ser uma coenzima de enzimas
importantes envolvidas no metabolismo intermediério, sua deficiéncia acarreta uma
diminuicdo do metabolismo oxidativo e consequentemente a producéo de ATP (Bubber et
al., 2004) o que conduz a mudancgas estruturais e bioquimicas que auxiliam no progresso
da cardiomiopatia neste modelo (Gibson & Zang, 2002; Butterworth et al., 2003; Oliveira

et al., 2007).
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Anormalidades cardiacas devido a disfungdes bioquimicas e estruturais séo
provocadas por uma diminuicdo na producdo de ATP e caracterizam o estagio final da
insuficiéncia cardiaca (Stanley et al., 2005). A insuficiéncia cardiaca pode ser vista como
uma desordem progressiva cronica, com alto indice de morbidade e mortalidade, que
resulta de uma variedade de doencas cardiacas incluindo infarto ou isquemia do
miocérdio, cardiomiopatias e estados de sobrecarga e pressdo devido a uma inter relacao
de disturbios hemodinamicos, neurohormonais, imunoldgicos e metabolicos (Anker et al.,
1999; Casado & Farré, 2001; Garg et al., 2005). Esta desordem normalmente é iniciada
depois que algum dano acontece ao musculo cardiaco devido a mudancas nas fung¢des
dos cardiomidcitos que podem tanto levar a perda dos mesmos como a mudancas nas
fungBes sistdlica e diastélica o que leva a incapacidade do miocardio em gerar forca e do
coracdo de se contrair normalmente (Piano et al., 1998; Casado & Farré, 2001). Sabe-se
que a performance do miocardio em mamiferos depende de fatores que incluem a
arquitetura dos ventriculos, a sobrecarga contra a qual o muasculo deve trabalhar e o
estado contratil do miocéardio, sendo que a capacidade do coracdo de realizar trabalho
mecanico € essencial para o movimento do sangue através do sistema circulatério
(MCDonald et al., 1998). A alteracdo no esvaziamento ou enchimento dos ventriculos,
gue caracteriza a insuficiéncia cardiaca, faz com que a demanda dos tecidos periféricos
por oxigénio e metabdlitos seja insuficiente (Piano et al., 1998).

O estresse oxidativo, manifestado como uma excessiva producdo de espécies
reativas do oxigénio e uma acumulagéo de célcio intracelular e considerado mediadores
chave para a progressdo de doencas cardiovasculares como a insuficiéncia cardiaca,
injuria de isquemia e reperfusdo, inflamacgéo, arritmias, disfuncbes mecéanicas do
ventriculo esquerdo e infarto do miocardio (Wattanapitayakul & Bauer, 2001, Wang et al.,
2008). Na insuficiéncia cardiaca um desbalancgo entre a producéo das ROS e das defesas

antioxidantes celulares, assim como alteragdes do metabolismo energético cardiaco
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podem influenciar, direta ou indiretamente, as fun¢des do miocérdio (Seiva et al., 2008).
Evidéncias do aumento das ROS no miocardio tém sido observadas em modelos animais
com insuficiéncia cardiaca, onde uma diminuicdo da atividade ou expressdo de enzimas
antioxidantes pode contribuir para o estresse oxidativo e progressao desta patologia (Sam
et al., 2005).

Alteracdes no contetdo de célcio intracelular também podem conduzir a muitos
problemas na contratura do cardiomiécito. O Ca** é um dos maiores reguladores dos
mecanismos celulares no musculo cardiaco, por exemplo, no processo de acoplamento
excitacdo-contracdo, que € iniciado pela geracdo de um potencial de acdo, sendo
determinado por uma interrelagdo de varios canais idnicos, transportadores e outras

proteinas (Calaghan et al., 1999; Bers, 2001).
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5.1. Acoplamento excitag&o/ contracao

A membrana plasmética exerce uma importante funcdo atuando como uma barreira
separando o conteudo celular do meio externo fazendo com que as concentracdes
ibnicas dentro das células sejam diferentes das do lado extracelular (Hille 2001). Devido a
isso, existe uma diferenca de potencial elétrico entre o citoplasma e o meio extracelular
fazendo com que um gradiente eletroquimico através da membrana plasmatica seja
estabelecido para cada espécie ionica. Devido a estas diferengcas nos gradientes
eletroquimicos ocorre a sinalizagdo entre as células e o sistema como um todo (Stanfield
& Aidley, 1996). A atividade elétrica nas células € determinada por uma complexa inter
relacdo entre diferentes tipos de canais ionicos. Os canais iGnicos sao um grupo de
proteinas que estéo inseridas na membrana celular e que permitem o rapido fluxo de ions
através da mesma, sendo que este movimento de ions gera uma corrente elétrica
(Stanfield & Aidley, 1996). Disfuncdes nesses canais sdo a causa de diversas doencas,
sendo que um grande numero de drogas e toxinas animais e vegetais tem sido estudado
por atuarem sobre os mesmos com finalidades terapéuticas (Elinder et al., 2007).

Os canais idnicos possuem trés principais propriedades: eles conduzem ions,
reconhecem e selecionam ions especificos e se abrem e se fecham em resposta a
diferentes sinais (Stanfield & Aidley, 1996). A seletividade é uma propriedade conferida
pelos canais ibnicos onde somente ions particulares, que denominam o canal, passam
pela membrana tais como sdodio, potassio, calcio ou cloreto. Outros sdo seletivos para
uma ampla variedade de grupos idnicos tais como cations monovalentes ou céations em
geral (Hille, 2001). A seletividade se da, pois o canal possui regides estreitas que atuam
como se fossem verdadeiras “peneiras moleculares” fazendo com que o ion ainda
hidratado, neste local, perca a maior parte de sua 4gua de hidratacdo e em troca forme

ligacdes quimicas fracas com residuos de aminoacidos polares localizados na parede dos
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canais ionicos (Hille, 2001). Logo, podemos entender que a seletividade dos canais
ibnicos se deve tanto a interacdes quimicas especificas quanto a “peneira molecular”
resultante do diametro do poro (Hille, 2001). O fluxo de ions através dos canais ibnicos é
passivo, ndo sendo necessario gasto de energia metabdlica pelos canais (Hille, 2001).
Vérios estimulos podem levar a abertura ou ao fechamento de um canal, ja que a
abertura e o fechamento do poro regulam as correntes idnicas através da membrana e
consequentemente as funcdes corporais vitais (Elinder et al., 2007). Alguns canais sao
abertos por fatores quimicos como neurotransmissores ou moléculas mensageiras
citoplasmaticas, outros sdo abertos por mudancgas na voltagem e outros por estimulos
sensoriais de varios tipos (estiramento, pressao, tempertura) (Stanfield & Aidley, 1996).
Além dos canais regulados, existem o0s que nao sdo modulados e que estédo
constantemente abertos ou fechados na célula em repouso contribuindo para a
manutencao do potencial de repouso (Hille, 2001). Nos canais dependentes de voltagem
as frequéncias de abertura e fechamento sdo altamente dependentes do potencial de
membrana (Hille, 2001). Esses canais sdo essenciais nas fungdes do sistema nervoso e
muscular formando a base para a condugéao de impulsos nervosos, contragdo muscular e
transmissao sinptica (Elinder et al., 2007). Para que um estimulo cause a transi¢do de
um canal do estado fechado para o aberto deve-se fornecer energia que, nos canais
dependentes de voltagem, é suprida pela movimentacdo de uma regido carregada na
proteina do canal denominada sensor de voltagem, através do campo elétrico da
membrana (Hille, 2001). Este movimento de cargas do sensor de voltagem através do
campo elétrico confere ao canal uma variagdo de energia livre, alterando seu equilibrio
entre os estados fechado e aberto (Hille, 2001). Este local chamado regido S4 é um
motivo dotado de cargas positivas, sendo que, a despolarizagdo tende a mover estas
cargas para fora através do campo elétrico da membrana e este movimento de cargas

pode ser medido como um componente da corrente capacitiva. Canais dependentes de
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voltagem podem assumir um estagio refratdrio apds sua ativacdo e esse processo é
chamado de inativagdo. Os canais assumem trés estados conformacionais: fechado e
passivel de ser ativado (repouso), aberto (ativo), e fechado e néo passivel de ser ativado
(“refratario”) (Hille, 2001).

Nas células excitaveis o potencial de acdo € gerado por fluxos ibnicos através de
diversos canais idnicos (Roepke & Abbott et al., 2006). Diferentes estimulos, como os
elétricos, mecanicos e quimicos podem alterar o potencial de repouso da membrana para
um valor critico, denominado limiar, que resulta em um potencial de acdo (Bers et al.,
2001). Quando a resisténcia da membrana é alta, ou seja, os canais estdo fechados,
pequenas mudancas na atividade dos canais podem exercer efeitos draméticos no
potencial de membrana e na atividade elétrica celular (Proks et al., 2008).

O potencial de acdo de uma célula cardiaca ocorre devido a rapida despolarizacao
inicial e a reverséo da polaridade da membrana que séo causadas pelo influxo rapido de
fons Na" para o meio intracelular, através dos canais para Na* dependentes de voltagem
(Na,), sendo esses chamados de canais rapidos (Bers 2001). Os canais para sodio tém
como fungcdo gerar uma grande e breve corrente de entrada Ina € causar o
desencadeamento do potencial de acdo e, isto se d4, por uma breve abertura destes
canais (Bers 2001). Os canais para Na“ se inativam rapidamente para que ocorra a
recuperacdo do potencial de membrana para seus valores negativos e estes canais
requerem repolarizagdo para se recuperarem da inativagdo antes que outro potencial de
acao possa ocorrer (Bers 2001). Durante a despolarizacédo inicial dos miocitos cardiacos
0 potencial de acdo entra em um estado de platd que é causado principalmente pelos
canais para calcio do tipo L (Stanfield & Aidley 1996). Estes canais se abrem e se
inativam mais lentamente que os canais rapidos para sodio. Existem dois tipos de canais
para calcio nos midcitos cardiacos os do tipo T e os do tipo L, sendo que, as correntes

dos canais para calcio do tipo L sdo predominantes na maioria das espécies estudadas
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(Bers 2001). As correntes do tipo T ndo sdo detectdveis na maioria dos miocitos
ventriculares, mas estdo presentes nas células dos sistemas de conducdo e nos atriais
(Bers 2001). O influxo de Ca*" ocorre inicialmente através de uma ativacéo répida dos
canais para calcio do tipo T e é sustentada pelos canais para calcio do tipo L na fase de
platd (Abboutt et al., 2006). As correntes de calcio do tipo T se ativam em potenciais mais
negativos que as do tipo L contribuindo para fases iniciais do potencial de agao (Abboutt
et al., 2006). A inativagdo das correntes do tipo L € mais lenta que as do tipo T e
dependente tanto do potencial de membrana quanto de calcio. Quanto maior a amplitude
dos transientes de calcio mais acelerada é a inativagdo dessas correntes (Bers 2001). As
correntes de calcio do tipo L contribuem para uma corrente despolarizante de entrada no
potencial de a¢éo cardiaco sendo sustentada durante o platd do potencial de acdo e esta
€ a corrente de entrada que deve ser contrabalancada pelas correntes de potassio
dependentes de voltagem K, (Abboutt et al., 2006).

