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Nrf2: fator de transcri¢gdo nuclear 2

O2*": anion superoxido

O,: oxigénio molecular

PA: pressao arterial

PAM: pressao arterial média

PAS: Presséao Arterial Sistolica

QL: quimiluminescéncia

SAH: S-adenosil homocisteina

SAM: S-adenosil metionina

SNS: Sistema nervoso simpatico

SOD: Superoxido dismutase

TBARS: Substéncias reativas ao acido tiobarbiturico
TrxR: Tioredoxina redutase

U: Unidade

VFC: variabilidade da frequéncia cardiaca

VPAS: variabilidade da pressao arterial sistélica
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RESUMO

Com base na relevancia das doencgas cardiovasculares para a saude publica
mundial, buscamos entender as associa¢des entre o metabolismo da homocisteina
(Hcy) e este sistema, o estresse oxidativo (EO) e a possivel influéncia da modulagéo do
sistema nervoso simpatico (SNS) sobre esta associagcédo. Além disso, testamos o efeito
da vitamina B6 sobre a funcdo cardiaca e o EO. Para isso foram realizados dois
experimentos: no primeiro testamos dois modelos de hiper-homocisteinemia (Hhe): o
tratamento com metionina e homocisteina tiolactona em dois diferentes protocolos
experimentais. No primeiro protocolo foram avaliados parametros morfofuncionais
cardiacos e associagdes com o balango redox no miocardio. Ja no segundo protocolo
foi avaliada a variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) e da presséao arterial sistolica
(VPAS) e suas associagdes com o estresse oxidativo (EO) nos eritrécitos. Como
resultados, observamos que os dois tratamentos resultam em igual aumento na
concentragéo plasmatica de Hcy, piora na fungéo cardiaca e aumento no EO cardiaco.
Além disso, foram encontradas fortes correlagcdes entre as variaveis que sugerem piora
da fungdo cardiaca e desbalango redox.O segundo protocolo demonstrou redugao da
VFC, com aumento do componente de baixa frequéncia (BF), associado ao SNS, e
reducdo da modulagdo do sistema nervoso parasimpatico ou de alta frequéncia (AF),
em valores normalizados. Quanto a VPAS foi demonstrado um aumento somente no
componente de AF em ambos os tratamentos. Comparados ao grupo controle, a
sensibilidade barorreflexa estava reduzida nos dois tratamentos (MET e HcyT),
provavelmente devido ao aumento da modulacdo simpatica vascular. Foi observado
também um aumento da atividade das enzimas superéxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) nos eritrocitos e redugao na concentragdo das carbonilas. Esses resultados
sugerem alteragdo no controle autonémico em favor da modulagéo simpatica cardiaca e
vascular, com piora na sensibilidade barorreflexa apés o tratamento com HcyT. Além
disso, estdo associadas a uma maior mobilizagcdo das defesas enzimaticas resultando
em reducao do dano oxidativo. O segundo experimento consistiu do estabelecimento

da Hhe apds tratamento com HcyT, seguido por adigao de vitamina B6 a agua de beber
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como proposta terapéutica. Neste experimento avaliamos a concentragdo de Hcy e
cisteina, parametros morfofuncionais cardiacos, atividade das enzimas antioxidantes
sistémicas, a concentragdo cardiaca de peroxido de hidrogénio (H20>), imunoconteudo
da glutationa S-transferase (GST) e do fator de transcrigao nuclear (Nrf2). O tratamento
com vitamina B6 demonstrou reducédo na Hcy plasmatica. Por outro lado, o tratamento
com HcyT e vitamina B6 provocou aumento significativo da espessura da parede
posterior cardiaca e da massa do ventriculo, todos corrigidos pelo peso corporal. Esses
resultados sugerem uma hipertrofia ventricular compensatoria. Além disso, 0 mesmo
tratamento melhorou a fungao global miocardica e a fragdo de ejegcao. A atividade da
SOD e CAT nos eritrécitos estava diminuida apos o tratamento com vitamina B6, o que
pode ocorrer devido as propriedades antioxidantes conhecidas da vitamina. Tanto a
GST, quanto o Nrf2 apresentam aumento apds o tratamento com HcyT, o que pode ser
uma resposta adaptativa ao aumento de cisteina. O mesmo aumento foi observado no
H.O, apds o tratamento com HcyT, sugerindo sinalizacdo para o aumento do EO. A
vitamina B6 possui propriedades que lhe conferem acéo antioxidante, o que pode estar
auxiliando no seu papel protetor no miocardio e na condicdo de Hhe. Com esse
trabalho, sugere-se que a Hhe seja vista de uma forma mais ampla que o simples
aumento da Hcy no plasma, pois 0 seu metabolismo no organismo pode ter efeitos
téxicos, com repercussao na funcio cardiaca e modulagdo do SNS associados ao EO.
Além disso, a vitamina B6 pode ser avaliada com proposta terapéutica isolada, pois

atua reduzindo a concentragao de Hcy e beneficiando o equilibrio redox.

Palavras-chave: homocisteina, fungao cardiaca, enzimas antioxidantes.
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ABSTRACT

Based on the relevance of cardiovascular diseases to public health worldwide, we seek
to understand its association to the homocysteine (Hcy) metabolism, the oxidative stress
(OS) and the possible influence of the sympathetic nervous system (SNS) modulation.
In addition, we tested the effect of vitamin B6 on cardiac function and OS. For this
purpose two experiments were conducted: in the first experiment we tested two
different hiperhomocysteinemia experimental models: methionine and homocysteine
thiolactone, this experiment was divided into two protocols. At the first protocol to
evaluate morpho-functional cardiac and associations to redox balance in the heart.
Already at the other protocol was studied heart rate variability (HRV) and blood pressure
(VPAS), and their associations with OS. The first experiment showed the effect of
methionine (MET) and homocysteine thiolactone (HcyT) treatment on cardiac function
and their associations with the OS. We found that both treatments result in equal
increases in plasma Hcy, poor cardiac function and increase in cardiac OE.
Furthermore, we found strong correlation between the variables that suggest worsening
of cardiac function and increase in the OE. The toxicity of the thiolactone metabolite is
known mainly in the nervous system, and the proposed mechanism for their deleterious
effects on cardiac function is probably associated with a higher OE. The second protocol
showed that HRV was reduced probably due to the increase in low-frequency (LF),
associated with the SNS, and a reduction in parasympathetic nervous system
modulation or high-frequency (HF), in normalized values. The systolic blood pressure
variability was demonstrated due to an increase in the HF component. Compared to the
control group, baroreflex sensitivity was reduced in both treatments (MET and HcyT),
probably due to the increase in sympathetic modulation. We also observed an increase
in superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity in erythrocytes, and also a
reduced carbonyl concentration. These results suggest changes in cardiovascular

autonomic control in favor to sympathetic modulation, with worsening in baroreflex
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sensitivity after HcyT treatment. They are also associated with greater enzymatic
defenses mobilization resulting in reduced oxidative damage. The second experiment
aim was study the effects of B6 treatment after Hhe, and we evaluated the Hcy and
cysteine plasma concentration, the morphofunctional cardiac transcription factor of the
antioxidant enzymes (Nrf2), glutathione S-transferase (GST), the hydrogen peroxide
(H202) cardiac concentration and the enzymatic antioxidant activity. Vitamin B6
treatment reduced plasma homocysteine concentration. Furthermore, vitamin B6 and
HcyT treatment caused a significant increase in posterior wall thickness and cardiac
ventricular mass, all adjusted to body weight. These results suggest a compensatory
ventricular hypertrophy. Moreover, the same treatment improved global myocardial
function and ejection fraction. Both, Nrf2 and GST, have increased after HcyT treatment,
which may be an adaptive response to increased cysteine. The same increase was
observed in H,O; after HcyT treatment, suggesting an increase in the OE. These results
are confirmed by the increased SOD and CAT activity in erythrocytes. Vitamin B6 has
antioxidant properties which may be aiding in its protective role in the myocardium and
provided Hhe.
Our results suggest that Hhe is seen in a broader than the simple increase of plasma
Hcy, because their metabolism in the body can have toxic effects, with impact on
cardiac function and SNS modulation associated with OE. In addition, vitamin B6 could
be evaluated with therapeutic purposes by reducing the Hcy concentration and

benefiting the redox balance.

Keywords: homocysteine, cardiac function, antioxidant enzymes.
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1 INTRODUGAO
11 HOMOCISTEINA:

1.1.1. METABOLISMO DA HOMOCISTEINA:

A Homocisteina (Hcy) € um aminoacido sulfurado, produto do catabolismo do
aminoacido essencial metionina, obtido com base na proteina ingerida na dieta. O ciclo
do metabolismo da metionina inicia com a produgdo da S-adenosilmetionina (SAM),
catalisada pela enzima metionina adenosil transferase. Apds as reagdes de
transferéncias do radical metil é produzida a S- adenosil homocisteina (SAH)

posteriormente hidrolisada produzindo a adenosina e Hcy (Selhub, 1999).

Apos sua formacado, a Hcy pode ser remetilada a metionina por duas rotas
alternativas. A primeira delas é catalisada pela enzima metionina sintase (MS)
dependente de dois cofatores: 1) a cianocobalamina (vitamina B1) e 2) o folato. A outra
rota de remetilacdo ocorre no figado e utiliza a metiltransferase e a betaina como
doadores do grupo metil na conversao da Hcy a metionina (Finkelstein 1990).

Outra possivel alternativa metabdlica para a Hcy € a rota de transsulfuragdo, na

qual a Hcy é condensada com a serina resultando ao final da rota na formagéao de
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glutationa (GSH). Essa rota € catalisada pela enzima cistationina beta sintase (CBS) e
requer piridoxal 5 fosfato (vitamina Bg) como cofator (Figura 1). A transsulfuragdo é um
processo irreversivel que ocorre apenas no figado, nos rins, no pancreas e no intestino
delgado (Brosnan, 2004). Essa rota metabdlica contribui efetivamente para manutengao
do “pool” intracelular de GSH, que participa da regulagao dos radicais livres e espécies

reativas de oxigénio (EROS) (Dimitrova e cols., 2002; Andersson e cols., 2000).
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Reacao 1: Rota de metabolismo da homocisteina. Adaptado de Jacobsen, 1998.

O metabolismo da Hcy é determinado por diversos fatores, como por exemplo,
os nutricionais (deficiéncias de vitaminas- Bg, B2 e acido folico- e/ou aumentada
ingestao protéica), fatores fisioldgicos (idade, sexo e fungéo renal, entre outros) e o uso

de medicamentos (Perry 1999). A Hcy é encontrada no plasma predominantemente na
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forma oxidada (98-99%), e 80-90% desse percentual circula ligada a proteinas

(Papatheodorou, 2007).
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De acordo com a definigdo da American Heart Association (Maron, 2008) a
concentracéo plasmatica de Hcy considerada dentro da normalidade varia entre 5-
15umol/L. Entretanto, 5-7% da populagdo mundial apresenta hiper-
homocisteinemia (Hhe) moderada, com concentragao plasmatica oscilando entre
15-25umol/L (Wierzbicki, 2007). Além disso, em casos especificos, a presenca de
mutacdes genéticas na CBS pode estar associada com concentragcdes plasmaticas
de Hcy maiores que 100 pymol/L, quadro esse definido como homocistinuria.

A homocistinuria pertence a um grupo de disturbios denominados erros
inatos do metabolismo, que podem ser definidos como disturbios bioquimicos
determinados geneticamente na estrutura e/ou fungdo das moléculas protéicas
(Sainz e cols, 2002). A homocistinuria tem sido detectada com uma frequéncia de
1:200 000 a 1: 335 000, ocorre devido a um defeito na enzima CBS que resulta no
acumulo de Hcy e metionina nos tecidos e no plasma, além de excregao urinaria
de Hcy, com redugdo na concentragao plasmatica de cisteina (Mudd, Levy, Kraus
2001). As manifestagbes clinicas da doenga incluem principalmente quatro
sistemas: ocular, vascular, nervoso central e 6sseo. Os pacientes nao- tratados
com homocistinuria podem desenvolver osteoporose até o fim da segunda década
de vida (Mudd e cols., 1985).

Nesses individuos, portadores de Hhe por deficiéncia genética das enzimas
CBS ou MTHFR, podem ser encontrados também aumento significativo nas
concentragbes plasmaticas de homocisteina tiolactona (HcyT). Evidéncias

experimentais sugerem que a forma tiolactona é a mais perigosa forma metabdlica
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da Hcy por provocar a incorporagdo da Hcy ao metionil — t- RNA em lugar da
metionina. Sendo assim, HcyT provoca modificagcdes na estrutura quimica das
proteinas, como reacbes de troca de dissulfetos com residuos de cisteina
(Jakubowski, 2007). Uma das consequéncias patofisiologicas dessa modificagao &
o estresse de reticulo (ER), processo que resultada em aumento de apoptose
celular e da expressao das proteinas chaperonas (Lentz 2005)

A HcyT é hidrolisada a Hcy no organismo por uma enzima do tipo
estearase, calcio-dependente que circula no plasma associada as lipoproteinas de
alta densidade (HDL), essa enzima ¢é denominada paraoxanase. O mecanismo
proposto para a acdao da enzima € a protecdo das proteinas contra as
modificagdes e danos causados pela HcyT ocorre pela capacidade antioxidante da
enzima (Kerkeni, 2006).