O evento de acoplamento excitagdo-contracéo cardiaca é um processo de conducéo
elétrica do miocito que é mediado por mudancas no calcio citosolico livre devido a
liberacéo deste ion a partir do reticulo sarcoplasmatico ativando os filamentos contrateis
(Bers 2002; Iribe & Kohl, 2008). A entrada de calcio através dos canais para calcio do tipo
L é essencial para desencadear a contracao celular, pois a entrada deste ion provoca a
liberacdo de mais calcio do reticulo sarcoplasmético da célula através de um canal
conhecido como receptor de rianodina (Venetucci et al., 2007) Devido a isso, a entrada de
célcio pelos canais para calcio do tipo L é uma chave molecular para gerar sinais
guimicos e elétricos essenciais para a fisiologia celular (Cens et al., 2006). A atividade
contratil nos miécitos cardiacos é determinada pela concentracéo intracelular de Ca* e
da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca*? (Verdujin et al., 2007). A entrada de Ca™ e
sua liberagdo do reticulo sarcoplasmatico aumentam a concentracdo do célcio livre

intracelular e este ion liga-se a proteina troponina C ativando a maquinaria contratil (Bers
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2001, 2002). A sensibilidade dos miofilamentos ao calcio € modulada por um delicado
balanco entre a fosforilacdo por quinases, por exemplo, a proteina kinase A e C (PKA e
PKC), a kinase de cadeia leve da miosina (MLCK) e a kinase Il dependente de Ca'*? -
calmodulina (CaMKII) e também pela desfosforilagdo por fosfatases (Verduyn et al.,
2007). Por outro lado, para que aconteca o relaxamento deve haver a remocdo do Ca™a
partir do citosol. Diferentes proteinas sdo responsaveis por diminuir a concentracdo do
célcio intracelular, entre elas, a Ca*?- ATPase do reticulo sarcoplasmatico e sarcolemal, o
trocador Na*/Ca®* e o uniporte mitocondrial de Ca*? (Bers 2002; Iribe & Kohl, 2008). As
alteracbes no acoplamento excitacdo-contragdo que caracterizam a insuficiéncia cardiaca
acontecem devido a mudancas na dindmica do Ca?* que modificam o potencial de acéo e
o transiente de Ca®" modificando a capacidade de contracdo e relaxamento do
cardiomidécito (Luo et al., 2006). Sabe-se que a geracdo do potencial de acdo € essencial
para a excitabilidade elétrica propagando informagfes de célula para célula no coracéo e
fazendo com que este 6rgdo funcione como um sincicio (Bers, 2001). A completa
repolarizacdo celular e o fim do potencial de acdo ocorrem pelo fechamento dos canais
para calcio do tipo L e pela abertura e aumento da condutancia dos canais para potassio
(Abboutt et al., 2006). Os canais para potassio no miocito cardiaco sdo o mais diverso
grupo exercendo diversas fungdes como, por exemplo, determinar o potencial de repouso
da membrana, a frequéncia cardiaca, a forma e duracdo do potencial de acao (Tamargo
et al, 2004). Além disso, sdo 0s mais importantes alvos para a acgdo de
neurotransmissores, horménios, drogas e toxinas que modulam a funcdo cardiaca
(Tamargo et al., 2004). Nas células musculares atriais e ventriculares o potencial de
repouso é préximo de -80mV sendo que o potencial de agdo tem uma fase de
despolarizacdo muito rdpida e um overshoot a partir de OmV para alcancar um pico entre

+30 e +50mV (Bers, 2001). Ja a repolarizacdo é muito mais rapida nos atrios que nos
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miécitos ventriculares e fibras de Purkinje, sendo que, nas fibras ventriculares, ha um
platd mais proeminente (Bers, 2001).

Diversos estudos tém demonstrado alteracées que acontecem na contratilidade de
miécitos cardiacos quando o organismo € submetido a deficiéncia em tiamina, ja que,
esta deficiéncia é conhecida por acarretar mudancas no metabolismo cardiaco,
mudancas eletrofisiolégicas e na morfologia do miocardio (Aldinger 1965; Rindi and
Rapuzzi 1966; McCandless et al. 1970; Cappeli et al. 1990; Zanghen & Sahinberg 1997,
Oliveira et al., 2007). Porém, uma menor atencdo tem sido dada as alteracdes nas
propriedades contrateis neste modelo. Estudos com midcitos cardiacos isolados em
outros modelos tém mostrado as propriedades mecanicas em cardiomiocitos medindo-se
0 encurtamento celular e mostrando diferencas na magnitude de contragcdo e na
velocidade de encurtamento do musculo cardiaco (Cazorla et al., 2000). A contratilidade
cardiaca é modulada pela freqiiéncia de estimulacdo, onde frequéncias de estimulacdo
menores (1- 3Hz) séo tipicamente utilizadas nos estudos de contratilidade dos midcitos
(Natali et al., 2001). Em diferentes espécies o aumento da freqiiéncia pode levar tanto a
uma diminuicdo, quanto a um aumento na contratilidade e isto tem sido atribuido as
mudancas na concentracdo de célcio intracelular (Natali et al., 2001).

Diversos fatores que afetam as ligacdes cruzadas entre os filamentos de actina e
miosina e, entdo, a velocidade de encurtamento, tém sido investigados por caracterizar
uma relacdo entre velocidade-forca de uma variedade de prepara¢cdes de musculo
cardiaco (MCDonald et al., 1998). O aumento do comprimento celular, dependente da
sensibilidade dos miofilamentos ao célcio, € considerado uma explicagdo para melhorar o
desempenho sistélico cardiaco e aumentar o volume ventricular na diastole (Edes et al.,
2007). Mudangas na carga e/ ou na contratilidade sdo conhecidos por afetar o débito
cardiaco durante fenémenos fisiolégicos normais tais como exercicio e condi¢cdes

patolégicas como hipertenséo e insuficiéncia cardiaca (MCDonald et al., 1998).
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Além disso, mudancas no estado de reducdo e oxidacdo das proteinas também se
refletem em mudancas na funcdo celular. Estas modificagbes podem acontecer nas
proteinas envolvidas na liberacdo e recaptura do Ca*? intracelular devido a um aumento
na producdo das espécies reativas do oxigénio que modulam a atividade de canais,

trocadores, bombas e proteinas em geral (Zima & Blatter, 2006).
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Figura 11- Manuseio do Ca®* nos miécitos ventriculares.
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6. CANAIS PARA POTASSIO SENSIVEIS AO ATP (Katp)

A configuracdo e a duragcdo do potencial de acdo cardiaco variam
consideravelmente entre as espécies e diferentes regides cardiacas (atrio e ventriculo) e
em areas especificas dentro dessas regides (epicardio e endocardio) (Tamargo et al.,
2004). Esta heterogeneidade reflete diferencas no tipo e/ou expressdo de canais para K*
que participam na génese do potencial de acdo cardiaco (Tamargo et al., 2004). Os
canais para K sdo estruturalmente agrupados em duas classes: 0s canais para potassio
abertos por mudancas no potencial de membrana K,, ou seja, os dependentes de
voltagem classicos e os retificadores de entrada K; que ndo sdo abertos por
despolarizagdo, sendo geralmente modulados por ligantes (Stanfield & Aidley, 1996).
Existem diferentes categorias de canais para potassio, uma delas inclui uma corrente
transitoria de saida que se ativa e inativa rapidamente (l,), uma corrente ultra rapida
(IKy), uma rapida (IK;) e uma lenta (IKs) que sdo componentes caracteristicos da corrente
macroscopica retificadora retardada e o grupo retificadores de entrada (lIk;), onde os
canais modulados por ligantes incluem aqueles ativados por uma diminuicdo na
concentracdo de adenosina trifosfato (Karp) Oou 0s ativados por acetilcolina (Kach)
(Tamargo et al., 2004).

Os canais de K" retificadores de entrada (K;) possuem a habilidade de conduzir
correntes de entrada (influxo) melhor do que as correntes de saida (efluxo). Sao ativados
em potenciais de membrana proximos ou mais negativos do que o potencial de repouso
(Bers 2001). Estes canais formam uma importante classe de canais para K™ que regulam
a excitabilidade, a freqiéncia cardiaca, o tdnus vascular e a liberagdo de insulina (Bichet
et al., 2003). Entre os membros da familia K;. existem 0s que apresentam uma retificacao
mais siginificativa (Kix € Kizx) € 0s mais fracos (Kix € Kisx). A retificacdo € essencial no
controle do potencial de membrana no repouso e para manter o limiar de excitagdo. Para

isso, diferentes niveis de retificacdo ocorrem na célula gerando respostas especificas a
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um dado estimulo (Bichet et al., 2003). A atividade dos K; pode ser modulada por
diferentes fatores citoplasmaticos incluindo PIP2, &cido araquidénico, Mg?*, Ca*?, pH,
proteinas G, ATP, fosforilagdo e reagbes de Oxido-reducao (Cruz & Matsuda, 1994; Bichet
et al., 2003).

Os canais Karp sd0 um exemplo de canais retificadores de entrada que sao
modulados pelos niveis de ATP intracelulares. Foram descritos pela primeira vez por
Noma (Noma, 1981) estudando o efeito da inibicdo da cadeia respiratéria sobre as
correntes de membrana. Estes sdo caracterizados por um comportamento cinético
complexo cinética consistindo por uma rapida rajada de eventos de abertura seguido por
longos intervalos fechados (Reimann et al.,, 2003). A atividade dos canais Karp
providencia uma ligacao entre a energética celular e a excitabilidade elétrica sendo por
isso considerados sensores do metabolismo celular. (Nichols, 2006; Proks et al., 2008).
Esse canal é expresso em varios tecidos incluindo células B pancreaticas, cérebro,
musculos cardiaco, esquelético e liso exercendo importantes funcdes nestes tecidos
(Matsuo et al., 2005). Nas células pancredticas, estes canais exercem importantes
funcdes na secrecao de insulina estimulada pela glicose. O aumento na concentracéo de
ATP, devido a um aumento no metabolismo da glicose, fecha estes canais
despolarizando a membrana celular e conduzindo a abertura dos canais para calcio
dependentes de voltagem, que conduzem a um aumento do calcio intracelular. O
aumento das concentracdes de calcio intracelular conduz a secrecédo de insulina pelas
células B pancreatica (Seino & Miki, 2003). No sistema cardiovascular, estes canais sao
componentes regulatérios e protegem o miocardio da injuria letal provocada por isquemia
e hipdxia, eventos que diminuem a concentracdo intracelular de ATP (Alekseev et al.,
2005). No coracao, com condutancias entre 70-90 pS, sua principal funcdo é aumentar o
efluxo de potassio e, desse modo, encurtar o potencial de acdo dos cardiomiocitos

evitando assim condi¢des patolégicas como arritmias (Seino & Miki, 2003; Tamargo et al.,
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2004). No sistema vascular, estes canais auxiliam na regulagdo do tonus conduzindo a
um relaxamento do musculo liso devido ao efluxo de potassio e encurtamento do
potencial de acdo, desse modo, auxiliam na regulagdo da pressdo sanguinea (Seino &
Miki, 2003). Além disso, os canais Karp exercem efeito protetor em células neuronais
contra danos durante estresse metabdlico no cérebro (Matsuo et al., 2005). No cérebro,
sdo encontrados em muitos tipos de células incluindo neurdnios do hipocampo,
substancia negra, células gliais, neurdnios hipotalamicos e neurbnios vagais dorsais
(Seino & Miki, 2003).

O canal Katp € um hetero-octamero formado pela combinagdo de duas proteinas
diferentes uma pertencente a familia dos canais para K retificadores de entrada Kis x (Kir
6.1 € Kirs2), € outra que circunda os Kjsx que é formada por quatro subunidades que sao
os receptores para sulfoniluréias SUR (SUR1 e SUR?2) (figura 12). A inibicdo do canal por
ATP resulta da interacdo deste nucleotideo com a subunidade Kir6, onde a ativacao
requer a interacédo entre MgADP com a subunidade SUR (Nichols, 2006). Quando a razéao
de ATP/ADP é diminuida o ATP liga-se a NBF-1 e o MgADP liga-se a NBF-2 levando a
um estado conformacional onde a interacdo da subunidade SUR com Kjsx reduz a
afinidade deste pelo ATP, ativando o canal. Ja quando as raz6es ATP/ADP aumentam, a
diminuicdo da concentracdo de MgADP induz dissociacao da ligacdo MgADP de NBF-2
resultando na liberagao de ATP a partir de NBF-1 inibindo o canal (Seino & Miki, 2003). A
porcdo do canal correspondente a subunidade Kir consiste de duas hélices
transmembranas M1 e M2 ligadas por uma al¢ca que gera a por¢gao estreita do poro
responsavel pela seletividade ibnica (figura 12) (Nichols, 2006) Ja a por¢cdo SUR,
pertencente a familia cassete ABC que tem locais para a ligacdo de nucleotideos, exerce
uma funcgéo reguladora conferindo sensibilidade a varios moduladores do canal Katp, ja
que possui local para ligacdo para diferentes farmacos. Esta porcdo contém dois

dominios com seis hélices transmembrana (TMD1 e TMD2) e outro TMDO que contém
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cinco hélices transmembrana (figura 12). Existem evidéncias que o dominio TMDO é
crucial para controlar o “gating” da subunidade Kjsx (Nichols, 2006). Além disso, SUR
contém locais para a ligacdo de nucleotideos denominados NBF1 (alta afinidade por
nucleotideo, independente de Mg) e NBF-2 (baixa afinidade por nucleotideo, dependente
de Mg) (Matsuo et al., 2005) localizados nas al¢as entre TMD1 e TMD2 e no C - terminal
respectivamente. A expressao heteréloga de diferentes combinacgfes de Kjs.1 € Kirs2 € de
SUR1 e SUR2 e suas variantes (SUR2A e SUR2B) dao origem a diferentes tipos de
canais Karp com propriedades eletrofisiolégicas e sensibilidade de ligacdo para farmacos
e nucleotideos distintas (Seino & Miki, 2003). Os canais presentes nas células cardiacas
sdo compostos pelas subunidades SUR2A e Kjs2 (Matsuo et al., 2005). Porém, estudos
realizados por Flagg et al., 2008 demonstraram a presenc¢a da subunidade SUR1 nos
atrios, mas ndo nos ventriculos de camundongos e, que esta subunidade exerce uma
importante funcéo na atividade do canal nos atrios. Estudos com camundongos nocautes
para Kjs2 mostraram que esses animais apresentaram disfuncbes na excitabilidade
cardiaca, inadequada homeostase de célcio e arritmias ventriculares, demostrando que o

Kir6.2 é necessario para a adaptacédo ao estresse (Tamargo et al., 2004).
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Figura 12- O canal Katp formado por duas subunidades diferentes K;sx € SUR e 0s locais de interacéo

de nucleotideos e ativadores (PIP2).

Desde a descoberta do Katp Nna membrana dos midcitos ventriculares, muita de suas
propriedades tem sido investigadas, dentre elas, a protecdo do miocardio devido a
ativacao desse canal (San- qing et al., 2006). O pré- condicionamento isquémico, onde
simples ou multiplos periodos breves de isquemia no miocardio conferem protecéo contra
uma isquemia prolongada reduz o tamanho e gravidade do infarto do miocardio, bem
como, incidéncia de arritmias cardiacas (Ardehali & O’ Rourke, 2005). Este € um
mecanismo que tem sido utilizado para estimular vias enddgenas a proteger o coracao da
injuria isquémica e, entre estas vias protetoras esta a estimulacdo do Katp, sendo que a
prevencao se da por um aumento do suprimento sanguineo para areas do miocardio em
risco (Ardehali & O’ Rourke, 2005). A abertura dos canais Katp Na membrana celular

conduz a hiperpolarizagdo da membrana encurtando deste modo o tempo de
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despolarizacdo celular e consequentemente a duracdo do potencial de acao (Ardehali &

O’Rourke, 2005).
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7. JUSTIFICATIVA

Sabe-se que a deficiéncia em tiamina é considerada um problema de saude em
diversas popula¢cbes mundiais e que sua privagédo pode vir a causar danos aos diferentes
tecidos e ao organismo como um todo.

No Brasil, além de casos isolados em decorréncia da deficéncia em tiamina, no
periodo de 2006 e 2007 foi registrado um grande nimero de pessoas em determinadas
populacbes que vieram a sofrer de beribéri (Lira & de Andrade, 2008). Investigacdes
desses casos demonstram que as causas da deficiéncia em tiamina seria
prevalentemente pelo abuso de alcool, grandes jornadas de trabalho, dieta, exposicdo a
pesticidas e ao consumo de arroz contaminado por fungos (Lira & de Andrade, 2008).

Como ja mencionado registros da literatura demonstram que a deficiéncia de tiamina
€ mais comum em pessoas que vivem em comunidades isoladas, em pessoas
desnutridas, no periodo da infancia, em mulheres gravidas, em alcodlicos crdnicos e
pessoas submetidas a nutricdo parenteral. O periodo que se desenvolve o beribéri no
homem submetido a uma dieta deficiente em vitamina B; € de aproximadamente 80 a 90
dias (Cook, 1996), ja no rato este periodo é menor (30-35 dias) (Oliveira et al., 2007a).

O modelo de auséncia de tiamina na dieta torna-se interessante por ser a tiamina
uma vitamina essencial para o bom funcionamento do metabolismo energético e
producdo de ATP. A alteracdo na producao de energia com consequente diminuicdo na
producdo de ATP tem sido citado como agravante de varias patologias cardiacas sendo a
causa, muitas vezes, de insuficiéncia cardiaca. Devido a isto, este trabalho nos parece
importante, ja que objetiva um melhor conhecimento dos efeitos da deficiéncia desta
vitamina na dieta sobre o tecido cardiaco e sobre as adaptacdes que o0 mesmo pode vir a
apresentar. Acreditamos que este estudo venha a esclarecer varios aspectos fisiologicos

e bioquimicos principalmente aqueles relacionados com a morfologia, contratilidade e
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estresse oxidativo no miocéardio. Além destes parametros avaliamos a influéncia da dieta
deficiente em tiamina sobre o funcionamento do canal Katp, um canal que € modulado por

niveis de nucleotideos intracelulares.
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8. OBJETIVOS:
8.1 Objetivo geral:
Verificar alteragbes morfo-funcionais no coragdo de ratos submetidos a uma dieta

deficiente em tiamina.

8.2 Objetivos especificos:

& Verificar através de analise histologica diferencas morfométricas em ratos
submetidos a dieta com auséncia de vitamina B1;

& Investigar possiveis alteracbes da capacidade contratil cardiaca em células
isoladas de ratos submetidos a dieta deficiente em vitamina B1;

& Mensurar os niveis de lactato plasmatico e o consumo maximo de O;

& Verificar a producédo de espécies reativas do oxigénio (ROS) nos cardiomiécitos
de ratos submetidos a dieta deficiente em vitamina B1;

& Mensurar a atividade de enzimas antioxidantes como catalase, superdxido
dismutase e glutationa peroxidase no coracao de ratos deficientes em vitamina B1;

& Determinar os niveis de expresséao protéica da catalase, da superéxido dismutase
e da glutationa peroxidase no coracao de ratos deficientes em vitamina B1,

& Investigar a ocorréncia de peroxidacao lipidica pela medida dos niveis de TBARS
no coracgao de ratos submetidos a dieta deficiente em vitamina B1;

& Verificar a ocorréncia de apoptose no tecido cardiaco de ratos deficientes em
vitamina B1;

& Medir as correntes de potassio sensiveis ao ATP (Katp) em cardiomidcitos de

ratos submetidos a dieta deficiente em tiamina;



[1l. Materiais e Métodos
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9. Dieta

A dieta foi preparada como previamente descrito por Oliveira et al., 2007a. As duas
dietas controle e deficiente sdo isocaldricas e a Unica diferenca entre elas é a presenca
ou auséncia de tiamina na mistura de vitaminas. Ambas as dietas contém 20% proteina,
1% celulose, 5% de mistura de sais, 1% mistura de vitaminas, 5% oleo, 0,4% colina, e

67,6% amido.

Nutriente Quantidade em
g/kg

Amido de milho 676

Caseina 200

Oleo de soja 50

Mistura de sais 50

Mistura de 10 Vitamina Quantidade em

vitaminas /K

Celulose 10 i —

Colina - HCl 4 Acetato (_je retinol 4,0
Colecalciferol 0,6

Alfa - Tocoferol 0,1 Menadiona 0,5
Inositol 10,0

_ : Niacina 4,0
Sais minerais Quantidade em Pantotenato de 4,0
g% Calcio

NaCl 13,93 Riboflavina 08

Kl 0,08 Tiamina — HCI * 0,5

MgSOy, . 7H,0 5,73 Piridoxina 0,5

CaCOs 38,14 Acido félico 0,2

MnSQ, . H,0 0,40 Biotina 0,04

FeSO, . 7TH20 2,70 Vitamina B12 0,003

ZnS0, . 7TH,0 0,05 Sacarose 974,9

CUSO4 . 5H20 0,05

COC|2 . 6H20 0,02

KH,PO, 38,90

Tabela 1- Composicéo das dietas controle e deficiente em tiamina
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9.1. Grupo experimental

Ratos Wistar machos pesando entre 200-250g foram mantidos no biotério do ICB-
UFMG a 25°C em um ciclo claro/ escuro de 12 horas com alimentagcdo e agua a vontade.
Antes do periodo experimental os ratos foram aclimatados por 7 dias e posteriormente
alimentados com uma dieta deficiente em tiamina durante 35 dias (este periodo foi
previamente determinado por Oliveira et al., 2007b). Depois deste periodo, os ratos foram
sacrificados e o coracdo (ventriculos) e sangue coletados para realizagdo das andlises
propostas. Para as andlises enzimaticas e western blot o coracéo foi congelado a -80°C.

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética n° 042.

9.2. Procedimento cirurgico

Os animais foram submetidos a implantacdo de um catéter na veia jugular para
avaliacdo do lactato plasmatico. Um dia antes dos experimentos os animais foram
anestesiados com solucao de xilasina e quetamina (0,125 mL/100g de peso corporal, i.p.)
e submetidos a implante de uma canula de silicone (0,5 mm de DI, 0,94 mm de DE, Down
Corning, EUA) no atrio direito através da veia jugular externa para a coleta de amostras
de sangue segundo a técnica de Harms & Ojeda, 1974. A canula foi preenchida com
heparina em solugéo salina, ficando exposta no dorso do animal apenas a extremidade

da mesma sendo fechada com um oclusor metalico.

9.3. Concentragéo de lactato no plasma

Um dia depois do procedimento cirdrgico, as amostras de sangue (0,2 mL) foram
retiradas através de uma seringa. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 5.000 g
em centrifuga refrigerada a -20°C e o plasma coletado para a medida dos niveis de
lactato. O lactato plasmatico foi determinado usando o sistema 2300 STATPLUS (Yellow

String Inst., EUA).
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9.4. Mensuragéo do consumo de oxigénio

Os animais foram pesados e colocados numa camara hermeticamente fechada e
calibrada para o registro do consumo de oxigénio no repouso (VO,, mL O,.kg™*.min™}). A
taxa metabolica foi mensurada utilizando um sistema de fluxo aberto de calorimetria
indireta (OXYMAX v500, Columbus Instruments/Ohio, EUA), previamente calibrado com
uma mistura de gases com certificado padréao do fabricante (20,5% de 0, e 0,5% de COy;
White Martins, Brasil). A taxa metabdlica de repouso dos animais foi mensurada durante
30 minutos em intervalos de 1 minuto usando um sistema computadorizado (Oxymax
Apparatus, Columbus Instruments, EUA). Todos os experimentos foram realizados a 25°C

entre 10:00 e 15:00 horas.

9.5. Analise histolégica e morfométrica

O coracgéo foi retirado cuidadosamente, dissecado e fixado em formalina (10%
diluida em solucdo salina) por no minimo 48 horas e processado rotineiramente para
inclusdo em parafina. As secdes de 5um obtidas foram coradas com hematoxilina-eosina
(H&E) ou submetidas a reacdo de TUNEL (para deteccdo in situ da fragmentacdo do
DNA) (Gavrieli et al., 1992).

Para realizacdo das analises morfométricas foram obtidas imagens de 30 campos
distintos por lamina usando-se uma objetiva planocromatica (40x) e o numero de
cardiomiécitos (nucleos isolados e bem definidos) foram contados. A espessura da
parede do ventriculo esquerdo foi visualizada com uma objetiva (4x). As imagens das
secbes transversais foram obtidas a partir de trés campos distintos por lamina
correspondendo a éarea total do ventriculo, e trés diferentes pontos a partir de cada
imagem foram mensurados. As imagens reais foram vistas em um microscopio e
digitalizadas através de uma microcamera JVC TK-1270/JGB e transferidas para software

onde foram feitas as analises (Kontron Electronics, Carl Zeiss — KS300 version 2).
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9.6. Identificagéo e quantificacdo da apoptose

Utilizou-se a técnica de TUNEL para marcar as células em apoptose considerando-
se 0 aspecto morfolégico das células analisadas (Vasconcelos, 2001). Os corpos
apoptéticos, quando inumeros e préximos uns dos outros, foram quantificados como o
resultado de uma uUnica célula em apoptose. Quando distantes entre si, foram
considerados como resultado de apoptose em células diferentes e contabilizados. A
técnica de TUNEL para a marcacéao “in situ” da fragmentacdo do DNA combina principios
histoguimicos e imuno-histoquimicos e é aplicada em cortes de tecido embebidos em
parafina identificando as células apoptéticas.

A reacdo requer o uso de uma enzima exogena, a transferase terminal de
deoxinucleotideo (TdT) que incorpora um nucleotideo marcado na extremidade 3'0H do
DNA supostamente em fragmentacdo. Os nucleotideos marcados inseridos s&o
posteriormente identificados como grumos (Gauvrieli et al., 1992) amarronzados a partir da
reacdo da diaminobenzidina (DAB) com a peroxidase (POD). Utilizou-se o kit da

Oncogene (TdT —FrageL ™

) DNA Fragmentation Detection Kit. Posteriormente as
laminas foram incubadas com 20 g/mL de proteinase K (Cat # P5568, Sigma, St. Louis,
MO, EUA) e a peroxidase enddégena foi blogueada com 3% de H,O, em metanol.
Desoxinucleotidil- transferase Terminal (TdT) e desoxinucleotideos foram aplicados nas
laminas e colocados em uma atmosfera Umida a 37°C de 2 a 6 horas. A reacao foi parada
por um tampao de bloqueio e, entdo, as laminas tratadas com peroxidase conjugada a
streptavidina, colocada em uma atmosfera imida a 37°C por 0,5-1 hora. Finalmente elas
foram lavadas e tratadas com diaminobenzidina e contra-coradas com verde metila.

A quantificacdo das células apoptoticas foi determinada conforme critério
morfoldgico e realizada pelo método de TUNEL. O numero de células totais e apoptoticas

foram quantificados usando imagem de 10 campos obtidos com uma objetiva

policromatica 40x usando software especifico (Media Cybernetics Image Pro Plus, version
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4.50.29). Quantificaram-se as células marcadas pela reacdo e com aspecto morfologico
tipico de apoptose presentes em cada campo. O parametro morfométrico utilizado - o
indice de marcacao de apoptose (lA) - referiu-se & proporcéo de células em apoptose em
relacdo ao numero total de células por campo microscépico. O indice apoptotico (I1A) foi
obtido da seguinte formula: 1A = (n° células apoptoticas / n° total de células) x 100. Para
evitar falsos positivos na analise das células apoptéticas foi usado como critério de
deteccdo algumas caracteristicas do processo apoptdtico como condensacdo da

cromatina, retracdo celular e fragmentacao do nucleo.