O estudo do metabolismo da Hcy é realizado com a utilizagcdo de modelos
experimentais diversos. Dentre os modelos desenvolvidos, as modificacbes
genéticas vém sendo utilizadas na tentativa de suprir as limitagées dos modelos
envolvendo as alteragbes nutricionais. No entanto, animais Knockouts para os
genes CBS, metileno tetra-hidrofolato redutase (MTHFR) e MS apresentam o
aumento desejado na concentragdo da Hcy plasmatica, porém tem uma
sobrevivéncia diminuida devido aos efeitos colaterais indesejados associados a
outros metabdlitos da Hcy (Dayal & Lentz, 2008). Ja modelos que utilizam Hcy ou
metabdlitos da Hcy oferecem a possibilidade de avaliar com o tratamento crénico

seus efeitos tdxicos e o seu metabolismo no organismo.
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Como exemplo de modelo dietético, podemos citar a suplementacéo de L-
metionina ou D, L-HcyT, ou ainda homocistina. O uso de sobrecarga de metionina
como modelo dietético de Hhe tem como objetivo principal avaliar a capacidade do
organismo em realizar o catabolismo da Hcy (Yen, 2002 & Bonaventura, 2002).
1.1.2 SISTEMA CARDIOVASCULAR E HOMOCISTEINA

A Hhe é associada as doencas cardiovasculares e ateroscleréticas,
principalmente por sua agado sobre os vasos e endotélio. Entretanto ainda é
amplamente discutido na literatura cientifica se o aumento da Hcy pode ser
definido como fator de risco modificavel ou &€ apenas um marcador de risco
cardiovascular (Potter, 2008; Moat, 2008).

Os primeiros estudos correlacionando a Hcy com aterosclerose sao de
McCully, 1969, quando foi demonstrada aterosclerose precoce na autdpsia de
criangas com concentracbes plasmaticas de Hcy elevadas e homocistinuria
(McCully, 1969). A teoria de McCully foi pela primeira vez comprovada na pratica
clinica por Wilcken e Wilcken em 1976, que compararam concentracdes de Hcy
em pacientes com doenca vascular aterosclerética com individuos controles
(Wilcken& Wilcken, 1976).

Posteriormente, concentragdes elevadas de Hcy foram encontradas em 30-
40% dos pacientes com doencga arterial coronariana (Nygard e cols., 1997). O
acumulo de Hcy e o desenvolvimento das doencgas vasculares parece relacionado
ao metabolismo de oxidagao da LDL, proliferacdo das células musculares lisas,
ativacdo de plaquetas e fatores de coagulacdo, repercutindo na disfungao

endotelial. O mecanismo proposto para tal fato seria a auséncia da expressao da
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enzima CBS e assim a Hcy ndo seria catabolisada e o seu acumulo ira ativar a
proteina C e o fator de coagulagao V (Karolczak, 2008).

Por outro lado, existem interagdes entre 0 metabolismo do colesterol e 0 da
Hcy. O consumo aumentado de acidos graxos saturados tem como consequéncia
a producédo de fosfatidilcolina que tem como um de seus produtos trés moléculas
de SAH que serdo hidrolisadas a Hcy. Os alimentos fontes de acidos graxos
saturados séao ricos em colesterol, porém também sao ricos em metionina (Obeid
e cols., 2009). Ainda vale a pena ressaltar que o aumento de 5 ymol/L de Hcy
equivale a elevacao de risco cardiovascular provocada pelo aumento de 20 mg/dL
de aumento na concentragao de colesterol total (Antoniades e cols. 2009).

A presséao arterial (PA), principalmente a sistélica, tem sido relacionada a
Hhe, no entanto os resultados ainda sao controversos. Resstel e cols. 2008
mostraram aumento da PA e da FC, além de aumento na resposta barorreflexa
em ratos tratados com HcyT por 15 dias. Em contraste, existem evidéncias
opostas obtidas em estudo experimental no qual animais espontaneamente
hipertensos (SHR) receberam dieta com metionina e apresentaram reducao da
PA. Essa reducéo foi atribuida ao aumento na producao de GSH que parece ter
sido estimulado pelo aumento do estresse oxidativo hepatico existente nesses
animais (Robin, 2004).

Um dos mecanismos propostos para o aumento da presséao arterial durante
Hhe € que com o crescimento das células musculares lisas do endotélio, haveria
inibicdo dos fatores reguladores do endotélio provocando aumento da resisténcia

periférica e consequente aumento da PA (Robin e cols.., 2003).
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Sugere-se ainda a existéncia de relagao entre o controle neural da fungéo
cardiaca e a Hhe. E importante lembrar o papel do controle neural da funcéo
cardiaca exercido sobre o corag&o por meio da integragao entre o sistema nervoso
autdbnomo simpatico e parassimpatico (Montano e cols., 2009).

A Hhe tem sido relacionada também a efeitos diretos no miocardio,
entretanto o mecanismo para tal relagdo ainda ndo é totalmente claro. Evidéncias
sugerem que animais geneticamente hipertensos com Hhe apresentam fibrose do
miocardio e disfungao diastélica. Em animais normotensos com Hhe resultados
semelhantes sdo encontrados com adicao de remodelamento cardiaco (Devi e
cols. 2006; Joseph e cols., 2003).

Diversos estudos epidemiolégicos foram realizados com o objetivo de
avaliar o efeito da redugdo da concentragdo da Hcy sobre o sistema
cardiovascular. O primeiro deles, o denominado VISP (Vitamin Intervention for
Stroke Prevention) observou que pacientes de ambos os sexos, com acidente
vascular cerebral recente, recebendo tratamento com acido fdélico, vitamina B1, e
Bs em doses altas e baixas n&o apresentaram nenhum tipo de melhora vascular
com a redugcdo da Hcy (Toole, 2004). Os dois estudos seguintes NORVIT
(Norwegian Vitamin) e HOPEZ2 (Heart Outcomes Prevention Evaluation 2)
evidenciaram que ha um efeito pequeno na suplementagao vitaminica sobre os
eventos cardiovasculares e/ou infarto do miocardio, podendo ser benéfico para
prevencdo de acidente vascular cerebral. No entanto, em todos os estudos é
importante destacar que se tratou de prevencédo secundaria, ou seja, os pacientes

ja apresentavam Hhe moderada (Wierzbicki, 2007; Maron & Loscalzo, 2008).
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Os principais mecanismos propostos para a associacdo entre Hhe e
doencas cardiovasculares sao: trombose, estresse oxidativo, apoptose e
proliferagao celular (Maron & Loscalzo, 2008)

1.1.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E SINALIZAGAO CELULAR

A geragao das espécies reativas de oxigénio (EROS) ocorre durante os
processos de oxidacdo bioldgica, dentre os quais se pode citar a respiracao
celular acoplada a fosforilacdo oxidativa para formacdo de ATP na mitocondria.
Existe, porém um sistema enzimatico redutor que impede a formacao das EROS:
o sistema Citocromo C oxidase. Esse é o sistema redutor mais eficiente do
organismo, pois promove a redugcdo do oxigénio a agua em apenas uma etapa,
quando o O; recebe quatro elétrons de uma s6 vez sem a formagéo de EROS.
Cerca de 95% do oxigénio (O ) que o organismo necessita para a vida é reduzido
a agua pelo sistema citocromo oxidase. Porém os 5% restantes de O, sao
reduzidos de forma monovalente por outros sistemas nao-enzimaticos. Nesse
caso, o O, tende a receber um elétron de cada vez, gerando compostos
intermediarios altamente deletérios como visto na figura 3 (Castro e cols., 1990).
As principais EROS séo: anion radical superéxido (O, *"), peréxido de hidrogénio
(H20) e o radical hidroxil (OH®). A reacao do H,O, com o ion ferroso ou cuprico é
chamada reacgdo de Fenton, levando a produgdo do radical hidroxil. O radical OH’
também pode ser formado da reagdo do O,* com H,O, em presenca de ions

divalentes de transicao, reagao esta descrita por Haber-Weiss.

H,0, +Fe*?/ Cu* — Fe™®/Cu™ +OH" + OH @
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Hz0, + 0" — OH' + OH ®
Reacao 2: (a) Reagao de Fenton (b) Reacao de Haber-Weiss

Conceitualmente, radical livre é qualquer espécie quimica capaz de existir
independentemente que contenha um ou mais elétrons desemparelhados
(Halliwell & Gutteridge, 1999). Ainda deve ser relatado o estado excitado do
oxigénio denominado estado “singlet” do oxigénio que também pode causar danos
a célula (Halliwell, 2000).

A toxicidade do estresse oxidativo sobre as células pode se dar de
diferentes maneiras: por lipoperoxidacdo das membranas celulares ou
intracelulares, por oxidagdo de proteinas, por dano ao DNA e por inativagao
enzimatica.

Recentemente, no entanto, tem se tornado evidente que o estresse
oxidativo e as EROS possam atuar de forma altamente especifica na modulagao
de vias de sinalizagao intracelular na determinacdo do fendtipo resultante dos
efeitos toxicos do oxigénio. Esses efeitos sdo de grande relevancia ndo somente
na insuficiéncia cardiaca, mas nos eventos precedentes envolvidos no

remodelamento ventricular (Seddon e cols., 2007).

Paradoxalmente, apesar das EROS serem predominantemente
associadas ao dano celular, tem um papel fisiolégico maior em diferentes aspectos
da sinalizagdo e regulacéo intracelular. Mittal & Murard (1977) proveram as
primeiras evidéncias sugerindo efeitos bioldgicos favoraveis mediados pelas
EROS. Em seus estudos relataram a ativagdo da guanilato ciclase e formagéo do

segundo mensageiro cGMP, sendo estimulada por meio do anion superéxido pelo
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seu derivado, o radical hidroxil. Efeitos similares também foram encontrados para
o derivado peréxido de hidrogénio (White e cols., 1976; Mittal & Murad, 1977).
Diferentes tipos celulares, incluindo os cardiomidcitos, tém se mostrado capazes
de produzir EROS incluindo radicais livres como o anion superoxido, e radical
hidroxil e compostos como peréxido de hidrogénio que pode ser convertido a
radicais, participando tanto de processos fisiolégicos quanto patoldgicos. O anion
superoxido € originado de forma intracelular pela NADP(H) e xantina oxidase,
desacoplamento da enzima oOxido nitrico sintase e cadeia de transporte de
elétrons, dando origem ao peroxido de hidrogénio pela agéo da enzima superdxido

dismutase (SOD) e este, por sua vez, ao radical hidroxil pela reagao de Fenton.

Diante as situacbes onde o estresse esta estimulado, recentemente foi
proposto que fatores de transcricao responsivos a estimulagao do estresse podem
estar presentes. O sistema Nrf2/Keap1, um desses fatores, promotor dos genes
que codificam para a fase |l da detoxificagdo das enzimas antioxidantes
(Umemura e cols, 2008). As duas proteinas (Nrf2/Keap) estao associadas no
citoplasma para facilitar o turnover do Nrf2 (Zhang and Hannink, 2003). Apéds a
oxidagao do Keap 1, a associagao se rompe e o Nrf2 vai para o nucleo regulando
a transcricdo dos genes das enzimas antioxidantes ( Wakabayashi e cols., 2004 ;
Kim e cols.,2003). O aumento do fator de transcricao Nrf2 tem sido considerado
um marcador farmacolégico da reducao do dano oxidativo. A expressao do Nrf2
induz a expressao de enzimas citoprotetoras antioxidantes e detoxificadoras, tais

como as glutationas, tiorredoxinas e peroxirredoxinas (Cuadrado e cols. 2009)
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1.1.4 DEFESAS ANTIOXIDANTES

Antioxidante é qualquer substadncia que, quando presente em baixas
concentragcdes, comparadas com aquelas do substrato passivel de ser oxidado,
retarda ou evita de forma significativa a oxidagéo desse substrato (Halliwell, 1992).

Os antioxidantes atuam prevenindo a formagao dessas espécies reativas
ou combatendo-as uma vez que tenham sido formadas (Repetto & Llesuy, 2002).
Essas substancias minimizam os disturbios no meio interno e preservam a 6tima
atividade celular, além de estarem estrategicamente situadas nas organelas
celulares para que assim possam proteger a célula.

As defesas antioxidantes compreendem: 1) os agentes catalisadores da
remocao das EROS, como as enzimas superdxido dismutase, catalase e
peroxidases; 2) proteinas que minimizam a disponibilidade de pré-oxidantes (ions
ferro e cobre) ou substancias como as transferrinas e hepatoglobinas; 3) proteinas
que protegem biomoléculas contra dano por outros mecanismos, como as
proteinas de choque térmico; e 4) substdncias de baixo peso molecular que
combatem as EROS e as espécies ativas de nitrogénio, como a glutationa, o-
tocoferol, acido urico, bilirrubina e outros. Alguns antioxidantes de baixo peso
molecular provém da dieta, especialmente o acido ascérbico e o a-tocoferol.
Existe ai uma relagao intima entre nutricdo e defesa antioxidante.

A importancia da atividade antioxidante na efetividade em neutralizar o EO
depende de qual espécie ativa foi gerada, como é gerada, onde é gerada e qual o

alvo de dano que é medido (Halliwell & Gutteridge, 2007).
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A atividade das defesas antioxidantes varia com o tipo celular e
possivelmente em diferentes células do mesmo tecido. Fluidos extracelulares tém
diferentes mecanismos protetores comparados aos intracelulares (Halliwell &
Gutteridge, 2007).

Uma substancia antioxidante que na fase de iniciacdo ou propagacio da
lipoperoxidagdo age formando um composto menos reativo € chamado de
“scavenger’”. Se a substancia antioxidante absorver energia de excitagdo dos
radicais neutralizando-os, é chamada de “quencher’ (Sies, 1991; Halliwell, 1992).
Habitualmente, o sistema antioxidante é dividido em sistema enzimatico e nao-
enzimatico.

Entre as defesas enzimaticas encontram-se a superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (Repetto & Llesuy, 2002; Sies,
1994). Essas enzimas evitam o acumulo de radical superoxido e H,O, para que
nao haja produgao do radical hidroxil, que € altamente reativo e para o qual nao
existe um sistema enzimatico de defesa (Castro e cols., 1990).

A superéxido dismutase, nas suas diferentes isoformas, eficazmente
dismuta dois ions superdxido formando H,O, e oxigénio (figura 4). Essa reagao
pode ocorrer em pH fisioldgico, porém, na presenca de SOD, a velocidade ¢ 10*
vezes maior ( Halliwell & Gutteridge, 1999). A catalase € uma enzima presente em
todos os tipos de células de mamiferos e altamente especifica, pois possui
atividade apenas contra peroxidos de hidrogénio de etila e metila (CHANCE e
cols., 1979). A glutationa peroxidase (GPx), a mais importante das enzimas

peroxidases reage com uma grande variedade de peroxidos, principalmente H,0O;
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e hidroperoxidos organicos. Para redugcdo dos peroxidos, utiliza o grupamento
sulfidril da glutationa reduzida, que pode ser regenerada pela interagdo da forma
oxidada com NADPH por meio da glutationa redutase (GR). Os grupamentos
sulfidril doam hidrogénios formando uma ligacao dissulfeto que pode transformar a
molécula do peréxido em alcool ou, no caso do HyO,, em &agua, figura 6 (Del

Maestro, 1980; Halliwell & Gutteridge, 1999).

2H' +20," —% ,0, +H,0, ()
2H202 Catalase Oz + HZO (b)
R~ OOH +2GSH —=—R ~OH+GSSG +H,0 (¢,

GSSG + 2NADPH —*— 2GSH + 2NADP* (q)

Reacéo 3: (a) Dismutagao do radical superdoxido da SOD; (b) Decomposig¢ao do
peroxido de hidrogénio pela CAT; (c) Reducgao de hidroperdxidos pela GPx e (d)
regeneragao da glutationa pela glutationa redutase(GR).

Outra classe de enzimas com importante papel fisiolégico na detoxificagdo
sdo as glutationa S- transferases (GSTs). Essas enzimas agem na detoxificagao
de potentes agentes alquilantes, incluindo compostos ativos como: herbicidas,
pesticidas e xenobioticos (Habig, 1974)

Mais recentemente foi descrito outro sistema enzimatico importante na

defesa antioxidante, o sistema tiorredoxina. As tiorredoxinas doam equivalentes
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redutores para proteinas, dissulfetos de glutationa, peréxido de hidrogénio, entre
outros. Tornam-se oxidadas e sao reduzidas pela tiorredoxina redutase (TrxR)

(Nordberg & Arner, 2001).

GSSG
Trx X
NADPH + TrxS, —» NADP + Trx( SH,) 2GSH
H202
v
H,O+0,

Reacao 4: Exemplo de reacao de reducgao de dissulfetos de glutationa e peroxido
de hidrogénio através do sistema tiorredoxina TrxS-tiorredoxina oxidada,
Trx(SH2)- Tiorredoxina reduzida, Tiorredoxina redutase (adaptado Kuntz, 2007).

Em condigdes fisiolégicas, o balango entre agentes pré-oxidantes e as
defesas antioxidantes se mantém equilibrado. Quando ocorre aumento na
producao de EROS, diminuicdo das defesas antioxidantes ou ambas as situagdes,
o equilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes é rompido em favor dos agentes
pré-oxidantes. Nessa situacdo, diz-se que a célula ou organismo se encontra sob
estresse oxidativo com potenciais danos (Halliwell, 1992& Barp, 2002).

Dentro do sistema nao-enzimatico de defesa estdo os antioxidantes
lipofilicos, como os tocoferdis, carotendides, bioflavondides, e os antioxidantes
hidrofilicos, como o acido ascorbico, o acido urico, a glutationa e outros.

A vitamina E - a-tocoferol, € o principal antioxidante lipossoluvel
responsavel pela protecdo dos acidos graxos polinsaturados das membranas
celulares contra o ataque das ERO. Por ser lipossoluvel, a vitamina E aloja-se nas

membranas celulares e nas lipoproteinas de baixa densidade. A perda de um
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elétron pela vitamina E transforma-a em radical livre — tocoferil, que reage com a
vitamina C (ascorbato), regenerando-se a tocoferol. Por ser hidrossoluvel o
ascorbato transformado em ascorbil pela reagdo com o tocoferil pode ser
facilmente eliminado pelo organismo ou pode também ser regenerado a ascorbato
utiizando GSH e NADPH. Por esse feito cooperativo com a vitamina E,
protegendo as membranas celulares da toxicidade do oxigénio, aconselha-se que
as duas vitaminas sejam ingeridas conjuntamente.

A glutationa, além de ser um importante antioxidante n&o-enzimatico,
participa de reagdes de enzimas antioxidantes como a GPx e a GST. Sua agao
antioxidante se deve a presenga de um grupamento sulfidrila, que atua como
doador de elétrons (Halliwell & Gutteridge, 1999).

1.1.5 HOMOCISTEINA E ESTRESSE OXIDATIVO

A participagdo do EO como mecanismo de lesao durante a Hhe em animais é
evidenciada em modelos farmacolégicos e genéticos (Lentz 2005). A Hcy pode
causar EO pela inibicao da expressdo das enzimas antioxidantes ou pela
producao aumentada de compostos citotoxicos durante a Hhe (Lubos, 2007).

O processo da auto-oxidagdao de Hcy para homocistina, assim como a
formacao da HcyT também participa da geracdo de ERO como o anion superoxido
(O2 "), o perdxido de hidrogénio (H203) e o radical hidroxil (OH”), que irdo resultar
no aumento da lipoperoxidagao (Lubos, 2007) e favorecer a disfungao endotelial.

Além disso, o NO que é um potente vasodilatador produzido pela NO sintase
em condi¢gdes normais tem sua biodisponibilidade modificada quando ha Hcy em

excesso no plasma. Dessa forma, pode ocorrer maior produgao de peroxinitrito,
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pela reagdo de NO com O,™ prejudicando o relaxamento dos vasos (Vathsala,
2007; Zou, 2005). Um dos mecanismos propostos para a redugdo do NO é a
relacdo diretamente proporcional entre a Hhe e o acumulo da dimetilarginina
assimétrica (DMAA), um inibidor endégeno da NO sintase. O aumento da DMAA
durante a Hhe pode ocorrer por aumento da SAM, incapacidade de excrecao renal
DMAA ou reducdo da atividade da enzima responsavel pelo seu metabolismo
(Papatheodorou, 2007; Lentz, 2005).

Por outro lado, a Hcy pode exercer efeitos especificos nas células
endoteliais, dentre eles a geracao de peréxido de hidrogénio quando combinada

ao cobre (Perna e cols, 2003).

2 HIPOTESE

H+. A Hhe moderada tem efeito no metabolismo da Hcy per se, que por sua
vez modifica a funcéo cardiaca e o balango oxidativo do tecido cardiaco;

H,: Os diferentes modelos experimentais de Hhe moderada provocam
alteragdes no metabolismo da Hcy, que modulam o controle autonémico da
frequéncia cardiaca e da pressao arterial por meio de alteragcdes no estresse
oxidativo sistémico;

Hs;: O tratamento com vitamina B6 é eficiente para melhorar a Hhe, a

disfuncdo cardiaca e modular o estresse oxidativo no modelo de Hhe por HcyT.
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3 OBJETIVO GERAL

Comparar os efeitos da hiper-homocisteinemia induzida com dois diferentes
modelos experimentais em variaveis hemodinamicas, morfofuncionais cardiacas e
oxidativas. Em adigao avaliar o efeito do tratamento com vitamina Bg sobre algumas

dessas variaveis.
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3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Fungéo cardiaca e associa¢gdes com o balango redox no miocardio :
a) Verificar variaveis morfofuncionais através de ecocardiografia;
b) Analisar variaveis bioquimicas: homocisteina e cisteina plasmaticas, medidas de
lipoperoxidagao e perfil antioxidante enzimatico miocardico, colesterol;
c) Estudar varidveis moleculares: imunoconcentracdo de enzimas antioxidantes;
2) Variabilidade Cardiovascular e associagdes com o equilibrio redox nos eritrécitos :
a) Analisar as medidas hemodinémicas;
b) Estudar a variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressao arterial;
c) Avaliar o perfil antioxidante e dano oxidativo as proteinas sistémico;
3) Efeitos na fungao cardiaca e perfil oxidativo do tratamento com vitamina B6 na hiper-
homocisteinemia experimental:
a) Analisar a concentragao de Hcy e cisteina plasmatica total
b) Estudar as alteragdes morfofuncionais cardiacas;
c) Analisar o perfil das enzimas antioxidantes sistémico;
d) Verficar a concentragao de perdxido de hidrogénio no tecido cardiaco;
e) Avaliar as variaveis moleculares, pela quantificacdo do imunoconteudo de Nrf2

e da GST.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS
Foram utilizados ratos Wistars machos, pesando entre 250 e 300g fornecidos

pelo biotério da Universidade de Sao Paulo. Os animais foram mantidos no Biotério do
Instituto do Coragao (InCor )-USP, alojados em caixas plasticas (4-5 animais por caixa)
em sala climatizada (22 + 2°C) com ciclo claro/escuro de 12/12 h invertido (luzes
acendendo as 06h). Receberam, durante todo o periodo, agua e ragao para ratos
padrao “ad libitum”.
4.2. EXPERIMENTOS
Experimento1:. Efeitos da hiper-homocisteinemia induzida por dois diferentes
tratamentos sobre variaveis hemodinamicas, morfofuncionais cardiacas,
bioquimicas e moleculares.
Grupos e sequéncia experimental
Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais, com n=18.

1) Controle (CO)

2) Metionina (MET)

3) Homocisteina tiolactona (HcyT)

Os grupos experimentais receberam tratamento com metionina ou D-L HcyT por
sonda intragastrica (0.1g/kg diluida em 2,5ml de agua) por 8 semanas a partir dos 60

dias de vida.
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Protocolo1: Os animais foram submetidos ao ecocardiograma no 57° dia de
tratamento.Foram depois mortos para coleta de tecidos e material para medida
bioquimicas e moleculares.

Protocolo 2: No 57° dia de protocolo experimental foi realizada a cirurgia de
cateterizagcdo e 24 hs depois, no animal acordado, o registro da PA e da FC, teste do
barorrreflexo. A seguir os animais foram mortos para coleta de material para medidas

bioquimicas.

Experimento2: Efeito do tratamento com vitamina B6 sobre as alteragées induzidas
pela homocisteinemia provocada por administragcdo crénica de Homocisteina
tiolactona.

Os animais foram distribuidos em 3 grupos experimentais, com n=15.

1)Controle+B6 (COB6)

2) HeyT

3) Homocisteina tiolactona+B6 (HcyTB6)

Os animais receberam D-L-Homocisteina Thiolactona (Acros) (0,1g/ Kg diluida
em 2,5 ml de agua destilada) ou agua com dose calculada de acordo com peso corporal
por sonda intragastrica durante 8 semanas. Nas duas ultimas semanas receberam
vitamina B6 na agua de beber (60mg/kg). Os animais foram submetidos ao

ecocardiograma final de 8 semanas do protocolo experimental
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4.3. SEQUENCIA EXPERIMENTAL

EXPERIMENTO 1- Protocolo 1

CO= agual sonda intragastrica

\ 4 l v

Dia zero 57° dia 60° dia
Inicio do Ecocardiograma  Morte dos animais

e coleta de tecidos
tratamento

MET= 0.1g/kg/ sonda intragastrica

‘, l

v

o 4
Dia zero E r§7 EI; 60° dia
Inicio do cocardiograma Morte dos animais
tratamento e coleta de tecidos

HcyT= 0.1g/kg/sonda intragastrica

v l v

Dia zero 57° dia 60° dia
Inicio do Ecocardiograma Morte dos animais
tratamento e coleta de tecidos
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v

60° dia

v

Protocolo 2
CO= agual sonda intragastrica
,, l l ,,
Dia zero 579 di 58° dia 60 ° dia
Inicio do c dia_ Registros Coleta de sangue e
tratamento ateterizagao Hemodinamicos morte dos animais
MET= 0.1g/kg/ sonda intragastrica
v l l
Dia zero 57° dia st‘i)s(t’rI(?s
Inicio do Cateterizagéo Hemoginémicos Coleta de sangue e
tratamento morte dos animais
HcyT= 0.1g/kg/ sonda intragastrica
v l l
Dia zero 57° dia R58°' (::a Coleta d 60°ndia
Inicio do Cateterizacao egistros oleta de sangue e

tratamento

Hemodinamicos

morte dos animais



EXPERIMENTO 2

COB6 = agual sonda intragastrica

!
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l l

v

28° dia 57° dia o 4
Dia zero Inicio do tratamento Ecocardiograma 60. d"f‘
Inicio do com vitamina B6 Morte dos animais,
protocolo coleta de sangue
e tecido.
tragastrica
v l v
Dia zero 57° dia 60° dia
Inicio do Ecocardiograma Morte dos animais,
protocolo coleta de sangue
e tecido
HcyTB6= 0.1g/kg/ sonda intragastrica
l l l v
57° dia 60° dia

Dia zero
Inicio do
protocolo

28° dia Ecocardiagrama
Inicio do tratamento

com vitamina B6

Morte dos animais,
coleta de sangue
e tecido
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4.4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.4.1. INDUGAO DA HIPERHOMOCISTEINEMIA