9.7. Preparo das células isoladas

Os cardiomiocitos foram dissociados enzimaticamente conforme Oliveira et al.,
2007b. Os coragbes foram mantidos em um sistema de Langendorff e perfundidos por
cinco minutos com uma solu¢cdo nominalmente livre de calcio contendo (mM): 130 NaCl,
5,4 KCI, 0,5 MgCl,, 0,33 NaH,PO,4, 3 piruvato, 22 glicose e 25 HEPES (pH 7.4).
Posteriormente o coragao foi perfundido 15-20 minutos com uma solugéo extracelular
com baixo Ca?" contendo 1mg/ml de colagenase tipo Il (Worthington, EUA). O coracéo
digerido foi removido da canula e os ventriculos foram cortados em pequenos fragmentos.
As células foram dissociadas por agitacdo mecanica e o Ca?* extracelular foi restaurado
para 1,8 mM e posteriormente mantidas em meio DMEM (Sigma Chemicals Co., St Louis,
MO, EUA). Os experimentos foram realizados dentro de até 6 horas que corresponde ao

tempo médio de sobrevida das células isoladas (Cruz & Matsuda, 1994).
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9.8. Contratilidade celular

As contracdes celulares foram medidas através da técnica de alteracdo do
comprimento diastélico dos miocitos usando-se o sistema de deteccdo de bordas
(lonoptix Corporation, Milton, MA, EUA) montado num microscépio invertido (Nikon
Eclipse — TS100, EUA). Os midcitos foram acomodados em uma camara experimental
giratéria com a base de vidro e banhados por uma solucdo de Tyrode mantidos a
temperatura ambiente (~ 25'C) e visualizados em um monitor com um aumento de 400x,
através de uma objetiva de imersédo em 6leo (S Fluor, 40x, Nikon, EUA). Foram utilizadas
para as andlises das contracdes somente as células que estavam em boas condicdes,

com as bordas (direita e esquerda) e as estriagcdes sarcoméricas bem definidas, além de

iméveis quando néo estimuladas.
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Figura 13. Sistema utilizado para aquisicdo dos registros das contragfes. Observa-se o0 microscopio com
camera acoplada, o estimulador elétrico (seta preta) e a camara experimental (seta azul) acoplada ao

microscopio.

As células foram estimuladas externamente a frequéncia de 1 e 3Hz (10 Volts,
duracdo de 5 ms) utilizando-se um estimulador elétrico (Myopacer, Field Stimulator,
lonoptix, EUA) e visualizadas em um monitor através de uma camera (Myocam, lonoptix,
EUA) acoplada ao microscopio invertido, utilizando-se um programa de deteccdo de
imagens (lonwizard, lonoptix, EUA) com uma frequéncia de 240 Hz (Figura 13).

As bordas das células foram identificadas com duas janelas (direita e esquerda)
alinhadas ao longo do comprimento do cardiomidcito. A definicdo das bordas foi ajustada
através do contraste (preto e branco) gerado pela qualidade da imagem projetada das

células (figura 14).

Display———Left opls— Right apts— Video opts—

A Pos - B (‘“%H -

O Vieo ¢ — L o R i : fiain Offsel
(o S.muulh@ . : ',ﬁ | - . x\‘ : "’:\ : STnuulh@
" Raw dle il ) I P e Widh
ﬁEaIcuIatedH T

|Num|al j J i i
—M Edge Edge
‘ Help Peak bfﬁ Peak h;@ Default

Seconds remaiing Epach 1 Rates P Mark: @@@@m@@@
Tk B3 Legh 2 ﬂ AR ARRN

Figura 14. Representacdo do programa utilizado para aquisicdo das imagens e dos registros das
contragbes. Definicdo das bordas direita e esquerda sao projetadas através do pico verde e do pico

vermelho.



71

Os movimentos das bordas dos miécitos foram capturados pelo sistema de deteccéo

(lonwizard, lonoptix, EUA, Figura 14) e armazenados para andlise posterior. Foram

analisados: 1) a porcentagem de encurtamento, 2) o tempo para 50% do relaxamento

(tempo compreendido desde a amplitude maxima de contragédo até 50% do relaxamento

em ms), 3) o tempo para 50% da contracao (tempo compreendido desde a amplitude

méaxima de relaxamento até 50% da contragdo em ms), 4) a velocidade maxima de

contracdo (velocidade-pico de encurtamento celular, pm/seg) e 5) a velocidade maxima

de relaxamento (velocidade-pico de relaxamento celular, pm/seg).
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Figura 15. Diagrama demonstrativo do decurso temporal de evento de contracdo celular em resposta a

estimulacao elétrica para uma frequéncia ajustada de 1 Hz e dos respectivos pardmetros da contracdo

analisados.

9.9. Mensuracéo dos niveis intracelulares das ROS
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Para a deteccdo dos niveis intracelulares de superdxido e do H;O,, as células
cardiacas de ratos controles e deficientes em tiamina foram obtidas como previamente
descrito. As células foram carregadas com 10 uM da sonda fluorescente dihidroetidio
(DHE, para deteccdo do superéxido) e com 0,1 uM da sonda diacetato 2,7-
diclorodihidrofluoresceina-diacetato (H,DCFH-DA). Esta ultima sonda é desacetilada
intracelularmente por uma esterases nao especifcas que é posteriormente oxidada pelo
H,O, intracelular formando o composto 2,7-diclorofluoresceina (DCF) cuja a emissao de
fluorescéncia pode ser correlacionada aos niveis de H,O; intracelulares. As células foram
incubadas com as sondas em um solugéo de Tyrode contendo (mM): 140 NaCl, 5 KCI,
0,5 MgCl,, 1,8 CaCl,, 5 Hepes e 5 glicose, por 15 min a 37°C e entdo lavadas no mesmo
tampado para remover o excesso das sondas. Acrescenta-se que a sonda DCF néo é
especifica para o H,O, detectando também a presenca do radical hidroxil. As células
foram analisadas em um sistema confocal Meta LSM 510 (Zeiss GmbH, Jena, Germany)
com a objetiva de imersao em 6leo (63x) e o software do IMAGEJ (NIH) foi usado para o

processamento das imagens.

9.10. Preparacdo do tecido para as andlises enziméticas

Ventriculos foram retirados e imersos em uma solugdo salina tamponada com
fosfato (PBS) em pH 7,2 e em seguida lavados na mesma solucdo para a retirada do
sangue. Posteriormente o tecido foi pesado e diluido em PBS na proporcao de 0,1 g de
tecido por mL de tampédo e, entdo, homogeneizado (Euro Turrax T20b IKA
LABORTECHNIK) por 3 min a ~0-4°C (banho gelado). Depois deste processo o
homogeneizado foi centrifugado por 5 minutos a 10,000g (Jouan BR4i) e o sobrenadante

retirado para uso nos ensaios bioquimicos.

9.11. Determinacgéo da concentracéo total de proteinas
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A concentracdo total de proteinas foi determinada pelo método de Lowry et al.
(1951). Este método consiste na adicdo de 0,02 mL de homogeneizado, 2,5mL da mistura
(2% NayCOg3, 1% CuSO,4 e 2% de tartarato duplo de sodio). As propor¢gfes dos mesmos
reagentes sdo de 100:1:1. Depois de incubar por 20 minutos adicionou-se 0,25mL do
reagente de folin (Espectrofotbmetro Hitachi, Japdo). sendo a leitura realizada em
660nm. Utilizou-se albumina bovina como padréo.

9.12. Determinacgéo da atividade da superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi realizada de acordo com Dieterich et al. (2000) com algumas
modificacdes inseridas pelo nosso grupo. Este ensaio consiste na adigdo de 0,04 mL de
homogeneizado que foi adicionado ao tampéao fosfato de sédio 50mM (1 mL, pH 7.8 a
37°C) contendo 1mM de acido dietilenotriamino-pentacético (DTPA). A reacéo foi iniciada
com a adicdo de 2mM de pirogallol e as leituras realizadas durante 3 minutos a 420 nm
(Espectrofotometro Hitachi, Japao). A atividade da SOD foi calculada em unidades por
miligrama de proteina onde uma unidade de enzima foi considerada como sendo a

guantidade que causou a inibicdo da autoxidac&o do pirogalol em 50%.

9.13. Determinacao da atividade da glutationa peroxidase

As amostras foram homogeneizadas em tampao Tris-HCI (50 mM, pH 7,5 contendo
5 mM EDTA e 1 mM DTT) e centrifugadas a 4°C (10,000 g) por 15 minutos. O
experimento foi realizado usando o Kit Cayman conforme as instrugbes contidas no
mesmo. Foi adicionado 120ul de tampao de ensaio (50mM Tris-HCI, pH 7,6 contendo
5mM de EDTA) e 50ul da mistura de co-substratos (NADPH, glutationa, glutationa
redutase). A reacao foi iniciada com a adicdo de 20ul do substrato da GPx, cumeno de
hidroperoxido. Todo procedimento foi realizado a 25°C e as leituras foram realizadas a

340nm. Os resultados foram expressos em nmol NADPH consumido/min/mL.
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9.14. Determinacgéo da atividade da catalase

O ensaio da catalase foi realizado conforme o método de Nelson & Kiesov (1972)
com algumas modificagdes. A atividade da enzima foi determinada em 2mL de tampao
fosfato (50mM, pH 7,0) onde aliguotas do homogeneizado (0,06mL) foram adicionados. A
reacao foi iniciada com a adi¢do de 0,04mL de H,O, (0,3M) e a leitura realizada em 240
nm (Espectrofotdmetro Hitachi, Jap&o) a 25° C. A atividade da catalase foi calculada em

AE/min/mg proteina. AE= varia¢do da absorbéancia

9.15. Determinacao dos niveis de TBARS

Os niveis de TBARS foram realizados pelo método de Ohkawa et al. (1979) e Janero
et al. (1990). A técnica foi realizada ho mesmo dia do sacrificio dos animais onde o tecido
foi homogeneizado em tampdo PBS pH 7,0 e centrifugado por 10 minutos a 5,000g.
Posteriormente aliqguotas do homogeneizado (0,01mL) foram adicionadas a 0,02mL de
dodecyl sulfato de sodio (SDS) 8.1%, 0,05 mL de acido acético (pH 3.4) 2,5M, 0,05 mL de
acido tiobarbitarico (0,8%). A mistura foi incubada por 60 minutos a 95° C. As leituras das
amostras foram realizadas a 532 nm (Espectrofotdmetro Hitachi, Japdo). A concentracao
de malondialdeido (MDA) produzida foi expressa em nanomoles de MDA por miligrama

de proteina (nMol MDA/mg proteina) e foi interpretado como os niveis de TBARS.

9.16. Western Blot

As amostras do tecido cardiaco (ventriculos) foram homogeneizados no gelo em um
tampéao Tris-HCI (50 mM) contendo: 150 mM NaCl, 5 mM EDTA-Nay;, 1 mM MgCl,, 1%
Nonidet P40, 0.3 % triton X-100, 0,5 % deoxicolate de sodio, 100 mM DTT, 10 mg/mL
aprotinina, 15.7 mg/mL benzamidina, 1 mg/mL pepstatina A, 100 mM fluoreto de
fenilmetilsilfonila (PMSF). O homogenado foi centrifugado a 10,000 g for 30 min at 4°C e o

sobrenadante aliquotado e imediatamente mantido a -80°C. A quantidade de proteinas
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usada foi (em ng): 30 para CAT, 45 para GPx, 20 para Mn-SOD e 30 para Cu/Zn-SOD. As
amostras das proteinas foram misturadas com tampao desnaturante de SDS-PAGE e
aquecidas a 95 °C por 3 min. A corrida das amostras foi realizada em um gel de
poliacrilamida a 10% sendo posteriormente realizada a transferéncia para uma membrana
de nitrocelulose. As bandas de proteinas presentes na membrana, para conferir a
eficiéncia da transferéncia, foram detectadas usando o corante ponceau-s. A seguir a
membrana foi incubada com os anticorpos especificos nas diluicbes recomendadas (anti-
catalase (Sigma, EUA), anti-glutationa-peroxidase, anti-Mn-SOD e anti-Cu/Zn-SOD (
Calbiochem, EUA) e anti-GAPDH (Santa Cruz Biotechnology, EUA) e uma peroxidase
conjugada ao anticorpo secundario. O sinal foi detectado usando o sistema de deteccao
para western blot ECL (G.E. Biosciences, IL,EUA). As imagens obtidas foram analisadas
a partir dos niveis de proteinas com o uso do software IMAGE-J (NHI, EUA). Os pesos
moleculares das proteinas foram determinados com referéncia nos marcadores de peso

molecular (G.E. Biosciences, IL, EUA).