Os animais receberam administracdo D, L hidrocloreto de homocisteina
thiolactona (Acros, Organics) (100 mg/kg diluida em 2,5 ml de agua) ou L- metionina
(100 mg diluida em 2,5 ml de agua) por unica gavagem diaria ao final do dia (entre 17-
18 horas) por 8 semanas.
4.4.2. SUPLEMENTAGAO DE VITAMINA B6

Foi oferecido aos animais fosfato de piridoxina em p6 diluido na agua de beber
dos animais por 30 dias na dose de 60 mg/kg/dia com consumo livre, conforme
demonstrado na sequéncia experimental.
4.4.3 DOSAGEM DA CONCENTRAGAO PLASMATICA DE HOMOCISTEINA

Apos trinta dias do inicio do tratamento foram realizadas dosagens de
concentragdo de Hcy e cisteina total no plasma dos animais de sangue previamente
coletado em tubos heparinizados. O plasma foi obtido apds centrifugagdo a 3000 rpm
por 15 minutos em centrifuga refrigerada. As analises foram realizadas por HPLC com
deteccao de fluorescéncia conforme técnica descrita por De Oliveira e cols, 2002. No
experimento 2, a dosagem foi realizada apenas ao final do experimento, apos 60 dias
de tratamento.
4.4.4 DOSAGEM DE COLESTEROL TOTAL:

Ao término do protocolo experimental foi realizada dosagem de colesterol total

plasmatico por meio método colorimétrico utilizando kit Labtest. As analises foram

realizadas com espectrofotdbmetro conforme metodologia especifica para o uso do kit.
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4.4.4 AVALIAGAO HEMODINAMICA

4.4.4.1 CATETERIZAGAO DA ARTERIA E VEIA FEMORAL

No dia anterior aos registros diretos de presséao arterial e frequéncia cardiaca, os
animais foram anestesiados com cloridrato de ketamina (50mg/Kg, i.p., Ketalar,
Parke-Davis) e cloridrato de xilazina (12mg/Kg, i.p., Rompum, Bayer) e colocados
em decubito dorsal. Foi realizada uma pequena incisdo no terco inferior da regiao
inguinal anterior e implantada uma céanula na artéria femoral em direcdo a aorta
abdominal, para registro direto da pressao arterial e outra na veia femoral, para
administragcdo das drogas (Figuras 6 e 7). Apos a correta e firme implantagéo das
canulas na artéria e veia femoral, elas foram exteriorizadas no dorso do animal na
regido cervical e fixadas com fio de algodéo.

As canulas foram confeccionadas com tubos de Policloreto de Vinila (Abbott)
equivalente ao polietileno PE10 e PE50. Estes foram soldados por aquecimento e
logo apéds, as canulas foram preenchidas com solugéo fisiolégica e pinos de ago

inoxidavel.
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Figura 1: Sitio de dissecacao para cateterizagao da artéria femoral (Desenho S.
Lacchini).
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Catéter passado
subcuténeo para a regido
dorsal do pescogo
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Figura 2: Isolamento da artéria femoral e inser¢ao do cateter (Desenho S. Lacchini)
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4.4.4.2 REGISTRO DE PRESSAO ARTERIAL

Vinte e quatro horas apds a canulagdo e estando o animal acordado, a
canula arterial foi conectada a uma extensdo de 20cm (PE-50), permitindo livre
movimentagdao do animal pela caixa, durante todo o periodo experimental. Esta
extensdo foi conectada a um transdutor eletromagnético que, por sua vez, estava
conectado a um amplificador. O sinal analégico da pressao arterial pulsatil foi
convertido para digital e, em seguida, gravado em um computador (Figura 8). Os
sinais de pressao arterial (PA) foram gravados durante um periodo de 30 minutos.
A freqUéncia cardiaca (FC) e a pressao arterial foram analisadas batimento a
batimento no programa AT/WINDAQ, numa frequéncia de amostragem de 2000Hz
por canal. Este programa permite a detecgdo de maximos e minimos da curva de
pressao batimento a batimento, fornecendo os valores de PAS e PAD. A PAM foi

obtida da integragdo dos valores de pressao entre duas detec¢des consecutivas
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de PAD. A FC foi determinada a partir do intervalo entre dois picos sistolicos.

AMPLIFICADOR
DE SINAIS

VW

PROGRAMA CODAS

Figura 3: Esquema do sistema de registro de Presséo Arterial ( Desenho de S.
Lacchini)
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4.4.4.3 AVALIACAO DO BARORREFLEXO

Apods o registro da pressao arterial e da frequéncia cardiaca, uma extensao de
aproximadamente 20 cm (PE10) foi conectada na canula venosa para posterior injegao
de drogas vasoativas.

A Fenilefrina (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um potente
estimulador a4, cuja agdo predominante se da nas arteriolas periféricas causando
vasoconstricdo, sera usada para provocar aumento da pressao arterial. Esse aumento
da pressao arterial é seguido de bradicardia reflexa comandada pelos
pressorreceptores (Figura. 6).

O Nitroprussiato de sodio (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO, EUA), um
potente vasodilatador tanto de arteriolas como de veias, cuja acdo se da por meio da
ativagdo da guanilato ciclase e aumento da sintese de 3, 5- guanosina monofosfato
(GMP ciclico) na musculatura lisa de vasos e outros tecidos, foi usado para provocar
queda da pressao arterial. Essa queda é seguida por uma resposta taquicardica reflexa
comandada pelos pressorreceptores (Figura. 6).

Apos os animais terem permanecido em condi¢gdes de repouso por 15 minutos, o
reflexo pressorreceptor foi estimulado pela injecdo endovenosa (0,1 ml) de diferentes
concentracbes de Fenilefrina e de Nitroprussiato de Sdédio, alcancando variagdes
pressoricas de 10 a 40 mmHg. Os valores controle e as alteragdes maximas de pressao
arterial e frequéncia cardiaca foram determinados para cada concentracao
administrada. As inje¢cdes subsequentes somente foram realizadas apds o retorno dos

parametros analisados aos valores de controle pré-injegao.
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Figura 4: Registro de pressao arterial e frequéncia cardiaca antes e apds a

administracao de drogas vasoativas. Observe a resposta reflexa dos pressoceptores.

4.4.4.5 ANALISE DA VARIABILIDADE DO INTERVALO DE PULSO E DA PRESSAO

ARTERIAL SISTOLICA NO DOMINIO DO TEMPO E DA FREQUENCIA

Os parametros para analise no dominio do tempo consistiram em calcular os
valores médios do intervalo de pulso, frequéncia cardiaca, pressao arterial sistolica e
diastdlica e as variabilidades dos intervalos de pulso, da presséo arterial sistdlica e
diastdlica foram quantificadas pelo desvio padréo (IP.dp, FC.dp, PAS.dp e PAD.dp,
respectivamente). Para a analise no dominio da frequéncia, foi utilizado o método de
Fourier (FFT - Fast Fourier Transform). A poténcia foi obtida usando-se o Método do

Periodograma de Welch em séries de 16384 pontos das séries temporais decimais de
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intervalo de pulso e pressao arterial, com uma janela Hanning de 512 pontos e com
50% de sobreposicao (MATLAB 6.0, Mathworks,Inc). As poténcias para as bandas de
muito baixas (VLF, 0,0-0,20 Hz; modulagdo humoral), baixa (LF, 0,20-0,75 Hz;
modulagdo simpatica) e alta (HF, 0,75-4, 035Hz; modulagdo parassimpatica)
frequéncias foram calculadas pela integragcdo da poténcia nas bandas de interesse e
apresentadas como valores absolutos e normalizados. Para a normalizagcao, as
poténcias das bandas de LF e HF foram divididas pela varidncia subtraida da poténcia
na banda VLF (Pagani e cols. 1986). O acoplamento entre intervalo de pulso e pressao
arterial sistdlica é estimado pela funcao de coeréncia. Um valor de coeréncia maior que
0,5 foi considerado significativo. A variabilidade do intervalo de pulso foi obtida pela
andlise do tacograma com base no registro da PAS, em que a frequéncia dos
batimentos foi determinada pelo intervalo entre dois picos sistélicos. (Ishise, Asanoi e

cols. 1998).

4.5 ECODOPPLERCARDIOGRAMA: AVALIACAO DA MORFOMETRIA E FUNGCAO

CARDIACAS

A imagem ultrassonografica das estruturas cardiacas e velocidade do fluxo
sanguineo pelo ecodopplercardiograma € largamente reconhecida por proporcionar
uma das mais acuradas medidas nao invasiva para caracterizagao da massa ventricular
e analise das funcgdes sistolica e diastdlica em humanos (Devereux, 1987; Devereux e
cols., 1986; Devereux e Reichek,1977). Em animais de experimentagdo, o uso do
ecocardiograma como metodologia nao invasiva da analise da funcdo e estrutura

cardiacas, também vem se tornando rotina gragas ao avango tecnologico e
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desenvolvimento de transdutores ultrassonograficos com frequéncias maiores, que
proporcionam uma resolu¢ao adequada a pequenas estruturas (Pawlush e cols., 1993).
O ecodopplercardiograma foi realizado nos grupos estudados conforme protocolo
experimental, enfocando-se a avaliagao dos seguintes parametros:

Morfologia

- cavidade diastélica do VE corrigida pelo peso coporal (VEDIAcorr);

- parede posterior do VE corrigida pelo peso corporal (PARcorr);

- espessura relativa da parede (ERP);

- massa ventricular esquerda corrigida pelo peso corporal (MVEcorr).

Funcgao Sistélica

- fragéo de ejecdo do VE (FE%);

Funcao Diastélica:

- relagéo dos picos E e A do fluxo transmitral (E/A);

- tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV);

- tempo de desaceleragdo do pico E corrigido pela freqiéncia cardiaca (TDEcorr);
Funcao Cardiaca Global:

- indice de desempenho miocardico (IDM).

Protocolo experimental e obtengao dos parametros morfofuncionais:

Apos anestesia com uma solucao intraperitoneal de ketamina (50 mg/Kg) e
xilazina (10 mg/Kg) os animais tiveram a regido toracica devidamente tricotomizada e
foram mantidos em decubito lateral para a realizagdo do exame no aparelho SEQUOIA
512 (ACUSON, Corporation, Mountain View, CA-EUA), com transdutor linear

multifrequencial (10-14mHz), que permite imagens bidimensional e monodimensional
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simultdneas.O estudo do Doppler tecidual para analise da velocidade diastdlica das
paredes do VE também foi realizado, pela colocagdo do volume-amostra no nivel do
anel mitral das paredes septal e lateral do VE. A profundidade de imagem trabalhada foi
de 2 cm. As medidas lineares foram realizadas nas imagens obtidas pelo modo-M,
conforme Schiller e cols., (1979), com as seguintes medidas: espessura diastélica do
septo-interventricular (SIVDIA), didametro do VE ao final da diastole (VEDIA) e ao final
da sistole, espessura diastolica da parede posterior (PARDIA). A massa ventricular
esquerda foi entdo, obtida a partir da férmula: 1,047 x [(SIVDIA+VEDIA+PARDIA)3-
VEDIA3] x 0,8 + 0,6 onde: 1,047 representa a densidade do miocardio, validada em
ratos (Fard e cols., 2000) e os indices 0,8 e 0,6 , fatores de corregcéo (Watson e cols.,
2004). Apés a obtencédo dessas medidas, obtivemos os valores corrigidos pelo peso
corporal (valor absoluto/peso corporal do animal).

A fungéo sistdlica foi avaliada pelas fragdes de ejecao (FE%), cuja férmula esta a
seqguir: FE = (VDF)-(VSF)/(VDF) x 100% , onde: VDF= Volume Diastélico Final; VSF=
Volume Sistdlico Final, o volume foi obtido da seguinte formula: V= [7/(2.4+D)] X D3
(Teichholz e cols., 1974) DD% = (VEDIA-VESIS/VEDIA) x 100 % VEC = (VEDIA-
VESIS)/(VEDIA x TE), onde TE = tempo de ejecdo A funcdo diastdlica foi analisada
utilizando-se os indices derivados da curva de velocidade de fluxo diastélico mitral e do
fluxo sistdlico da via de saida do ventriculo esquerdo obtidos pela técnica de Doppler
pulsatil.Foram determinadas: a) onda E — maior valor da velocidade de fluxo inicial do
enchimento ventricular (enchimento rapido do ventriculo); b) onda A — maior valor da
velocidade de fluxo telediastolico mitral (correspondente a contragao atrial); c) relagcao

E/A - razado entre a velocidade maxima da onda E e a velocidade maxima da onda A; d)
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tempo de desaceleragao da onda E (TDE) —tempo, em milissegundos (ms) entre o pico
da onda E. E o ponto em que a rampa de desaceleracdo intercepta a linha de base da
curva de velocidade do fluxo diastélico mitral. A curva de velocidade dos fluxos para
analise do tempo de relaxamento isovolumétrico foi obtida posicionando-se o volume-
amostra numa posicao intermediaria entra a valva mitral e a via de saida do ventriculo
esquerdo. Foi determinado o TRIV (ms), entre o final do fluxo sistdlico na via de saida
do ventriculo esquerdo e o inicio do fluxo diastélico mitral. O TDE e o TRIV,
posteriormente, foram corrigidos pela frequéncia cardiaca (TDEcorr e TRIVcorr),
dividindo-se seus valores pela raiz quadrada dos respectivos intervalos R-R. A
avaliacdo do Doppler tecidual foi realizada com o posicionamento do volume-amostra
no nivel do anel mitral no corte apical quatro camaras, para a obtencdo dos picos de
velocidade distdlica maxima rapida (E’) e lenta (A’) das paredes septal e lateral do VE.
Em seguida, obtivemos as razdes dos picos E’ e A’, tanto para a parede septal (E’/A’s)
quanto para a parede lateral do VE (E'/A’p). Apds a aquisigdo dessas medidas, também
obtivemos a razio do pico E do fluxo transmitral pelo pico E's do doppler tecidual no
nivel do anel mitral da parede septal do VE.