9.17 Eletrofisiologia

As células foram estudadas sob a platina de um microscépio invertido. O conjunto &
montado sobre uma mesa pneumatica anti-vibracdo (TMC, EUA). Um micromanipulador
piezoelétrico de alta precisdo foi usado para movimentacdo do eletrodo responsavel pelo
registro das correntes da membrana celular. Um outro micromanipulador mecanico foi usado
para posicionar a pipeta de perfusdo da solucéo controle ou daquela contendo glibenclamida.
As correntes foram estudadas com a ajuda de um amplificador (HEKA, EPC9 double,
Alemanha) controlado pelo “software” PULSE.

As correntes foram filtradas por um filtro passa baixa a 2,5 kHz, convertidas em sinais

digitais com frequéncia de 10 kHz e armazenadas em computador para posterior analise.
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Correntes de vazamento (“leakage”) foram removidas, usando-se um protocolo do tipo P/P4
no qual quatro pulsos de amplitude igual a ¥ do pulso teste foram aplicados e a resposta de
corrente foi somada e subtraida da corrente do pulso teste (BEZANILLA; ARMSTRONG,
1977). Os transientes capacitivos foram anulados em todos os experimentos. As resisténcias
em série foram compensadas em pelo menos 50 %. As células que apresentaram valores
altos para a resisténcia em série (acima de 10 MQ) ou que ndo se mantiveram estaveis nao
foram utilizadas na analise. As correntes foram adquiridas em um computador MacPC ou PC-
compativel usando-se o “software” PULSE (HEKA, Alemanha). Para o processamento dos
dados, foram usados, também, os programas Excel (Microsoft, EUA) e SigmaPlot v 10.0
(Jandel Inc., EUA).

As pipetas (PERFECTA, Brasil) feitas de vidro comum neutro foram confeccionadas por
meio de um estirador vertical de 2 estagios (Narishige, PP 830, Japao). As pipetas foram
preenchidas com solucéo salina que continha (mM): KCI 130, Hepes 10, EGTA 2 em pH 7,3 .
As resisténcias das pipetas assumiram valores entre 1,5-2 MQ. Um fino fio de prata/cloreto de
prata (Ag/AgCl) foi introduzido na pipeta e o conjunto foi acoplado a um pré-amplificador
(“headstage”) que, por sua vez, foi conectado a entrada do amplificador EPC9. As células
foram banhadas por uma solugdo externa mM: NaCl 145, KCI 5,4, CaCl, 1,8, MgCl, 0,5
Glicose 10, Hepes 10 em pH 7,4. Os “gigaselos” foram obtidos por meio de uma suave
succao feita no interior da micropipeta e os midcitos foram montados, na configura¢éo “whole
cell” (HAMILL et al., 1981), foi realizada com a ajuda de uma suc¢do mais vigorosa. Esta
permitiu romper o pequeno fragmento de membrana que separa a solugéo interna, contida na
pipeta, do citoplasma da célula em estudo. O aumento brusco do transiente capacitivo
indicara a obtencédo da configuragédo de “whole cell”.

Todos os registros foram feitos em células submetidas a um sistema de perfusdo que
consistiu em uma pipeta de vidro com aproximadamente 100 um de diametro interno e que

estava conectada a saida de uma valvula solendide, alimentada por dois reservatoérios de 5
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mL. A valvula solendide serve para selecionar qual dos compartimentos ficara ligado a pipeta
de perfusédo, estabelecendo, assim, um fluxo do seu conteudo. Os fluxos (0,1 mL/min) foram
impulsionados pela forca da gravidade. Foram realizados protocolos tipo rampa (com duracdo
de 1s) na qual a variacao de voltagem foi de -120mV a +50mV (dV/dt= 180mV/s) na auséncia
e na presenca de glibenclamide (100um/L) diluido em dimetilsulféxido (DMSO). A analise
levou em consideracdo a amplitude das correntes de efluxo medidas em +50 mV na auséncia
e na presenca de glibenclamida desta forma determinamos a magnitude da corrente de
potassio sensivel a glibenclamida que é atribuida aos canais sensiveis a ATP (Katp). O

veiculo usado ndo mostrou efeito sobre as correntes medidas na concentracdo usada.

9.18. Analise estatistica

Os dados foram representados como média + EPM. A comparacdo entre 0 grupo
controle e DT foram realizadas utlizando one way ANOVA usando teste t de Student’s,
teste de Tukey e Bonferroni. Em todos os testes estatisticos o p< 0.05 foi usado como

uma medida de significancia estatistica.
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10. Resultados

Relatos existentes na literatura demonstram que a deficiéncia em tiamina pode levar
a insuficiéncia cardiaca (IC) (Ozawa et al. 2001; Singleton and Martin 2001; Suter and
Vetter 2000). Em funcdo desses relatos, verificamos primeiramente através da andlise
histolégica do tecido cardiaco (ventriculo esquerdo) se estava ocorrendo alguma
alteracdo em nivel morfologico que pudesse se correlacionar com o desenvolvimento da
IC. Como pode ser visto nas figuras 16A e 16C fez-se a analise da espessura do
ventriculo esquerdo em ratos controles (CT) e DT respectivamente. Visualizando a figura,
podemos observar a menor espessura da parede do ventriculo esquerdo dos ratos DT
gquando comparados ao CT(~40 %). Na figura 16E, esta representada a quantificacdo
dessa diferencga através do gréafico de barras demonstrando a diferenca estatistica entre

0OS grupos.
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Figura 16- Secces histoldgicas (5um, coradas com H&E) do tecido cardiaco (ventriculo esquerdo; LV) de
ratos controles (A e B) e deficientes em tiamina (C e D). Espessura da parede do ventriculo esquerdo (E) foi
medida em trés pontos distintos do ventriculo esquerdo nos ratos controle (CT) e deficiente em tiamina
(DT). Numero de miécitos cardiacos nos ratos controle e DT(F). As setas indicam os nicleos. Os dados sao

representados como média + EPM de 7 grupos de animais. *P< 0.05.

Nesta andlise também foi verificado o numero de miécitos cardiacos por campo, que
foram quantificados através da contagem dos nucleos dos cardiomiécitos como mostrado
nas figuras 16B e 16D (veja as setas). A figura 16F mostra a quantificacdo dessa analise
gue demonstra também a diferenca estatistica entre os dois grupos, onde os ratos DT
apresentaram um menor numero de ndcleos por campo avaliado. O nosso proximo
parametro analisado foi a largura e o comprimento dos cardiomiocitos nos ratos controle e

DT.
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Figura 17- Comprimento dos cardiomi6citos (JJmM) nos ratos controle (CT, n=21) e deficientes em tiamina

(DT, n=31). Os dados sédo representados como média £ EPM, * P<0,05.

Através da figura 17 podemos observar que o comprimento dos cardiomiécitos é
significativamente menor nos ratos DT quando comparados ao CT. A média do
comprimento dos midcitos cardiacos para o grupo controle foi de 129.2 + 3.6 ym (n=21) e
123.7 £ 3.2 ym (n=31) para as células cardiacas nos ratos DT. A figura 18 representa as
medidas da largura das células cardiacas ventriculares nos dois grupos estudados. As
células dos animais DT mostraram uma menor largura dos midcitos quando comparadas
ao grupo CT. A largura média das células para o grupo controle foi de 15.4 £ 0.7 uym
(n=30) e 13.2 + 0.4 ym (n=39) para as células DT. Ao contrario do encontrado na
literatura, nossos resultados demonstraram uma menor espessura da parede e um menor
namero de midcitos cardiacos no ventriculo esquerdo somado a um menor comprimento

(~12%) e largura (~14%) dos cardiomiécitos indicando um quadro de hipotrofia celular.
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Figura 18 - Largura dos cardiomidcitos (M) nos ratos controle(CT, n=30) e deficiente em tiamina (DT,

n=39). Os dados sao representados como média + EPM. * P<0.05.

Devido as disfuncbes ocorridas em nivel morfolégico nosso proximo objetivo foi
estudar se havia alguma disfungcdo mecanica no coracdo de ratos tratados durante 35
dias com uma dieta deficiente em tiamina. A capacidade contratil foi determinada nas
células ventriculares. A figura 19A mostra quatro grupos de registros representativos onde
se podem avaliar as fases de contracdo e relaxamento quando as células séo
estimuladas em frequéncias de 1 e 3 Hz. Os cardiomidcitos obtidos dos ratos deficientes
apresentaram uma porcentagem de encurtamento aproximadamente 25% menor que o
do controle (CT: 14.7 £ 1.1 %, n=30; DT: 11.1 £ 0.9 %, n=39; P<0.05), quando

estimulados a frequéncia de 1Hz.
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Figura 19- Registros representativos da contratilidade celular. (A) Tracados representativos para
cardiomiécitos (ambos os ventriculos) em registro controle (CT, n=30) e deficiente em tiamina (DT, n=39)
nas freqiéncias de 1 e 3 Hz. (B) Porcentagem (%) de encurtamento das células cardiacas. Os dados séo
representados como média + EPM *P<0,05. A comparacédo dos dados foi realizada entre * 1 Hz DT vs 3 Hz

DT.

A figura 19B representa a analise estatistica do encurtamento tomado como
porcentagem de encurtamento, ou seja, a razdo entre o tamanho da célula no maximo da
contracao pelo tamanho da célula no repouso. Podemos verificar na figura 19B que nao
houve diferenca da capacidade contratil, expressa como porcentagem de encurtamento,
nos miocitos controles estimulados a frequéncias de 1 e 3 Hz. Porém, observamos uma
reducdo da capacidade contratil nos cardiomiocitos de ratos DT quando 0s mesmos
foram estimulados a frequiéncia de 1Hz em relacdo aos cardiomiocitos estimulados a
frequéncia de 3Hz.

O tempo necessario para atingir 50% da contracéo e o relaxamento (Tsp) também foi

calculado para as frequéncias de 1 e 3Hz. Na figura 20 observamos que o Tso para a
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contracao foi aumentada na frequéncia de 1 Hz nos ratos deficientes quando comparada
ao grupo de 3Hz, sendo que também houve um aumento do tempo de contracdo nos
ratos DT estimulados a freqiéncia de 1Hz em relacdo aos ratos controles estimulados a

mesma frequéncia.
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Figura 20- Tempo para 50% de contragdo em cardiomiocitos (ambos ventriculos) em ratos controle (CT) e
deficientes em tiamina (DT) estimulados a freqliéncias de 1 e 3 Hz. As barras representam a média + EPM ,

* P<0.05. A comparacao dos dados foi realizada entre * 1Hz DT vs 3Hz DT e #1Hz CT vs 1 Hz DT.

Por outro lado, o0 Tsp para o relaxamento dos cardiomiécitos de ratos deficientes em
tiamina e nos ratos controles néo diferiram quando estes foram estimulados a frequéncias

de 1 e 3 Hz como mostrado na figura 21.
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Figura 21- Tempo para 50% do relaxamento em cardiomidécitos (ambos ventriculos) em ratos controle (CT) e
deficientes em tiamina (DT) estimulados a freqiiéncias de 1 e 3 Hz. A comparacéo dos dados foi realizada

entre 1Hz DT vs 3Hz DT e 1Hz DT vs 1 Hz CT e 3Hz DT vs 3Hz CT.

Neste estudo também foi analisado a velocidade maxima de contracdo e
relaxamento. A velocidade maxima de contracdo foi menor nas células dos ratos
deficientes em tiamina, quando estas foram estimuladas a frequéncia de 1 Hz (figura 22)

comparadas com o grupo estimulado a 3Hz. Esta diminuicdo também foi verificada
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guando estas células foram comparadas ao grupo controle estimuladas na mesma

frequéncia.

1Hz 3Hz 1Hz 3Hz

Figura 22- Velocidade méaxima de contragcdo (+dL/dt, um/s) em cardiomiocitos de ratos controle (CT) e
deficientes em tiamina (DT) estimulados a frequéncias de 1 e 3 Hz. Os dados s&o representados como

média = EPM , * P<0.05. A comparacdo dos dados foi realizada entre * 1Hz DT vs 3Hz DT e *1Hz CT vs 1

Hz DT

Na velocidade maxima de relaxamento (figura 23) as células dos ratos deficientes em
tiamina estimuladas a frequéncia de 1Hz demonstraram uma menor velocidade de

relaxamento quando comparados as células estimuladas a freqtiéncia de 3Hz.
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Figura 23- Velocidade maxima de relaxamento (-dL/dt, um/s) em cardiomidcitos de ratos controle (CT) e
deficientes em tiamina (DT) estimulados a frequéncia de 1 e 3 Hz. Os dados representam a média + EPM ,

* P<0.05. A comparacado dos dados foi realizada entre 1Hz DT vs 3Hz DT.

A proxima andlise realizada neste estudo foi a verificagcdo do consumo de oxigénio
em ratos mantidos em repouso, ja que é conhecido que a deficiéncia em tiamina leva a
uma menor atividade de importantes enzimas envolvidas no metabolismo energético.