Entretanto, além das avaliacbes das fungdes sistdlicas e diastdlicas em
separado, foi utilizado outro método de avaliagdo funcional combinado, o indice de
desempenho miocardico (IDM), derivado de intervalos obtidos pelo Doppler pulsatil.
Validado em camundongos por (Broberg e cols., 2003), entre as vantagens do seu uso,
esta a de nao depender da geometria ventricular, podendo, portanto, ser bem utilizado
em modelos que causem alteracdes na forma e fungado cardiacas, como nos estagios

avancados de sobrecarga pressorica (Salemi e cols., 2004). Todas as medidas
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seguiram as recomendacgdes da Sociedade Americana de Ecocardiografia (Sahn e

cols., 1978)

4.6. MEDIDAS BIOQUIMICAS E MOLECULARES
4.6.1 COLETA DE SANGUE

No experimento 1 e 2 a coleta de sangue foi realizada no momento da morte dos

animais, durante a decapitacao.

4.6.2 PREPARO DO SANGUE PARA AVALIAGAO DO ESTRESSE OXIDATIVO:

O preparo do sangue para avaliagao do estresse oxidativo foi realizado em um
periodo maximo de 48 horas apos a coleta.

Apos a coleta, o sangue armazenado em tubos tipo eppendorff com
anticoagulante heparina, foi centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm em centrifuga
refrigerada (Sorvall RC 5B — Rotor SM 24). O plasma foi retirado, aliquotado em
eppendorffs de 2,0 mL e armazenado & temperatura de -80°C. O plasma foi utilizado
para as analises de colesterol total, Hcy e cisteina totais. Os eritrocitos foram lavados
com soro fisiolégico (NaCl 0,9%), por trés vezes, colocando-se uma quantidade de
glébulos vermelhos em eppendorffs e acrescentando-se a mesma quantidade de soro
fisiologico. Em seguida, centrifugou-se a 3000 rpm por cinco minutos e retirou-se o
sobrenadante descartando-o. Repetiu-se o procedimento trés vezes.

Os eritrocitos foram aliquotados da seguinte forma: 50 uL de glébulos vermelhos

lavados acrescentados de 500uL de solugdo de acido acético 1mM e sulfato de
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magneésio 4 mM. Essas amostras foram utilizadas para anélise de proteinas e atividade
das enzimas antioxidantes, catalase, superdxido dismutase e glutationa S-transferase.
4.6.3 PREPARO DO HOMOGENEIZADO:

Os animais foram decapitados e tiveram os coragdes retirados e rapidamente
congelados em nitrogénio liquido para posterior homogeneizagao.

Os orgaos foram descongelados e homogeneizados durante 40 segundos em
ultra-turrax, na presencga de KCI 1,15% (5 ml/g de coragao) e de fluoreto de fenil metil
sulfonila (PMSF), na concentracdo de 100 mM em isopropanol (10 uL por mL de KCI
adicionado). O PMSF é um inibidor de proteases e foi utilizado para evitar a degradagao
das enzimas cuja atividade foi medida. Em seguida os homogeneizados foram
centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5 B —
Rotor SM 24) e o sobrenadante foi retirado e congelado em freezer a —80° C para
dosagens posteriores (Llesuy e cols., 1985)

4.6.4 MEDIDAS DE DANO OXIDATIVO:

O dano oxidativo a lipidios (lipoperoxidacdo) foi avaliado pela
quimiluminescéncia, iniciada pelo hidroperdoxido de tert-butil (QL), e substancias
reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS). A QL foi medida em um contador beta (LKB
Rack Beta Liquid Scintillation Spectrometer). As condi¢cbes gerais do ensaio foram meio
de reacao consistindo numa solucao reguladora de KCI 120 mM, fosfatos 40 mM, pH
7,4, concentragao de tBOOH 3mM. Os resultados foram expressos em contagens por
segundo (cps)/ miligrama de proteina ( Gonzalez-Flecha e cols. 1991). A técnica de
TBARS consiste na reacdo de produtos da lipoperoxidacdo com o acido tiobarbiturico,

para medir espectofotometricamente a formacdo de um produto de coloragao rosea.
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Utiliza-se como padrdao o tetrametoxipropano. Os resultados foram expressos em
nmoles de malondealdeido (MDA) por mg de proteina (Buege & Aust, 1978)

A avaliacédo das proteinas modificadas por oxidagao (carbonilas) foi realizada de
acordo com o método descrito por Reznick & Packer, 1994. O método consiste na
reagcao da dinitrofenilhidrazina (DNPH) com as carbonilas das proteinas formando
hidrazonas que apds sucessivas lavagens com acidos e solventes organicos, incubagao
com guanidina podem ser lidas espectofotometricamente. A absorbancia das carbonilas
foi medida em um espectofotdbmetro da marca Varian, modelo Cary, a 360nm. Os
resultados foram expressos em nmoles por mg de proteina.

4.6.5 DOSAGENS DA ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES
4.6.5.1 CATALASE (CAT)

A atividade da CAT é diretamente proporcional a taxa de decomposi¢cao do H,0..
Dessa forma a atividade da CAT pode ser medida pela avaliagcdo do consumo de H,0-.
O ensaio consiste em avaliar a diminuicao da absorbancia no comprimento de onda de
240 nm, pois neste comprimento ha maior absorg¢ao pelo H,O..

Para realizagdo do ensaio foram utilizados os seguintes reagentes: tampao
fosfato de sdédio (50mM, pH 7,4) e H,O, 0,3M. Em cubeta de quartzo foram
adicionados: 955uL do Tampao fosfato, 30 uL de amostra de eritrécitos lavados, esta
cubeta foi colocada em espectrofotdbmetro e descontada contra um branco de tampéo
fosfato. Apdés foram adicionados 15uL de H,;O, e foi entdo feito monitoramento da
diminuicdo da absorbancia no comprimento de onda selecionado. A concentragao foi

expressa em pmoles/mg de proteina (Aebi,1984).
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4.6.5.2 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A enzima antioxidante SOD, catalisa a dismutagcdo do anion radical superéxido
em H,0,. A velocidade da reacdo catalisada pela SOD é 10* vezes maior que a
velocidade de dismutagao espontanea em pH fisiolégico.

A técnica utilizada para determinacdo da SOD baseia-se na inibicdo da reagao
do radical superoxido com o pirogalol. O radical superéxido € gerado pela auto-
oxidagdo do pirogalol quando em meio basico. A SOD presente na amostra compete
pelo radical superoxido com o sistema de deteccdo. Portanto, quanto maior for a
concentragdo de SOD na amostra, menor sera a auto-oxidagao do pirogalol.

Como, nao se pode determinar a concentragao da enzima nem sua atividade em
termos de substrato consumido por unidade de tempo, por isso, utiliza-se a quantidade
em unidades relativas. Uma unidade de SOD é definida como a quantidade de enzima
que inibe em 50% a velocidade de oxidagao do detector. A oxidagao do pirogalol leva a
formacdo de um produto colorido, detectado espectrofotometricamente a um
comprimento de onda de 420 nm. A atividade da SOD € determinada medindo-se a
velocidade de formacao do pirogalol oxidado (Marklund, 1985).

Utilizou-se uma solugéo tampao (Tris-base 50 mM; EDTA 1 Mm, pH 8,2), pirogalol
24 mM (em acido cloridrico a 10 mM), e catalase a 30 uM. Para se obter o resultado em
unidades de SOD, necessita-se um fator de calibracao, por isso construiu-se uma curva
padrdao com uma solugdo de SOD comercialmente disponivel, em concentragcbes
conhecidas. Assim, calculou-se o fator de calibragdo necessario para converter a

percentagem de inibigdo da auto-oxidagdo em unidades de enzima.
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O ensaio foi realizado da seguinte maneira: colocou-se em uma cubeta 988 uL de
tampao Tris, 4 uL de catalase. Zerou-se o espectrofotdmetro, adicionou-se 8 uL de
pirogalol a cubeta, realizando a leitura. Dessa forma, obteve-se o0 maximo de oxidagao
dessa substancia. Essa medida é muito importante para posterior calculo da
percentagem de inibicdo causada pela SOD presente na amostra. Com a amostra
procedeu-se da mesma forma, apenas com reajuste do volume de tampao de acordo
com a quantidade de amostra adicionada, tendo sempre um volume final de 1mL. Os
resultados foram expressos em U SOD/mg proteina.
4.6.5.3 GLUTATIONA PEROXIDASE (GPx)

Como a GPx catalisa a reagao de hidroperoxidos com glutationa reduzida (GSH)
para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da redugdo do hidroperdxido, a
atividade da enzima pode ser determinada medindo-se o consumo de NADPH na
reacao de reducao acoplada a reacido da GPx.

A atividade da GPx foi medida em um espectrofotdmetro de marca Varian,
modelo Cary. Foi monitorada a diminuicdo de absorbancia do NADPH a 340 nm. Na
cubeta do espectrofotdmetro, foram adicionados 330 uL de tampédo, 50 uL do
homogeneizado ou glébulos lavados (amostra), 500 uL de NADPH, 10 uL de azida
sddica, 50 uL de GSH e 10 uL de GR. Foi registrada a absorbéancia por um periodo de
aproximadamente 2 minutos, para obtencdo da linha de base. Apds esse momento,
foram adicionados 50 uL de hidroperéxido de tert-butila e a diminuicdo da absorbancia,
devido ao consumo de NADPH, foi monitorada por mais 3 minutos. Os resultados foram

expressos em nmoles por minuto por mg de proteina (Flohé & Gunzler, 1984).
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4.6.5.4 GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST)

As glutationas transferases sdo um grupo de enzimas que catalisam reagdes de
conjugagdao de glutationa com varios substratos, tendo papel importante na
detoxificagdo de agentes alquilantes. Todas as transferases sdo ativas com composto
cloro-dinitro-benzeno (CDNB). A GST vai catalisar a reagdo de conjugacao da
glutationa reduzida (GSH) com outras substancias tdxicas, que possam vir a prejudicar
o funcionamento celular. Essa combinagdo forma os conjugados de glutationa que
foram exportados para fora da célula. Desse modo, essa enzima desempenha um papel
importante na detoxificagao celular.

Este ensaio esta baseado na capacidade da GST de combinar o 1-cloro-2,4-
dinitro-benzeno (CDNB) com a GSH formando 2,4 dinitro-fenil-glutationa (DNP-SG), que
€ um composto corado. A formacdo do DNP-SG pode ser observada
espectofotometricamente no comprimento de onda de 340 nm, utilizando os seguintes
reagentes: tampao fosfato de sodio (0,2M pH 6,5); GSH 20mM e CDNB 20 mM.

Na cubeta de 1mL foram adicionados 850 uL de tampéo, 50 uL de amostra, mais
50 uL de GSH (de concentragao final de 1TmM) zerou-se o espectofotébmetro a 340nm, e
por fim, adicionou-se 50 uL de CNDB e observou-se a formacdo de DNP-SG. O
resultado foi dado em pmoles/minuto/mg de proteina ou em nmoles/minuto/mg de
proteina.(Mannervik & Gluthenberg, 1981).
4.6.5.5 TIOREDOXINA REDUTASE (TrxR)

A determinagado da atividade dessa enzima ocorre da redugdo do DTNB

em TNB, um composto amarelo, que absorve em 412 nm. Para realizacdo do ensaio
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foi preparada solucdo com 50uL NADPH, 500uL de EDTA, 1mL Buffer, 800uL de
DTNB e 100uL de albumina. A essa solugdo foram acrescentados 7,55mL de agua
destilada para um volume final de 10mL.

Para determinacao da atividade, coloca-se 500uL da mistura em duas cubetas,
a qual corresponde a amostra, coloca-se 40uL da amostra e 160uL do buffer. Mede-se
a reacao no espectrofotbmetro a 412nm por 1 minuto. Uma unidade de TrxR é definida
com 1umol de TNB formado por minuto (1U=AAbs/27,2) (Holmegren & Bjornstedt,
1995).
4.6.5.6 CONCENTRACAO DO PEROXIDO DE HIDROGENIO

O método esta baseado na oxidagao do vermelho de fenol pelo H,O, mediada
pela peroxidase de rabanete , resultando num produto que absorve em 610 nm. Fatias
de tecido cardiaco foram incubadas por 30 minutos em tampao de fosfato de potassio
10 mmol (NaCl 140 mmol/ L e dextrose 5 mmol/L) O sobrenadante foi coletado e
adicionado na solugao tampao de vermelho de fenol 0.28 mmol/L e peroxidase de
rabanete 8.5 U/mL.Apds intervalo de 5 minutos foi adicionado NaOH 1 mol e efetuada
a leitura a 610 nm. Os resultados foram expressos em nmoles de H,O, por mg de
proteina (Pick & Keisari, 1980).
4.6.5.7 DOSAGEM DE HEMOGLOBINA

A concentragao de hemoglobina foi dosada nas amostras de sangue preparadas
com soro fisioldgico, utilizadas para expressao dos resultados da atividade das enzimas
antioxidantes. Para analise utilizou-se uma mistura de cianetos, o reagente de Drabkin,
que interage com a hemoglobina formando cianometahemoglobina, medida em

espectrofotdmetro,conforme descrito por Drabkin&Austin,1935..
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Para as dosagens, colocaram-se, em um tubo de ensaio, 5 mL da solugao de
Drabkin e 20 uL de amostra; deixou-se reagir por cinco minutos, e a absorbancia foi lida
no espectrofotbmetro a um comprimento de onda de 546 nm. Os resultados foram
expressos em miligramas por mililitro (mg.mL™).
4.6.5.8 DOSAGEM DE PROTEINAS

Para quantificar a proteina dos tecidos foi utilizado o método de Lowry e cols.
1951. Foi construida uma curva de calibragado da albumina (proteina bovina), utilizando
trés concentragdes 50, 100 e 150mg/ml.