Nesta analise verificamos um menor consumo de oxigénio nos ratos tratados com a dieta
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deficiente em tiamina quando comparados ao grupo controle (figura 24). Esta diferenca foi
estatisticamente significativa em todos os pontos para os ratos DT. O experimento foi

realizado durante 30 minutos sendo as leituras realizadas de minuto em minuto.
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Figura 24 - Mensuracéo do consumo de oxigénio. Consumo de oxigénio no decorrer do tempo (30 minutos)
em ratos controle (CT) (circulos abertos, n=5) e deficientes em tiamina (DT) (circulos fechados, n=5). Os

dados sédo representados como a média + EPM, *P<0,05.

Depois de realizado o experimento do consumo de oxigénio onde se verificou um
menor consumo do mesmo nos ratos DT, fomos analisar a utilizacdo da via anaerébica

através da formacdao de lactato.
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CT DT

Figura 25- Concentracdo de lactato (mM) plasméatico em ratos controle (CT; n=5) e em ratos deficientes em

tiamina (DT; n=5). Os dados séo representados como a média + EPM. *P<0.05

Observando a figura 25 podemos observar um significativo aumento do lactato plasmatico

em torno de 2x maior nos ratos DT (1,59 + 0,17 mM) quando comparados aos ratos CT

(0,78 + 0,03 mM).

O proximo parametro analisado foi a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) que foi mensurado pela variagao do sinal de fluorescéncia de duas sondas, DCFH

e DHE, através de microscopia confocal. A investigacdo destas espécies foi realizada
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devido ao fato de nosso grupo ter verificado em experimentos anteriores auséncia de
arritmias de reperfusao nos ratos DT depois de 30 minutos de isquemia (Oliveira, 2007b),
sendo que as arritmias foram observadas no grupo controle.

Este resultado nos levou a pensar que pudesse estar havendo uma adaptacéo dos
sistemas antioxidantes como um mecanismo cardioprotetor para este modelo. Além
disso, o estudo de ROS e dos sistemas antioxidantes se torna interessante, ja que, foi a

primeira vez que estas andlises foram realizadas na deficiéncia em tiamina no coracéo.
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Figura 26- Producdo de peréxido de hidrogénio e superoxido em cardiomidcitos. (A e B) Imagens de
microscopia confocal mostrando as células incubadas com DCFHDA em ratos controle (CT) (A, figura
superior a esquerda) e deficientes em tiamina (DT) (B, figura superior a direita). (C) Variacdo da
fluorescéncia (CT: n=53 e DT: n=51). (D e E) Imagens de microscopia confocal mostrando as células

incubadas com DHE em ratos controles (CT) (D, figura inferior a esquerda) e deficiente em tiamina (DT) (E,
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figura inferior a direita). (F) Variacdo de fluorescéncia (CT: n=41 e DT: n=56). Dados sao representados

como a média + EPM, *P<0.05

Na figura 26 mostramos a producdo de ROS, através da incubacdo de
cardiomiéctios com sondas para peroxido de hidrogénio e superoxido. Nesta figura
podemos observar a producéo de peroxido de hidrogénio em ratos controle (figura 26A) e
ratos deficientes em tiamina figura 26B. A quantificacdo do sinal de fluorescéncia esta
representada na figura 26C, sendo que a producdo de peréxido de hidrogénio foi
significativamente maior nos ratos DT quando comparados ao controle. Acrescenta-se
ainda, que os cardiomiocitos de ratos controle figura 26D apresentaram uma menor
producdo de superoxido quando comparados aos ratos DT como mostrado nas figuras
26E, 26 F.

Depois de investigar a producdo de ROS e verificar um aumento dessas espécies no
coracdo de ratos deficientes em tiamina, fomos verificar como se encontravam 0s
sistemas de defesas antioxidantes enzimaticos, ja que estes sdo uma importante via de
defesa, na tentativa de eliminacdo de ROS. A primeira enzima analisada foi a superoxido
dismutase que transforma o superoxido em peroxido de hidrogénio. Na figura 27A esta
demonstrada a atividade da SOD total e podemos observar que a mesma néo teve
diferenca entre ratos controles e DT (CT: 0,16 + 0,003 U.mg proteina™ (n=5) vs DT: 0,15
+ 0,006 U.mg proteina™ (n=6)). A partir dai fomos quantificar a expresséo dessa proteina
através da técnica de western blot onde verificamos uma aumento da expressao da
CuzZn-SOD (figura 27B) e também da MnSOD (figura 27C) nos ratos DT quando

comparado aos controles.
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Figura 27- Atividade da enzima superéxido dismutase (total) e a expressao das proteinas CuZn-SOD e Mn-
SOD no miocardio (ventriculos) de ratos controle (CT) e deficientes em tiamina (DT). (A) Gréficos de barras
mostrando a atividade da enzima superéxido dismutase total nos ratos controles (n=5) e DT (n=6). (B e C)
Graficos de barra mostrando a expressao protéica da CuzZn-SOD e Mn-SOD e abaixo as imagens
representativas de western blot. Os valores da densitometria foram normalizados pelos niveis protéicos de

GAPDH nos ratos CT e DT. Os dados séo representados como a média + EPM, ***P<0.001.

O produto da SOD é o peroxido de hidrogénio, uma ROS que é detoxificada por
enzimas como a glutationa peroxidase e catalase. Devido ao aumento de peroxido de
hidrogénio em cardiomiocitos fomos verificar a atividade e a expressdao de ambas as
enzimas. A glutationa peroxidase possui uma alta atividade no coracdo desempenhando
um papel muito significativo neste tecido. Além disso, a investigacdo desta enzima torna-
se importante, pois a GPX tem como um de seus cofatores a glutationa (GSH) que é
reduzida pela glutationa redutase através da utilizacdo do NADPH, produzido na via das

pentoses. Como sabemos a tiamina atua como coenzima da transcetolase, uma enzima
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presente na via das pentoses. Na figura 28A verificamos uma menor atividade da
glutationa peroxidase nos ratos DT (199.4+ 30.2 nmol NADPH.min“.ml%) que foi
estatisticamente diferente do grupo controle (435.3+ 28.6 nmol NADPH.mint.ml™).
Quando verificado por western blot a expressdo dessa enzima, observamos uma
significativa reducdo de sua expressao da GPx nos ratos DT quando comparado ao grupo

controle como mostrado na figura 28B.
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Figura 28 - Atividade da enzima Glutathione Peroxidase (GPx) e sua expressédo protéica no miocardio de
ratos controle (CT) e deficiente em tiamina (DT). (A) Grafico de barras mostrando a atividade da enzima
GPx no coracgéo de ratos CT (n=5) e DT (n=5). (B) Gréfico de barras mostrando a expresséo protéica da
GPx e abaixo as imagens representativas de western blot. Os valores da densitometria foram normalizados
pelos niveis protéicos de GAPDH nos ratos CT e TD. Os dados séo representados como a média = EPM,
***P<0.001.

Na figura 29A podemos observar a atividade da catalase no coracao de ratos controles e

DT. Nesta figura podemos observar um significativo aumento da atividade desta enzima
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nos ratos DT (2.1x maior) quando comparados ao controle. Quando realizada a expressao
protéica desta enzima (figura 29B) observamos também um significativo aumento de sua

expressao nos ratos DT.
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Figura 29- Atividade da enzima catalase e a expresséo protéica no miocardio de ratos CT e DT. (A) Graficos
de barra mostram a atividade da enzima catalase no coracéo de ratos controle (CT; n=5) e deficiente em
tiamina (DT; n=6). (B) Graficos de barra mostrando a expressao protéica da catalase e abaixo as imagens
por western blot. Os valores da densitometria foram normalizados pelos niveis protéicos de GAPDH nos

ratos CT e DT. Os dados séo representados como a média + EPM, **P<0.001

A peroxidacéo lipidica também tem sido um parametro comumente utilizado com um

indicativo de danos a lipidios de membrana por ROS. Neste estudo verificamos os niveis
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de lipoperoxidacao através da quantificacdo dos niveis de MDA pela técnica de TBARS. A
analise desse parametro demonstrou um significativo aumento nos niveis de TBARS nos
ratos DT (46.7%) (figura 30). Este resultado demonstra que nos animais submetidos a
dieta privada de tiamina sofrem danos a lipidios de membrana por ROS, um indicativo de

estresse oxidativo e desbalanco entre a produgcao de ROS e sistemas antioxidantes.
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Figura 30- Niveis de TBARS no miocardio de ratos controle (CT; n=5) e deficientes em tiamina (DT; n=5).

Os dados sao representados como a média = EPM, *P<0.05.

Pelo fato de termos uma diminui¢do da espessura e niumero de células no ventriculo
esquerdo como demonstrado pela figura 16 e um aumento da producdo de ROS como

demonstrado pela figura 26 somado a um aumento da acidemia, alteracdes dos sistemas
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antioxidantes e aumento dos niveis de TBARS como mostrado nas figuras (25,27,29,30)
fomos verificar a presenca de apoptose no tecido cardiaco. Através de laminas
histologicas do coracao desses animais realizou-se a técnica de TUNEL para quantificar a

presenca de apoptose.
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Figure 31 — Verificagdo da presenca de apoptose em corte histolégico de coracao. Figura representativa da
presenca de apoptose em ratos controles(CT; 31%) e deficientes em tiamina (DT; 31B) realizadas pelo
método de TUNEL a partir de 2 grupos de animais (n=20). (31C) Graficos de barra mostrando a variagédo do
indice apoptético entre cortes histolégicos de células controle e DT. Os dados séo representados como

média + EPM, **P<0,001.

A figura 31 demonstra nitidamente a presenca de apoptose nos ratos DT (32.2 = 1.5%

n=20, P<0.05) quando comparados ao grupo controle (8.3 = 0.8% n=20). Este parametro
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foi quantificado através da porcentagem (%) de apoptose como demonstrado na figura
31C.

Devido a deficiéncia em tiamina comprometer o metabolismo energético, avaliamos
as correntes do Karp para verificar se esse canal se encontrava mais ativo, ja que a
deplecdo de ATP intracelular causa sua ativagdo. Para a realizacdo deste experimento
utilizamos a glibenclamida (100 uM) que € uma droga conhecida por exercer um efeito
inibidor sobre este canal (Sang-ging et al., 2006). Na figura 32 podemos verificar uma curva
corrente vs. voltagem (I-V) de -120 mV a +50 mV. Nos painéis A e C estdo mostradas as I-
Vs para as correntes de K* medidas nas células dos ratos controle e dos deficientes em
tiamina respectivamente, demonstrando uma inibicdo maior das corrente nos canais Karp
dos ratos deficientes em tiamina em relacdo ao controle quando perfundesse
glibenclamide. Nos painéis B e D esta representado a |-V resultante da subtracdo digital
ponto a ponto das I-Vs controle e na presenca de glibenclamida. No painel E esta
mostrado a fracdo da corrente que foi inibida pela glibenclamida demonstrando que os
cardiomidcitos dos ratos deficientes apresentaram uma maior fracédo inibida da corrente de

K+ atribuida aos Karp (p< 0,05).
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Figura 32- Efeito da glibenclamida sobre as correntes de K. (-) Relagéo corrente-voltagem (I-V) antes da
aplicacdo de glibenclamida (preto) e durante a aplicacdo de 100 uM de glibenclamida (vermelho). A) I-V
representativa para os cardiomidcitos controle com (vermelho) e sem (preto) adigdo de glibenclamida (n=8).
B) I-V representativa da subtracdo digital entre as I-Vs mostradas em A. C) |-V representativa para o0s
cardiomiécitos, deficientes em tiamina, com (vermelho) e sem (preto) adicdo de glibenclamida. D) |-V
representativa da subtracéo digital entre as I-Vs mostradas em C. E) Fracédo da corrente de K* sensivel &

glibenclamida em +50 mV. * p< 0,05.
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11. DISCUSSAO

Sabe-se que a deficiéncia em tiamina causa disfungées no organismo, por ser a
tiamina uma coenzima que esta presente na estrutura de enzimas centrais do
metabolismo energético. Devido a isso, esse trabalho visou verificar as disfungbes que
acontecem no miocardio, ja que esta deficiéncia leva a uma disfungéo cardiaca conhecida
como beribéri Umido. Diversos trabalhos demonstram que a deficiéncia em tiamina é
caracterizada por uma pronunciada hipertrofia 0 que caracterizaria um estado de
insuficiéncia cardiaca no estagio final da doenca (Aldinger 1965; Cappelli et al. 1990;
Ozawa et al. 2001). Ao contrario dos achados na literatura, nossos resultados sugerem
uma hipotrofia que se caracteriza por uma menor espessura € um menor niamero de
células do ventriculo esquerdo nos ratos deficientes em tiamina quando comparados ao
grupo controle. Além disso, foi verificado um menor comprimento e largura dos
cardiomiécitos nos ratos DT. Provavelmente, os resultados encontrados através da
analise histolégica sdo resultantes de uma adaptagdo encontrada pelo organismo
proveniente de varios processos que estdo acontecendo intracelularmente neste modelo.
Além disso, pode ser um mecanismo encontrado a fim de reduzir o gasto energético pelas
células cardiacas, jA que uma menor ingestao de alimentos foi verificada no decorrer do
periodo experimental. Nesse modelo foi observada uma menor ingestao de alimentos que
comecou por volta do 17° dia quando observamos, a partir deste periodo, uma
pronunciada perda de peso comparada ao grupo controle (dados ndao mostrados).
Diversos trabalhos com deficiéncia em tiamina mostram a diminuicdo da ingestao de
comida a partir da terceira semana, bem como, a perda de peso a partir deste periodo
(Cappelli et al., 1990; da Cunha et al., 2007). Trabalhos da literatura mostram que ratos
deficientes em tiamina morrem espontaneamente depois de um periodo de cinco

semanas, quando o tratamento € iniciado ainda jovem ou depois de oito semanas quando
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7

o tratamento € iniciado na fase adulta (Cappeli et al., 1990). Além das alteracdes
morfolégicas verificadas em nosso estudo, os ratos deficientes também apresentaram
morte celular por apoptose. Varios modelos de insuficiéncia cardiaca tém verificado
apoptose no tecido cardiaco e muitos consideram a morte celular por apoptose como um
agravante de doencas cardiacas (McConkey, 1998; Kumar & Jugdutt, 2003).