Em cada tubo foram colocados 800 uL de agua, 20uL de amostra e para a curva
de calibragao foram colocados, em T1, 50 uL; em T2, 100 uL; e, em T3, 50 uL. Apos
foram adicionados 2ml do reativo C e esperou-se dez minutos para acrescentar 200 uL
de Folin. Esperou-se trinta minutos para fazer a leitura no espectrofotdmetro no
comprimento de onda a 625 nm. A concentragao de proteinas foi expressa em mg/mL.
4.6.5.9 ANALISE POR WESTERN BLOT:

O tecido a ser analisado foi imerso imediatamente apdés a extracdo, em
nitrogénio liquido e armazenado a —80°C.. Para o isolamento de proteina as amostras
de tecido foram descongeladas em tampao Tris-EDTA gelado (Tris HClI 100mM, EDTA
5mM, pH=7.4) e homogeneizadas usando um homogenizador Politron em dois pulsos
de 15s com intervalo de 10s. Foi adicionado ao tampao, aprotinina (10 pg ml™),
leupepsina (10 pg ml™), pepstatina A (10 ng ml™") e fluoreto de fenilmetilsulfonila (20
uM), para prevenir a degradagdo protéica. As concentracbes de proteina foram

analisadas e utilizadas para normalizar o quantidade de proteina. Quarenta
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microgramas de proteina foram expostos a eletroforese de gel monodimensional de
dodecil sulfato de sédio-poliacrilamida (SDS-PAGE) em um sistema descontinuo
usando 15% (p/v) de gel separador e 5% (w/v) de gel fixador. As proteinas separadas
foram transferidas por meio de eletroforese para membranas usando tampao Towbin
modificado, contendo Tris 20mM, glicina 150mM, metanol 20% (v/v), SDS 0,02% (p/v)
(pH= 8,3) em uma unidade de transferéncia Bio-Rad resfriada. Apds, os sitios de
proteinas inespecificas foram bloqueados por 1h de incubacdo em solugao bloqueadora
(5% (p/v) de leite desnatado) em tampdo Tris salina 0,1% (p/v), tween-20. As
membranas foram processadas por imunodetec¢ao usando-se 0s seguintes anticorpos
primarios: anticorpo anti-humano GSHPx de coelho, anticorpo anti-MnSOD de coelho,
anticorpo policlonal anti-CAT de ovelha e anticorpo monoclonal anti-Nrf2 de coelho.
Como anticorpo secundario foi utilizado o anticorpo policlonal anti-humano, anticorpo
policlonal anti-ovelha e anticorpo monoclonal anti-coelho (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA e Amersham Pharmacia Biotech do Brasil LTDA, Séo Paulo, SP,

Brasil).

4.7. ANALISE ESTATISTICA

Com base nos resultados das analises, foram calculadas as médias (MD) e os
desvios padrdoes (DP) para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos
grupos estudados. Como os dados apresentaram uma distribuicdo normal foi aplicada a
analise de variancia (ANOVA) de uma via, complementado com o teste de Tukey e cols.
quando necessario. A correlagdo entre as variaveis foi analisada pela correlacdo de

Pearson (Graph Pad Instat, versao 3.0)
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As diferengas foram consideradas significativas para p < 0,05. O calculo do
tamanho da amostra foi realizado pelo Computer Programs for Epidemiologic Analyses

(PEPI,versao4.0).
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5. RESULTADOS
5.1 EXPERIMENTO 1- Protocolo 1 — Efeitos da Hiper-Homocisteinemia Induzida
Por dois diferentes tratamentos sobre variaveis hemodinamicas, morfofuncionais

cardiacas, bioquimicas e moleculares.

5.1.1 PARAMETROS MORFOMETRICOS E METABOLICOS

Nao foi encontrada diferenga significativa no peso corporal médio e no peso do
coracao dos animais. (tabela 1)

A concentragédo de Hcy plasmatica apresentou-se aumentada nos grupos HcyT e
MET comparados ao grupo CO .No entanto, a concentragao de cisteina plasmatica nao
foi diferente entre os grupos experimentais.

Ja a concentragdo plasmatica do colesterol total do grupo HcyT apresentou

reducao significativa em relagdo ao grupo MET.

Tabela 1: Parametros morfométricos e metabdlicos dos diferentes grupos experimentais

apos o experimento:

Parametros co MET HeyT
Peso corporal (g) 427,0+23,5 430,0+30,6 395,0+24,0
Peso coracao (g) 1,4%0,2 1,5+0,1 1,4+0,1
Hcy plasmatica 30 dias (umol/L) 12,0+£3,0 17,0+2,4* 17,0+1,3*

Cisteina plasmatica 30 dias (umol/L) 329,0+42,0 381,0+36,0 333,0£17,0

Colesterol total plasmatico (mg/dL) 75,0+£10,0 78,0+6,0 62,0+11,0"
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CO = controle, MET= metionina, HcyT= homocisteina tiolactona. Valores expressos em

MD +DP de 6 animais/grupo. * vs CO, # vs MET (p<0.05).
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5.1.2 MORFOMETRIA CARDIACA

No dia da avaliacédo da estrutura cardiaca pelo ecocardiograma, o peso corporal
meédio dos animais do grupo CO foi de 456+19, do MET foi de 430117, enquanto do
HcyT foi de 440+£33g. Nao houve diferenga na comparagao de peso entre 0os grupos.

A morfometria cardiaca foi avaliada pelos seguintes parametros: parede posterior
do VE corrigida pelo peso do animal (PARcorr), dimensao diastélica da cavidade do VE
corrigida pelo peso do animal (VEDIAcorr),espessura relativa da parede (ERP) massa
ventricular esquerda corrigida pelo peso do animal (MVEcorr).

Os valores encontrados no grupo controle foram semelhantes aos valores
ecocardiograficos basais encontrados por Watson e cols., 2004.

Nao foram observadas diferengcas nos parametros morfométricos nos diferentes

grupos experimentais, conforme pode ser observado na tabela 2:

Tabela 2: Parametros de morfometria cardiaca nos diferentes grupos experimentais

apos o experimento:

Parametros Cco MET HeyT

PAR corr (cm/kg) 0,36+0,02 0,34+0,02 0,36+0,04
VEDIA corr (cm/kg) 1,68+0,21 1,72+0,14 1,68+0,18
ERP 0,43+0,05 0,42+0,02 0,44+0,04
MVE corr (g/kg) 2,94 £0,25 3,09 £0,3 2,78 £ 0,26

CO = controle, MET= metionina, HcyT= homocisteina tiolactona. PARcorr = parede
posterior do ventriculo esquerdo corrigida pelo peso do animal, VEDIAcorr= dimensao

diastdlica da cavidade do ventriculo esquerdo corrigida pelo peso do animal, ERP=
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espessura relativa da parede; MVEcorr= massa do ventriculo esquerdo corrigida pelo

peso do animal. Valores expressos em MD +DP de 6 animais * vs CO, # vs MET.
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5.1.3. FUNCAO CARDIACA

A tabela 3 mostra a avaliacdo da funcao sistdlica do VE, obtida pela FE. Na
mesma tabela, pode-se observar o indice de desempenho miocardico (IDM), que avalia
a funcao global do VE.

O grupo HcyT apresentou uma redugao na FE(%) em relagdo ao grupo CO
(10%). O IDM apresentou aumento significativo no grupo HecyT em relagéo ao grupo CO

(200%), conforme podemos observar na tabela 3:

Tabela 3: Parametros de fungéo cardiaca dos diferentes grupos experimentais apos o

experimento:

Parametros CcoO MET HeyT
FE (%) 81,0+4,00 76,0+4,00 71,0+7,00
IDM 0,13+0,06 0,25+0,15 0,39+0,09

CO = controle, MET= metionina, HcyT= homocisteina tiolactona. FE = fracao de
ejecao, IDM= indice de desempenho miocardico. Valores expressos em MD +DP de 6

animais por grupo * vs CO, # vs MET.
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5.1.4. FUNCAO DIASTOLICA

A funcao diastdlica foi avaliada pela razado entre a onda E e a onda A ( razéo
E/A), o tempo de relaxamento isovolumétrico (TRIV) e o tempo de desaceleragdo do
fluxo da mitral da onda E (TDE).

O grupo HcyT apresentou aumento na razdo E/A de aproximadamente (24 e
26%) comparado ao grupo CO e ao grupo MET. O TRIV foi aproximadamente (23%)
menor no grupo HcyT comparado ao grupo MET. O TDE apresentou uma redugao
significativa (30 e 24%) no grupo HcyT comparada ao CO e ao MET, respectivamente

(tabela 4).

Tabela 4: Parametros de fungao diastdlica nos diferentes grupos experimentais apés o

experimento:

Parametros co MET HeyT

Razio E/A 1,74 40,26  1,72%0,15  2,30+0,40 "
TRIV (ms) 31,00+4,30 33,00+4,15 2550+1,38"
TDE (ms) 49,00+4,80 50,00+5,90 38,00+4,07" "%

CO = controle, MET= metionina, HcyT= homocisteina tiolactona. Razao E/A = relagao
entre picos E, A; TRIV= tempo de relaxamento isovolumétrico; TDE= tempo de
desaceleracdo. Valores expressos em MD £DP de 6 animais por grupo * vs CO, # vs

MET.
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5.1.5. DANO OXIDATIVO A LIPiDIOS NO MIOCARDIO

O dano oxidativo avaliado pela LPO iniciada por tbooH (QL) apresentou
significativo aumento no grupo tratado com HcyT em relagdo ao grupo CO (155%)
(p<0.05).

Ja a concentracdo do TBARS demonstrou um aumento no grupo HcyT em

relacéo ao grupo CO (257%) e ao grupo MET (312%) . (tabela 5).

Tabela 5: Dano oxidativo a lipidios nos diferentes grupos experimentais:

Dano Oxidativo co MET HCY
QL (cps/mg prot) 12221 £ 2677 13453 £+ 3021 19000 +4798
TBARS (nmol/mg prot) 1,87+ 0,90 1,54+ 0,50 4,80+ 2,00 *

CO= controles, MET= metionina, HcyT= homocisteina tiolactona. QL=
quimiluminescéncia; TBARS = Substancias reativas ao acido tiobarbiturico. Os
resultados sédo apresentados em MD + DP, de 6 animais por grupo.* vs CO, # vs MET

(p<0.05).
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5.1.6 ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO MIOCARDIO

As defesas antioxidantes foram avaliadas pela dosagem espectrofotométrica da
atividade das enzimas antioxidantes em tecido miocardico homogeneizado. A atividade
da GPx ndo mostrou diferencga significativa. A atividade SOD, CAT e GST aumentou
significativamente no grupo HcyT quando comparada aos grupos CO e MET.

Ja a atividade da enzima TrxR apresentou apenas aumento significativo no grupo

HcyT em relagao ao grupo CO.

Tabela 6: Atividade das enzimas antioxidantes no miocardio ao final do protocolo

experimental:

Parametro co MET HeyT
SOD (U/mg prot) 80+0.9 75+1.1 10.5+0.6""
CAT (nmol/mg prot) 110.0+ 16.5 94.0+17.0 198.0+71.0"*
GST (nmol/mg prot) 14.0+ 2.4 17.0+4.9 23+2.4"*
GPx (nmol/min/mg prot) 23+3 25+6 24+8
TrxR (nmol/mg prot) 13.0+3.8 13.5+2.3 18.0+2.3%

CO= controles, MET= metionina, HcyT= homocisteina tiolactona. SOD = superdéxido
dismutase, CAT = catalase, GST = glutationa S- transferase, GPx = glutationa
peroxidase, TrxR= tioredoxina redutase. Os resultados sédo apresentados em MD + DP,

de 6 animais por grupo.* vs CO, # vs MET
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5.1.7 IMUNOCONTEUDO DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES NO TECIDO CARDIACO
5.1.7.1 SOD

O imunoconteudo da enzima SOD foi avaliado em tecido miocéardico
homogeneizado por western blot.O grupo MET apresentou um aumento significativo em
relagéo ao grupo CO (10%) Ja o grupo HcyT demonstrou um aumento significativo em

relagéo ao grupo CO (36%) e MET (15%). Os resultados sédo apresentados na figura 7:
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Figura 5: Imunoconteiudo da SOD no miocardio avaliado por western blot apdés o

CuZnSOD( % Plxels)

protocolo experimental. CO=Controle. MET=Metionina. HcyT= Homocisteina tiolactona.
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Valores sédo expressos em MD £ DP, de 5 animais por grupo. (um gel representativo

mostrando CO=1e 2, MET=3,4 e 5 e HcyT=6,7 € 8). *vs CO , #vs MET
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5.1.7.2 CAT

O imunoconteudo da enzima CAT avaliado em homogeneizado de tecido
miocardico ndo apresentou diferencga entre os grupos experimentais. Os resultados

estdo demonstrados na figura 8:
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Figura 6: Imunoconteudo da CAT no miocardio avaliado por western blot. CO=Controle.
MET=Metionina. HcyT= Homocisteina tiolactona Imunoconteudo da CAT (%Pixels)
avaliado por Western blot. Valores séo expressos em MD + DP, de 5 animais por grupo.