Depois de verificado a disfuncdo morfolégica em ratos deficientes em tiamina foi
investigado se haveria alguma disfuncdo contratil nos cardiomiécitos. A analise da
contratilidade cardiaca a nivel celular demonstrou disfungbes na contratilidade de
cardiomiécitos na frequéncia de 1Hz onde verificamos uma reducdo na capacidade
contratil, dada em porcentagem de encurtamento celular, com uma menor velocidade
maxima de contracdo e relaxamento e um aumento no tempo para 50% da contracdo. A
diminuicdo da maioria dos parametros contrateis na frequéncia de 1Hz e ndo na de 3Hz
pode ser explicado em parte, conforme Bers 2001, que demonstra que em ventriculos de
ratos o conteudo de calcio no reticulo sarcoplasmatico € frequentemente alto mesmo
guando estas células sdo estimuladas em baixas freqiéncias onde, um aumento da
freqUéncia causaria pouco ou nenhum aumento na concentragdo de calcio no reticulo.
Experimentos realizados por Oliveira et al., 2007b com coragdes isolados de ratos
deficientes em tiamina demonstraram que ocorre uma menor liberacdo de calcio do
reticulo sarcoplasmatico quando os cardiomiécitos sao estimulados a frequiéncia de 1HZ,
devido a menor recaptura de célcio para o interior dessa organela. Provavelmente, a
menor forga contratil encontrada nos ratos DT em nosso estudo se deva ao fato de que,
nesse modelo, os ratos DT ndo se encontram com o reticulo cheio como nos ratos CT e
gue a estimulacdo a frequéncia de 3Hz conduziria a um aumento da concentracado do
calcio no reticulo fazendo com que a resposta contrétil e, consequentemente, a forca de

contracdo dos ratos DT a 3Hz se equivalessem as do controle.
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Nossos resultados estdo de acordo com registros da literatura onde Cappelli et al.,
1990 observaram em um estudo com ratos submetidos a uma dieta deficiente em Tiamina
alteracbes nas propriedades contrateis cardiacas. Neste trabalho, eles verificaram
bradicardia, uma menor pressao sitdlica, sendo que a pressao diastélica ndo foi alterada,
porém, ao contrario de nossos resultados, eles observaram uma hipertrofia nos ratos
deficientes. Neste estudo, eles justificam que tais alteragbes ndo parecem ser sinais de
insuficiéncia cardiaca, mas sim, de um mecanismo adaptativo. Além disso, foi verificada
uma reducao na atividade da miosina ATPase e este resultado foi justificado por ser este
um mecanismo que usaria o ATP de forma mais econémica e eficiente devido ao menor
consumo calérico. Aldinger 1965 mostrou uma diminuicdo na for¢ca de contracdo cardiaca
em ratos deficientes em tiamina e este resultado foi atribuido parcialmente a um deficit na
producdo de energia pelo miocardio. Diversos estudos mostram pronunciada bradicardia
e arritmias fatais que foram consideradas a causa da morte em ratos deficientes em
tiamina (Otsuka & Gurtner 1957; Rindi & Rapuzzi 1966). Por outro lado, Oliveira et al.
2007 encontraram que a deficiéncia em tiamina diminui a liberagdo de célcio a partir do
reticulo sarcoplasmatico devido a uma menor carga de calcio no RS o que poderia ser
responsavel pela falta de arritmias de reperfusdo que foi descrita neste modelo.

Além disso, encontramos um aumento de ROS neste modelo e registros da literatura
mostram que o aumento destas espécies pode levar a modificacdes do estado redox de
proteinas, inclusive naquelas envolvidas na homeostase do calcio (Zima & Blatter, 2006)
podendo trazer disfun¢des aos processos contrateis. Luo et al. 2006, em um estudo com
cardiomiécitos, demonstrou que a exposicdo dos mesmos ao H,O, conduzia a uma
diminuicdo do encurtamento celular sem mudancas nos niveis de Ca*" intracelular,
indicando uma reduc&o da sensibilidade dos miofilamentos ao Ca®*. Acrescenta-se ainda
que, de acordo com concentracdo do perdxido de hidrogénio, pode haver perda da funcéo

da SERCA2 e do transporte de Ca?" para o reticulo sarcoplasmatico (Kaneko et al.,
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1989). Tsutsui et al. 2001 estudaram a suscetibilidade de midcitos cardiacos intactos aos
efeitos do radical hidroxil em coracdes de cachorros com insuficiéncia cardiaca. Eles
verificaram que o radical hidroxil induzia de uma maneira tempo dependente uma
diminuicdo no comprimento do midécito (hipercontratura) e que esta hipercontratura era
mais rdpida nas células dos coragBes com insuficiéncia cardiaca. Eles atribuiram essa
rapida hipercontratura a diminui¢cdes dos niveis de ATP. Neste estudo foi verificado que a
atividade da CAT, SOD, GPx néo foram diminuidas nos coragbes com insuficiéncia
cardiaca e que os miécitos com insuficiéncia cardiaca foram mais suscetiveis a injuria
celular induzida por estresse. Este processo ndo foi atribuido a diminuicdo das defesas
antioxidantes e sim a propriedades intrinsecas da célula.

As mudancas morfoldgicas, a acidemia, o desenvolvimento do processo apoptoético e
o0 aumento de ROS podem estar contribuindo no modelo utilizado no presente trabalho
para justificar as disfungfes contrateis encontradas em cardiomidcitos isolados de ratos
deficientes em tiamina quando comparados aos controles.

Além dessas alteragdes, verificamos um menor consumo de oxigénio nos ratos DT
gque provavelmente se deve a um menor metabolismo basal devido a uma menor
atividade das enzimas do metabolismo das quais a tiamina é cofator, como verificado em
outros trabalhos (Gabrielli & Caruso, 2001; Bubber et al. 2004). Consequentemente, o
menor consumo de oxigénio pode estar contribuindo para as disfungdes contrateis
encontradas no muasculo cardiaco, ja que o processo de acoplamento excitacao/contracédo
requer energia e consequentemente oxigénio para que possa acontecer (McCandless et
al., 1970). Por outro lado, Arcos et al. (1964) em um estudo com mitocondrias isoladas de
ratos deficientes em tiamina n&o observaram nenhuma diferenca no consumo de oxigénio
e narazéao P:O destes ratos, quando comparados ao grupo controle.

Além disso, nossos resultados verificaram que a reducdo no consumo de oxigénio foi

acompanhada por um aumento dos niveis de lactato, demonstrando a utilizacdo da via
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anaerobica para obtencdo de energia. Provavelmente, uma menor atividade da PDHC
deva estar levando a utilizagdo da via anaerdbica e consequentemente a oxidacdo
incompleta da glicose e a formacéo de lactato. Talvez também pelo fato de a KGDH estar
com sua atividade diminuida, poderia estar havendo um maior consumo de hexoses pelo
metabolismo anaerdbico como alternativa para a obtencdo de energia. O aumento nos
niveis de lactato € comumente verificado como forma de diagnéstico da deficiéncia de
tiamina em animais e humanos (Naito et al., 2002; Bubber et al., 2004). Gabrielli &
Caruso, 2001 verificaram uma grave acidemia e um baixo consumo de oxigénio em um
paciente que estava sofrendo de beribéri cardiovascular. Um dos principais efeitos toxicos
da acidose lactica é a estimulagdo da formacao de radicais livres e da lipoperoxidacéo
(Barc et al., 2004). Primeiramente um baixo pH libera reservas de ferro de proteinas
iniciando rea¢Bes de Fenton e produzindo radical hidroxil. Segundo é que a presenca de
prétons no meio intracelular pode levar o NO a interagir com &anions superoxido
produzindo peroxinitrito que se decompde em radical hidroxil e diéxido de nitrogénio (Barc
et al., 2004). Consequentemente, a diminuigdo do pH aumenta a producédo de MDA, pelo
processo de lipoperoxidacao, que € iniciado pelo aumento de ROS (Barc et al., 2004). Na
deficiéncia de tiamina uma das maiores consequéncias dos danos ao metabolismo
oxidativo € o acumulo de acido lactico. Estudos com cérebro demonstraram acidificacdo
celular e tecidual em vivo e a exposicdo dos astrocitos ao acido lactico resultou em dano
do transporte do glutamato sendo verificado, através de analises histoldgicas, danos
nessas regides (Hazell & Butterworth, 2009).

Devido as disfun¢des cardiacas observadas com estes resultados fomos avaliar se
ocorria aumento de ROS, bem como altera¢cdes nos sistemas antioxidantes e se haveria
danos celulares devido ao estresse oxidativo. Sabe-se que o musculo cardiaco é um
tecido altamente oxidativo que produz mais de 90% de sua energia a partir da respiracao

mitocondrial. A disponibilidade de oxigénio, a limitacdo de substrato, ATP, ADP, fosfato
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inorganico, Ca** e o estado redox celular exercem importantes funcdes no funcionamento
cardiaco (Ventura Clapier et al., 2003). Na deficiéncia de tiamina nenhum trabalho até
hoje verificou disfuncdes nesse modelo associando-as com aumento de ROS.

Apesar de o consumo de oxigénio estar menor nos ratos deficientes, o que nos
levaria a pensar em uma diminui¢cdo na formacao de ROS j& que a cadeia transportadora
de elétrons estaria com menor atividade, foi verificado em nossos resultados um aumento
do superoxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxil nos ratos deficientes em tiamina.
Este resultado foi acompanhado por mudancgas na atividade e expressédo dos sistemas
antioxidantes. Sabe-se que a mitocondria € considerada o principal local de formacéo de
ROS nos organismos sendo que os complexos mitocondriais I, Il e Il sdo capazes da
reduzir parcialmente o oxigénio molecular para produzir superéxido (St-Pierre et al.,
2002). Além disso, o complexo Il pode também produzir superéxido através da palmitoil
carnitina no lado da matriz (St-Pierre et al., 2002). Porém, existem outros locais no qual
essas espécies podem ser produzidas como nas flavoproteinas mitocondriais como o
complexo da o -cetoglutarato desidrogenase ou a flavoproteina que faz a transferéncia de
elétrons pela B oxidacdo (Kudin et al., 2005; Chandel & Budinger, 2007; Valko et al.,
2006).

Além disso, a via dap oxidacdo que pode ocorrer em parte nos peroxissomos, pode
estar sendo acentuada nestes animais, levando a formacédo de peroxido de hidrogénio
nesta organela. Acrescenta-se ainda que o superéxido gerado pode danificar proteinas
contendo heme liberando o ferro para o citosol. O ferro (Fe*") pode vir a gerar ROS
através de reacfes de Fenton (Kehrer et al., 2000) que podem também contribuir para o
desbalanco redox. Acrescenta-se ainda, como jA mencionado acima, que a acidemia
metabdlica pode estar contribuindo significativamente para o aumento de radicais neste

modelo.
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Apesar do aumento de superodxido, a atividade da SOD total ndo se alterou quando
comparamos os ratos DT e CT, porém, houve um aumento da expressdo da Cu/Zn e
MnSOD. Apesar do aumento da expressdo da MnSOD e da SODCu/Zn, esta ndo exerceu
um efeito cardioprotetor como demonstrado por Shen et al, 2001. Neste estudo foram
utilizados camundongos que apresentavam diabetes do tipo 1 e camundongos
transgénicos que super expressavam MnSOD e tinham diabetes do tipo 1, os resultados
obtidos demonstraram que a expressdo aumentada desta enzima protegia a mitocondria
cardiaca de danos oxidativos. Os camundongos diabéticos transgénicos que super
expressavam MnSOD apresentaram um aumento da expressdo da catalase
demonstrando morfologia, a contratilidade e as mitocéndrias normais no miocardio.
Provavelmente em nosso estudo, o aumento de superdxido, substrato da SOD, tenha
levado a um mecanismo adaptacional celular com aumento da expresséao, tanto da CuZn
guanto da MnSOD, aumento este que foi desvinculado do aumento na atividade da
enzima. Além disso, o peréxido de hidrogénio é conhecido por lesar a SOD, entdo o
aumento da expressao da SOD seria uma forma de compensar o menor tempo de vida da
enzima, ja que esta ROS se encontra aumentada.

Conforme ja mencionado, houve um aumento do H,O, nos cardiomidcitos de ratos
deficientes em tiamina que pode ser atribuido ao aumento do superdxido e provavelmente
a incapacidade da CAT e GPx em detoxificar esta espécie. Sabe-se que a atividade e
expressdo de ambas enzimas diferem nos diversos tecidos, como demonstrado por
Antunes et al., 2002. Neste estudo, foi avaliada a contribuicdo da glutationa peroxidase e
catalase na detoxificagdo do H,O; sobre estresse oxidativo em mitocondrias de coragéo
de ratos. Os resultados demonstram uma maior contribuicdo da GPx na detoxificacado do
H,O, mitocondrial quando comparada a catalase. A menor atividade e expressédo da GPx
encontrada em nossos resultados foi compensada por um aumento da atividade e

expressao da catalase na tentativa de combater o H,O, produzido, afim de evitar danos
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celulares por ROS. Provavelmente, uma das justificativas para a menor atividade da GPx
seja que a glicose-6-fosfato, formada na via glicolitica esteja sendo utilizada em sua maior
parte para a formacgéo de piruvato pela via anaerdbica. Com isso, uma menor quantidade
de glicose 6 fosfato estaria sendo direcionada para a via das pentoses fosfato e
consequentemente uma menor producéo de NADPH estaria sendo produzida.

Apesar da CAT né&o ter um papel tdo significativo no coracdo quando comparado
com a GPx (Molina & Garcia,1997; Antunes et al., 2002) sob condi¢des patologicas ou de
estresse, a célula pode passar por um mecanismo adaptativo e aumentar a atividade e
expressdo de enzimas na tentativa de combater estas espécies (Liu et al., 2005).
Provavelmente o aumento da atividade e expressdo da CAT neste trabalho foi um
mecanismo adaptativo encontrado pela célula, na tentativa de combater o aumento do
peréxido de hidrogénio, e também compensar a menor atividade e expressdo da GPX.
Em nosso estudo, apesar do aumento da atividade e expressdo da CAT, esta ndo
conseguiu combater por completo a formacgéo de radical hidroxil e nem atenuar os danos
oxidativos, jA que nossos resultados mostraram um aumento deste radical livre, assim
como danos lipidicos que foram demonstrados pelo aumento nos niveis de TBARS.

Nossos resultados estdo de acordo com os de Molina & Garcia (1997) apresentados
em um estudo com selénio, um cofator da GPx, e com um inibidor de catalase (fluoreto de
s6dio) sobre a importancia destas enzimas para evitar a peroxidacao lipidica no coracdo e
qual delas contribuia mais na defesa do tecido cardiaco contra este processo. O
tratamento foi realizado em ratos Wistar durante dois meses sendo o selénio administrado
na dieta e o fluoreto de sédio administrado na agua de beber. A auséncia de selénio na
dieta provocou uma diminuigdo em 87% da atividade da GPx e isto foi acompanhado por
um aumento no processo de peroxidacdo. Além disso, foi observado que a peroxidacdo
nao ocorreu nos ratos tratados com o inibidor da catalase, apesar de sua atividade no

citosol ter sido reduzida em 70%. Os resultados demonstraram que a GPx exerce uma
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maior contribuicdo na detoxificagdo do H,O, que a catalase no coragéo, evitando, assim,
a peroxidagéo. Acrescenta-se ainda, que o acentuamento da peroxidagéo ocorreu quando
a atividade de ambas GPx (mitocondrial e citosoélica) sdo reduzidas independentemente
das alteracdes da catalase intracelular. Em um estudo com humanos em estagio final de
insuficiéncia cardiaca, Dieterich et al. (2000) demonstraram que houve um aumento na
expressdo e atividade da catalase no miocardio e que este resultado poderia ser uma
resposta compensatéria ao estresse oxidativo, embora outras enzimas antioxidantes
como GPx e SOD néao tivessem sua atividade e expressao modificada. Sam et al. 2005
em um estudo com cora¢des humanos hipotetizaram que existiria um déficit antioxidante
enzimatico em pacientes que sofriam de insuficiéncia cardiaca. Eles verificaram a
producdo de ROS nestes doadores mostrando um aumento destas espécies no estagio
final da insuficiéncia cardiaca acompanhada por mudancas na expressao e atividade de
enzimas. Neste estudo, foi observado que o RNAmM de diversos sistemas antioxidantes
estava aumentado (MnSOD, Cu/ZnSOD e catalase). A atividade da Cu/Zn SOD estava
aumentada, da Mn SOD estava diminuida e da catalase nédo se alterou. Este resultado
demonstra que parece haver uma dissociagao entre a expressao do RNAm e a atividade
da proteina, ja que a expressdao maior do RNAm néo foi acompanhada pela atividade de
todos os sistemas antioxidantes. O aumento da producdo de ROS tem sido verificado em
cérebros deficientes em tiamina e o estresse oxidativo é relacionado a patologia humana
de Wernick (Hazell & Butterworth, 2009).

A verificacdo do aumento de ROS e as alteragbes dos sistemas antioxidantes foram
acompanhados de processo apoptético. Muitos estimulos apoptéticos tém sido
reconhecidos no coracgao, incluindo o estresse oxidativo. As ROS tém sido implicadas na
patofisiologia cardiaca podendo causar apoptose dos midcitos por um aumento na
expressdo e atividade de proteinas proapoptéticas tais como Bax e caspase (Kumar &

Jugdutt, 2005). O desbalanco entre a producdo de ROS e sistema antioxidantes, bem
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como o aumento do célcio intracelular sédo fatores responsaveis por desencadear o
processo apoptético (Skulachev, 1999; Kumar & Jugdutt, 2003). Sabe-se que o0s
cardiomidécitos na vida adulta tém pequena capacidade de se proliferar e que a apoptose
ndo é observada com freqiéncia no coracdo adulto (Kunnapuli et al., 2006). Porém, a
apoptose tem sido relacionada com o desenvolvimento e progressao de doencgas
cardiovasculares sendo detectada em um numero de patologias cardiacas, incluindo
hipdxia, isquemia, infarto do miocérdio, hipertrofia e insuficiéncia cardiaca (Garg et al.,
2005; Kunnapuli et al., 2006). A apoptose tem sido detectada no coracdo durante todos
os estagios do infarto do miocardio, sugerindo que a mesma pode ser responsavel por
uma significante morte dos cardiomidcitos durante um estagio agudo de isquemia, bem
como pelo remodelamento cardiaco (Takemura & Fujiwara, 2004; Abbate et al., 2008).

A perda de cardiomidcitos durante o estagio agudo do infarto do miocérdio
diretamente contribui para a disfuncdo contratil (Takemura, & Fujiwara, 2004). Mdltiplas
proteases da cascata apoptética podem clivar proteinas contrateis incluindo actina,
miosina e troponinas e sabe-se que a inibicdo de caspases melhora a funcdo contratil
através da reducdo da perda das proteinas contrateis (Garg et al., 2005). Em nossos
resultados, podemos observar um menor nimero de células e uma menor espessura do
ventriculo esquerdo que podem ter sido originadas devido ao processo apoptético
observado nos ratos deficientes em tiamina. Isto pode ser consequéncia da acidemia,
aumento de ROS e disfuncdo dos sistemas antioxidantes. Estas disfungdes morfoldgicas
foram acompanhadas por disfuncdes contrateis verificadas neste estudo. Abbate et al.,
2008 mostrou a ocorréncia de células apoptéticas no ventriculo de pacientes que
apresentavam um remodelamento cardiaco depois de sofrerem infarto do miocardio, além
disso, verificaram a ativacdo da caspase 3. Acrescenta-se ainda que estudos com
insuficiéncia cardiaca tém mostrado que a apoptose em cardiomidcitos é uma

caracteristica comum no estagio final desta patologia e que a perda de cardiomidcitos
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pela apoptose ajuda no desenvolvimento da mesma (lbe et al., 2007). Estudos tém
mostrado que, durante a isquemia, miocitos cardiacos fazem um enorme esfor¢o para
manter os seus niveis de ATP através da glicolise anaerdbica devido a diminuicdo da
atividade da fosforilagdo oxidativa e este processo faz com que ocorra um aumento dos
niveis de acido lactico e uma diminuicdo do pH intracelular (Thatte et al., 2004). Nossos
resultados demonstraram um aumento de lactato e a presenca de apoptose, estando de
acordo com Thatte et al. (2004) que, em um estudo com cora¢cdes humanos e de porcos
demonstraram uma relacéo direta entre acidose e apoptose evidenciando que o aumento
da apoptose era proporcional ao grau de acidose no tecido cardiaco. Provavelmente a
acidemia encontrada em nosso modelo, que é um dos parametros utlizados para o
diagndstico da deficiéncia em tiamina, pode contribuir também para o aumento de ROS e
desenvolvimento do processo apoptético (Skulachev, 1999; Farré & Casado, 2001).
Acrescenta-se ainda que da Cunha et al. (2007) em um estudo com ratos deficientes em
tiamina, observaram anormalidades mitocondriais, como formato alterado das
mitocondrias, inchago e desintegracdo das cristas. Em um estudo com neurdnios
realizado por Chornyy et al. (2007) onde foi induzida a deficiéncia de tiamina através do
uso de antagonistas desta vitamina, observou-se um aumento do processo apoptotico
nestas células.

Devido ao fato de o canal para potassio sensivel ao ATP (Katp) acoplar a atividade
elétrica celular ao metabolismo energético, o modelo de deficiéncia em tiamina se torna
interessante para o estudo deste canal, ja que ocorre uma deplecdo de energia no
organismo devido a tiamina ser cofator de varias enzimas do metabolismo. Nossos
resultados sugerem que uma maior fracdo de corrente de potassio medida nas células
deficientes em tiamina foi inibida pela glibenclamida. Este resultado demonstra que a
deplecdo de ATP intracelular pode estar ocasionando uma maior atividade do canal

(corrente de efluxo), jA que o mesmo é inibido por ATP. O componente de efluxo
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aumentado pode causar uma reducdo da duragdo do potencial de acdo, diminuindo o
influxo de célcio, a for¢ca de contragdo e a demanda por ATP (Poitry et al., 2003). Este
resultado pode ajudar a explicar a menor contratilidade dos cardiomiécitos encontrada
nos ratos deficentes em tiamina neste estudo, ajudando também a justificar, pelo menos
em parte, os resultados encontrados por Oliveira et al. 2007b que demonstraram, nesse
modelo, uma menor liberacdo de calcio no reticulo destes ratos e propriedades
antiarritimogénicas. Provavelmente, o aumento na atividade do Karp pode estar
exercendo um efeito cardioprotetor nos ratos deficientes em tiamina, contribuindo também
para um menor consumo de ATP para a contragdo celular. Essa cadeia de eventos
poderia ser parte de um pré-condicionamento metabdlico que pode estar atenuando a
injuria de reperfusdo. Através dos resultados obtidos podemos concluir que a deficiéncia
de tiamina altera o balanco redox nos cardiomiécitos conduzindo a um aumento do
superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxil levando a alteracdes nos sistemas
antioxidantes. Além disso, verificamos inlmeras alteracdes a nivel morfologico que
podem ter tido origem em processos desencadeados intracelularmente como a acidemia
metabdlica, desbalanco redox, bem como, menor producdo de energia neste modelo

resultando em disfungBes contrateis e alteracfes na atividade do canal Karp.
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12. Conclusdes

Com base nos resultados obtidos podemos concluir:

& O ventriculo esquerdo dos ratos deficientes em tiamina apresentou um menor
namero de células e uma menor espessura da parede, sendo também verificado uma
menor largura e comprimento dos seus cardiomidcitos.

& A capacidade contratil € menor nos cardiomidcitos de ratos deficientes em tiamina
guando estas células sao estimulados a frequéncias de 1Hz;

& Houve uma diminuicdo do consumo de VO,, bem como, um aumento nos niveis
de lactato plasmatico nos ratos submetidos a dieta deficiente em tiamina;

& Os cardiomidcitos de ratos deficientes em tiamina apresentaram um aumento da
producédo de superoxido e peroxido de hidrogénio;

& A atividade da enzima SOD néao foi modificada, porém, houve uma diminuicdo da
atividade da GPx e um aumento da atividade da CAT no coracgédo de ratos deficientes em
vitamina B1;

& A expressao protéica da CuzZnSOD, MnSOD e CAT foi aumentada no coracdo de
ratos deficientes em vitamina B1, sendo que, houve uma diminuicdo da expressao da
GPx no coracédo desses ratos;

& Houve um aumento da lipoperoxidacdo no coracédo de ratos submetidos a dieta
deficiente em vitamina B1,;

& Verificou-se a presenca de apoptose no tecido cardiaco de ratos deficientes em
vitamina B1;

% A densidade de corrente dos canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp) foi maior

nos cardiomioécitos de ratos deficientes em tiamina;
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ANEXO



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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