(um gel representativo mostrando CO=1e 2, MET=3,4e 5e HcyT=6,7¢e 8).
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5.1.7.3 GST

O imunoconteudo da enzima GST avaliado em homogeneizado de tecido

miocardico nao apresentou diferenga entre os grupos experimentais. Os resultados sao

apresentados na figura 9:
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Figura 7: Imunoconteudo da GST no miocardio avaliado por western blot. CO=Controle,
MET=Metionina, HcyT= Homocisteina tiolactona. Imunoconteudo da GST (% Pixels)
avaliado por Western blot. Valores sao expressos em MD + DP, de 5 animais por grupo.

(um gel representativo mostrando CO=1 e 2, MET=3,4e 5 e HcyT=6, 7 e 8).
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5.1.8 ESTUDOS DE CORRELACAO ENTRE FUNGAO CARDIACA E ESTRESSE

OXIDATIVO:

Avaliando a participagdo da enzima antioxidante SOD no desenvolvimento da
disfuncdo global miocardica, notamos uma correlacdo positiva entre essas variaveis.
Para tanto, usamos o imunoconteudo da CuZnSOD (%Pixels) e o indice de
desempenho do miocardio (IDM). Quanto maior o imunocontetdo da CuZnSOD, maior
o IDM, sugerindo um possivel aumento da produgdo do anion superoxido ja que essa

enzima é especifica para a decomposi¢ao dessa ERO.
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Figura 8: Correlagao entre o imunoconteudo da CuZnSOD e o IDM entre os grupos CO,

MET e HeyT (r=0,75, p<0,01).
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A razao E/A aumentada é um indice utilizado para avaliagdo da reducao da
funcdo diastdlica por meio de ecocardiograma por dopler. Em nossos resultados
apresentou-se positivamente correlacionada a atividade da enzima CAT no musculo
cardiaco, com r= 0.78, p<0.004. Nessa correlacdo quanto maior o aumento da atividade
da CAT, maior o aumento da razdo E/A., sugerindo uma provavel associagdo do
aumento do H,O, com a disfuncao diastdlica, pois a CAT é a enzima especifica para a

decomposicio dessa ERO.
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Figura 9: Correlacao entre a atividade da enzima CAT e a relagao E/A entre os grupos

CO, MET e HeyT (r=0,78, p<0,004).
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Avaliando o dano oxidativo a lipidios pelo método de quimiluminescéncia (QL) e
a FE, encontramos uma correlagao negativa, com r = 0.74, p<0.003 entre as duas
variaveis. Esse resultado € sugestivo de que quanto maior a lipoperoxidagdo, menor a
FE, demonstrando uma associagéo entre o prejuizo da fungéo sistdlica e o aumento

da lipoperoxidacao.
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Figura 10: Correlacao entre a lipoperoxidacao avaliada por quimiluminescéncia (QL) e a

fracao de ejecao (FE%) entre os grupos CO, MET e HcyT (r=0.74, p<0.003).
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5.2 PROTOCOLO 2

5.2.1 AVALIAGOES HEMODINAMICAS

5.2.2 PAE IP E VARIABILIDADE DAPAE DO IP

Na tabela 7 podemos observar que nao existem diferengcas entre os grupos

experimentais referentes as medidas hemodinamicas.

Tabela 7: Medidas hemodinamicas nos diferentes grupos experimentais ao final do
tratamento:

Variaveis co MET HeyT
IP 18414 18814 178+3
SDIP 10,010,7 8,6+0,5 6,0£0,7
PAS (mmHg) 12115 13313 13212
SD PAS 5,310,5 5,4+0,7 4,9+0,4

CO-= controles, MET= metionina, HcyT= homocisteina tiolactona. Intervalo de Pulso
(IP), Desvio do Intervalo de Pulso (SD IP), Pressao Arterial Sistolica (PAS), Desvio da
Pressao Arterial Sistélica (SD PAS). Valores sao expressos em MD £ DP de 6 animais

por grupo * vs CO (p<0.01).
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5.2.3 VARIABILIDADE DA FREQUENCIA CARDIACA NO DOMINIO DA
FREQUENCIA
Observamos com a analise da modulagdo autonémica cardiaca no dominio da
frequéncia que o componente de baixa frequiéncia (BF) normalizado e a razéo entre os
componentes baixa e alta frequéncia (BF/AF) foram maiores no grupo HcyT. Além
disso, o componente de alta frequéncia (AF) normalizado do intervalo de pulso foi
menor no grupo HeyT comparado ao grupo controle (Tabela 8):

Tabela 8: Analise da variabilidade da FC ao final do protocolo experimental:

Variaveis co MET HcyT
BF (%) 19,35+3,54 27,07+4,73 29,337,92°
AF (%) 80,65+3,54 72,93+4,73 70,67+7,92°
BF/AF (ms?) 0,24+0,05 0,380,09 0,4820,17*
Var RR (ms?) 99+15 759 41+9*

CO = controles, MET= metionina, HcyT= homocisteina tiolactona. Banda de baixa
frequéncia (BF), banda de alta frequéncia (AF) do intervalo do pulso, relagcédo entre a
baixa e alta frequiéncia (BF/AF) do tacograma Valores sao expressos em MD £ DP de 6

animais por grupo * vs CO (p<0.01).
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5.2.4 VARIABILIDADE DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA NO DOMINIO DA
FREQUENCIA
Conforme os dados obtidos podemos observar que os grupos MET e HcyT
apresentaram aumento no componente de baixa freqiéncia em relagdo ao grupo CO
(tabela 9). Ja o componente de alta frequiéncia ndo apresentou alteracdo entre os

grupos experimentais.

Tabela 9: Analise da variabilidade da PAS ao final do protocolo experimental:

Variaveis co MET HeyT

V PAS (mmHg?) 29,5+13,0 32,1£20,9 24.7+10.4
BF (mmHg?) 2,0+1,4 6,0+1,2* 5,412 6*
AF (mmHg?) 2,714 2,415 2,5+1,2

CO = controles, MET= metionina, HcyT= homocisteina tiolactona. Variancia da
pressado arterial sistolica (VPAS), banda de baixa frequéncia (BF), banda de alta
frequéncia (AF) do intervalo do pulso do tacograma. Valores séo expressos em MD +

DP de 6 animais por grupo * vs CO (p<0.01)
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5.2.5 SENSIBILIDADE BARORREFLEXA

Os indices de taquicardia e bradicardia reflexa foram comparados
separadamente para estudar o reflexo pressoceptor. A figura 13A ilustra os valores dos
indices taquicardia que apods o tratamento crébnico com MET (1,41+0,64) ou HcyT
(1,45+0,27) foi observada redugao da taquicardia em ambos os grupos comparados ao
CO (2,4110,46).

4 s

*

%
1 | i .
0 T -1 |
MET

co HeyT

(bpm/mmHg)
N

CO mMET ®WHcyT

Figura 11A: Valores de taquicardia reflexa nos animais. CO=Controle. MET=Metionina.
HcyT= Homocisteina tiolactona. Valores s&o expressos em MD +DP de 6 animais por

grupo. * vs CO (p<0,01).

A figura 13B (apresentada abaixo) apresenta os valores obtidos para os indices
de bradicardia nos grupos experimentais estudados. Semelhante ao que foi observado
para os indices de taquicardia, também ocorre redu¢cdo da bradicardia reflexa apds o

tratamento com MET (-1,3+0,3) ou HcyT (-0,9+0,4) em relagéo ao CO (-1,9+0,5).
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Figura 13B: Valores de bradicardia reflexa nos animais. CO=Controle. MET=Metionina.
HcyT= Homocisteina tiolactona. Valores sdo expressos em MD +DP de 6 animais por

grupo. * vs CO(p<0,01).
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5.2.6 AVALIAGAO DA CONCENTRAGAO DAS CARBONILAS OXIDADAS

A figura 14 apresenta significativa redugéo do dano as proteinas no grupo HcyT
(5,4 £1,3), avaliada pela concentragao das carbonilas em plasma foi observada quando
comparada ao CO (11,310,6) e MET (9,2+0,8). O grupo MET apresentou redugéo

significativa comparada ao CO:
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Figura 12: Concentragdo plasmatica de carbonilas oxidadas ao final do protocolo
experimental. CO=Controle. MET=Metionina. HcyT= Homocisteina tiolactona. Valores

sdo expressos em MD +DP de 6 animais por grupo. * vs CO, # vs MET (p<0,01).
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5.2.7 ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES EM ERITROCITOS

Foram realizadas avaliacbes das defesas enzimaticas antioxidantes em
eritrocitos. Nao foram encontradas diferengas significativas na atividade da enzima CAT
entre os grupos experimentais. A atividade da enzima antioxidante SOD reduziu no
grupo HeyT comparada ao CO e ao MET.Enquanto, a GST teve sua atividade reduzida

no grupo HcyT quando comparada ao CO e MET respectivamente (tabela 10).

Tabela 10: Perfil antioxidante nos eritrocitos ao final do protocolo experimental:

Parametros co MET HeyT
SOD (U/mg prot) 13,3+1,3 15,3+1,7 8,9+2,3*"
CAT (pmol/mg prot) 99,41+14,0 100,8+30,6 131,0£19,2
GST (nmol/mg prot) 56+14 63+27 2446

CO= controles, MET= metionina, HcyT= homocisteina tiolactona. SOD = superdéxido
dismutase, CAT = catalase, GST = glutationa s-transferase. Os resultados sao

apresentados em MD + DP, de 6 animais por grupo.* vs CO, # vs ME.
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5.2.8 ESTUDO DE CORRELAGOES DA VARIABILIDADE DA FREQUENCIA
CARDIACA E ESTRESSE OXIDATIVO
Avaliando a relagdo da enzima SOD com o componente de AF da FC, podemos
observar uma associagao positiva entre essas duas variaveis. Quanto maior a atividade

da enzima SOD, maior o componente AF da frequéncia cardiaca (r=0,89, p<0, 0006,

figura 15):
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Figura 13: Correlacao entre a atividade da SOD e o componente de AF da FC entre os
grupos CO, MET e HcyT(r=0,89,p<0,0006).
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5.3 EXPERIMENTO 2: Efeito do tratamento com vitamina B6 sobre as alteragoes
induzidas pela hiper-homocisteinemia provocada por administragdao crénica de

Homocisteina tiolactona

5.3.1 PARAMETROS METABOLICOS

A tabela 11 demonstra que concentracdo de Hcy plasmatica total esta
significativamente aumentada no grupo HcyT comparada aos grupos COB6 e HcyTB6,
observado na tabela 11.

Ja o peso corporal dos animais e a concentracdo de cisteina total ndo

apresentaram alteragdes significativas entre os grupos experimentais.

Tabela 11: Dosagem de homocisteina e cisteina plasmatica apds o tratamento com

vitamina B6

Parametros COB6 HeyT HcyTB6
Peso corporal (g) 444 0+22,6 420,3+35,0 456,0+12,5
Homocisteina plasmatica total (umol/L) 8,6+0,9 17,041,4° 9,0+1,0"
Cisteina plasmatica total (umol/L) 294,2+32,5 327,9+26,2 331,5+36,1

COBG6 = controle B6, HcyT= homocisteina tiolactona, HcyTB6=homocisteina tiolactona.

Valores expressos em MD +DP de 5 animais/grupo. *vs COBG6, # vs HcyT.
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5.3.2 MORFOMETRIA CARDIACA

A tabela 12 apresenta os parametros morfométricos do VE. No grupo HcyT a
parede posterior do VE corrigida pelo peso corporal (PAR corr) apresentou aumento
significativo quando comparado aos grupos COB6 e HcyTB6. Ja a espessura relativa
da parede (ERP) apresentou-se diminuida no grupo HcyTB6quando comparadas ao
grupo HcyT. O didmetro da cavidade do VE na diastole corrigido pelo peso corporal
(VEDIAcorr) apresentou-se aumentado no grupo HcyTB6.comparado ao HcyT, no
entanto entre os grupos HcyTB6 e COB6 também foi observado aumento significativo.

O grupo HcyTB6 apresentou massa do ventriculo esquerdo corrigida pelo peso

corporal (MVEcorr) aumentada em relagao aos grupos COB6 e HcyT.
Tabela 12: Parametros ecocardiograficos de morfometria cardiaca apds o tratamento

com vitamina B6:

Parametros COB6 HeyT HcyTB6
PAR corr (cm/kg)  0.35+0.02 0.39+0.02" 0.35+0.02"
ERP (cm) 0.40+0.04 0.44+0.02 0.36+0.02"
VEDIA corr (cm/kg) 1.53%0.18 1.56+0.13 1.70+£0.13™*
MVE corr (g/kg) 2.60+0.13 2.70+0.45 2.90+0.33

COBG6 = controle B6, HcyT= homocisteina tiolactona, HcyTB6=homocisteina tiolactona
B6. PARcorr = parede posterior do ventriculo esquerdo corrigida pelo peso do animal,
VEDIAcorr= dimensao diastolica da cavidade do ventriculo esquerdo corrigida pelo

peso do animal, ERP= espessura relativa da parede; MVEcorr= massa do ventriculo
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esquerdo corrigida pelo peso do animal. Valores expressos em MD +DP de 5 animais.

*vs COBG6, # vs HeyT, ¥ vs HcyTB6.



90

5.3.3 FUNGAO CARDIACA

A funcédo sistdlica apds o tratamento com vitamina B6 foi avaliada pela FE (%). A
FE (%) apresentou-se reduzida no grupo HcyT em relagéo ao grupo COB6 (18%). Ja o
grupo HcyTB6 apresentou redugéo de aproximadamente 10% na FE (%)em relagéo ao
grupo COBG6, porém um aumento de igual percentual em relagdo ao grupo HcyT.

O IDM, um indice que avalia a fung¢ao global do miocardio, demonstrou importante
reducdo em ambos 0s grupos que receberam tratamento com vitamina B6 (COB6 e

HcyTB6) em relagdo ao grupo HcyT.

Tabela 13: Parametros ecocardiograficos de fungao cardiaca apds o tratamento com

vitamina B6:

Parametros COB6 HeyT HcyTB6
FE (%) 84,00+0,07 69,00+0,04* 76,00+0,04" "
IDM 0,31+0,16 0,44+0,11* 0,30+0,11%

COB6 = controle B6, HcyT= homocisteina tiolactona e HcyTB6= homocisteina
tiolactona B6 . FE = fracdo de ejecao, IDM= indice de desempenho miocardico. Valores

expressos em MD xDP de 5 animais. * vs COB6, ¥ vs HcyT,
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5.3.4 FUNGAO DIASTOLICA

A tabela 14 apresenta os parametros que avaliam a funcgao diastélica. O tempo de
relaxamento isovolumétrico corrigido pelo peso corporal (TRIVcorr) ndo apresentou
alteracao significativa entre os grupos experimentais.

A razao E/A apresentou aumento significativo de 30% no grupo HcyT comparado

ao COB6, conforme observado na tabela 14:

Tabela 14: Parametros ecocardiograficos de fungéo diastdlica apds o tratamento com

vitamina B6:
Parametros COB6 HeyT HcyTB6
Razao E/A 1.75+0.25 2.16+0.22* 1.99+0.10
TRIV 25+1,46 25.50+1.40 21.70+1.75#

COBG6 = controle B6, HcyT= homocisteina tiolactona, HcyTB6= homocisteina tiolactona
B6. TRIV= tempo de relaxamento isovolumétrico, Razao E/A= relagdao dos picos E, A.

Valores expressos em MD +DP de 5 animais. * vs COB6, # vs HcyT.
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5.3.4 ENZIMAS ANTIOXIDANTES NOS ERITROCITOS

A atividade das enzimas antioxidantes foi avaliada em eritrocitos. A atividade da
SOD no grupo COB6 apresentou aumento de 40% comparada ao grupo HcyTB6.
Porém, a atividade da CAT diminuiu em 50% no grupo COB6 comparada ao HcyT.

O grupo COB6 apresentou um aumento de 38% na atividade da GST comparada
ao HcyTB6. Além disso, foi observado um aumento de 75 e 60% nos grupos COBG6 e

HcyTB6, respectivamente, comparados ao grupo HcyT (tabela 15).

Tabela 15: Atividade das enzimas antioxidantes em eritrocitos apds o tratamento com

vitamina B6:

Parametros COB6 HeyT HcyTB6
SOD (U/mg prot) 13.884+2.79 8.17+1.14* 11.51+2.14
CAT (pmol/mg prot) 8917 131£19* 72+15%
GST (nmol/mg prot) 98+19 24+4* 61+17*

COB6 = controle B6, HcyT= homocisteina tiolactona, HcyTB6= homocisteina tiolactona
B6. SOD = superoxido dismutase, CAT = catalase, GST = glutationa s-transferase.

Valores expressos em MDiDP de 5 animais. *vs COB6, # vs HcyT.
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5.3.5 CONCENTRACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO NO MIOCARDIO

A concentracao de H,O, foi avaliada no tecido miocardico e os resultados podem
ser observados na figura 18. O grupo HcyT (0.931£0.14) apresentou um aumento
significativo de 62 e 67% comparado aos grupos COB6 (0.36+0.06) e HcyTB6

(0.31+0.06) respectivamente.
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Figura 14: Concentragao de perdxido de hidrogénio no tecido cardiaco COB6= Controle
B6, HcyT= Homocisteina tiolactona, HcyTB6= Homocisteina tiolactona B6. Valores sao

expressos em MD xDP de 4-5 animais por grupo. *vs COBG6, # vs Hcy (p<0.05).
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5.3.6 IMUNOCONTEUDO DO NRF,; NO MIOCARDIO

O imunoconteudo do NRF; foi avaliado pelo western blot. Foi observado aumento
significativo de 54% no grupo COB6 comparado ao grupo HcyT. Nao foram
encontradas diferencas significativas entre os demais grupos experimentais. Os

resultados sdo apresentados na figura 16:
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Figura 15: Imunoconteudo do Nrf2 no tecido cardiaco apds o tratamento com vitamina
B6. COB6= Controle B6, HcyT= Homocisteina tiolactona, HcyTB6= Homocisteina
tiolactona B6. Valores sdo expressos em MD +DP de 4- 5 animais por grupo (um gel

representativo mostrando 3 bandas de cada grupo experimental). * vs COB6 (p<0,05).
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5.3.7. IMUNOCONTEUDO DA GST NO MIOCARDIO

O imunoconteudo da GST foi avaliado no tecido cardiaco apds o término do
protocolo experimental pelo western blot. O grupo HcyTB6 apresentou um aumento de
51% no imunoconteudo da GST comparado ao grupo HcyT. Ndo foram encontradas
diferengas significativas entre os demais grupos experimentais. Os resultados sao

apresentados na figura 17:
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Figura 16: Imunoconteudo da GST no tecido cardiaco avaliado por western blot apds o
tratamento com vitamina B6. COB6= Controle B6, HcyT= Homocisteina tiolactona,
HcyTB6= Homocisteina tiolactona B6. Valores sao expressos em MD £DP de 4- 5

animais por grupo (um gel representativo mostrando 3 bandas de cada grupo

experimental). # vs HcyT. (p<0,05)
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6. DISCUSSAO
EXPERIMENTO 1

6.1 PROTOCOLO 1

Sabemos que a Hhe moderada (>15-30umol/L) € mais comumente encontrada
na populagdo em geral, podendo ser provocada por doengas renais, deficiéncias
nutricionais ou variagdes genéticas da enzima MTHFR. Além disso, esta fortemente
associada as doencas cardiovasculares como: infarto do miocardio, acidente vascular
cerebral e tromboembolismo (Lentz, 2004; Den Heijer, 2005).

Os resultados avaliados no primeiro experimento tém como objetivo de comparar
o efeito direto no miocardio da Hhe moderada induzida por metionina ou HcyT,
mediante avaliagdes morfofuncionais e suas associagdes com o estresse oxidativo.

Nossos resultados mostraram que, apesar de diferentes os tratamentos com
metionina ou HcyT induzem um aumento na concentragdo de Hcy plasmatica de igual
magnitude. O tratamento com metionina foi reproduzido com base no modelo
experimental de Miller e cols., 1994, utilizando dose (0.1g/kg) e forma de administragao,
idénticas ao utilizado por ele em seu experimento, porém realizando tratamento crénico
o que diferenciou o0 nosso experimento do realizado pelo autor que optou por
tratamento agudo. O aumento da Hcy no plasma provocado por suplementagao
dietética de metionina pode variar de 2-4 vezes e 0 tempo para que ele ocorra € a partir
de 4 semanas de tratamento (Ungvari et al. 1999; Balakumar e cols. 2009). Sugere-se

que a suplementagéo crénica de metionina favorega a conversao da Hcy a metionina ou
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cisteina (rota de remetiliacdo), levando assim ao aumento da concentragcédo plasmatica
da Hcy (Zhang e cols. 2004).

Além disso, o tratamento com HcyT foi realizado como uma outra opgao de modelo
experimental para Hhe. Porém, a HcyT é um metabdlito da Hcy, altamente toxico e sua
concentracdo plasmatica é relacionada as concentragdes de acido félico e HDL
associado a enzima Hcy tiolactonase (Jakubowski,2006). A inclusdo de HcyT na agua
de beber pode provocar aumento na concentragado plasmatica de Hcy ja a partir de 15
dias de tratamento (Resstel e cols., 2008), podendo a severidade da Hhe variar
conforme a dose de HcyT administrada.

O objetivo primordial foi avaliar inicialmente os efeitos morfofuncionais por
ecocardiograma nos dois modelos experimentais e verificar suas associagdes com o
estresse oxidativo, uma vez que essas informacdes sdo ainda esparsas na literatura
internacional.

A eficacia dos modelos experimentais foi avaliada apés 4 semanas de tratamento
com dosagens plasmaticas de Hcy e cisteina totais. Foi observado que ambos os
tratamentos propostos provocaram aumento na concentragdo plasmatica de Hcy (>15
umol/L), confirmando a efetividade dos modelos experimentais. Porém, ndo foram
observadas alteracbes nas concentracbes de cisteina plasmatica total quando
comparados entre si e com o grupo controle. Dessa forma, os resultados sugerem que
as provaveis alteragdes que vierem a serem encontradas neste estudo estejam
relacionadas apenas com a Hcy plasmatica, ja que a cisteina plasmatica nao

demonstrou alteragdo neste modelo experimental.



98

Além disso, o tratamento com o HcyT demonstrou reduzir o colesterol plasmatico
total comparado ao grupo MET. Uma associagdao possivel € com a enzima
paraoxonase, enzima responsavel pelo metabolismo da HcyT até Hcy no organismo
que utiliza como carreador a fragdo HDL do colesterol (Jakubowski,2006). O tratamento
com HcyT realizado no nosso estudo possivelmente possa estar aumentando a
atividade dessa enzima, com isso aumentando o recrutamento de HDL e levando por
fim a menor concentracado de colesterol total circulante.

Em relacdo a funcéo cardiaca, observamos que a FE, um indice utilizado para
avaliagao de fungéo sistdlica, apresentou redugéo no grupo HcyT comparado ao grupo
CO, porém nao foi diferente do grupo ME, que na verdade ficou numa situagéo
intermediaria, ndo sendo diferente nem do grupo CO nem do grupo HcyT. Esse dado
indica prejuizo na funcéo sistélica apdés o tratamento com HcyT. Nosso estudo
concorda com o de Cesari e cols. (2005) que associou em pacientes hipertensos a Hhe
com a reducao da FE independente de histdrico de doenca cardiovascular. Além disso,
nossos dados mostraram que o IDM, que serve como indicador do desempenho
miocardio, aumentou no grupo HcyT comparado ao CO. Tal resultado é indicativo de
um maior esforco do miocardio para realizagdo de suas fungbes apds a Hhe por HeyT,
resultado ndo observado no grupo MET (Salemi, e cols. 2004)

Quanto aos parametros de fungéo diastélica foi demonstrado que o TRIV e o
TDE apresentaram reducdo significativa, enquanto a razdo E/A aumentou
significativamente no grupo HcyT comparado ao CO. Tais resultados sugerem que
exista uma disfuncado diastélica de padrao restritivo nesses animais, que pode ser

resultado de uma diminuida complacéncia associada ao prejuizo no relaxamento. De
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forma similar aos achados anteriores, o grupo MET ficou numa situagao intermediaria
em relagao a funcao diastdlica, ndo sendo diferente dos grupos CO e HcyT. Em estudo
anterior ao nosso, a Hhe induzida por homocistina, um dissulfeto de Hcy, aparece
associada com a disfuncéo diastélica por aumento da fibrose e rigidez do miocardio
apo6s avaliagdo mediante perfusdo de coragao isolado (Joseph, 2003). Ainda, Nasir e
cols (2007) avaliaram em participantes do estudo Multi étnico de Aterosclerose (MESA)
por meio de ressonancia magnética imagens cardiacas que permitiram associar
elevadas concentragdes de Hcy plasmatica com disfungao do ventriculo esquerdo.

Foi encontrada também associagao inversa entre o dano oxidativo avaliado por
quimiluminescéncia induzida por TBOOh e a FE, sugerindo envolvimento do dano
oxidativo no prejuizo a fungao sistdlica. Em estudo anterior utilizando animais SHR
submetidos a dieta para inducdo de Hhe observou-se um aumento na producido de
colageno, piora da fungao sistélica e aumento do dano oxidativo nesses animais (Devi
2006).

Foram observadas ainda associacdes positivas entre relacdo E/A e atividade da
CAT e IDM e imunoconteudo da Cu/Zn SOD. Tais associagbes sado sugestivas do
envolvimento das EROs: H,0, e Oz._ na génese da disfungéo cardiaca durante a Hhe,
pois as enzimas antioxidantes citadas estdo diretamente envolvidas com a
metabolizacdo destas EROS. O aumento da concentracdo de H;O, no miocardio foi
relacionado em estudo anterior ao nosso com o desenvolvimento de disfungao
diastdlica (Wang, 2008). Além disso, a terapéutica com antioxidantes mostrou em
estudo experimental eficiéncia para atenuar os efeitos da Hhe na piora da funcao

diastolica e fibrose miocardica. (Joseph, 2008).
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O dano oxidativo ao tecido cardiaco apresentou aumento significativo avaliado
por meio de lipoperoxidagdo em duas diferentes avaliagdes (quimiluminescéncia
iniciada por tBOOh e TBARS) . Em acordo com nossos resultados, estudo experimental
anterior observou aumento no dano oxidativo avaliado por TBARS no miocardio (Devi
2006).

Considerando a relagdo da Hcy com o balango das enzimas antioxidantes foi
analisada a atividade das enzimas antioxidantes e o imunoconteudo da CAT, SOD e
GST com o objetivo de avaliar resposta enzimatica nos diferentes modelos
experimentais estudados.

Em relagdo a enzima SOD, o seu imunoconteudo avaliado por western blot e
atividade da enzima no grupo tratado com HcyT mostraram-se aumentadas.Ja o grupo
MET apresentou o aumento do imunoconteudo em relagdo ao grupo controle. Estudo
anterior ao nosso mostrou que no modelo de Hhe por deplecdo de folato ocorre um
aumento da atividade da SOD no rim do grupo Hhe (Au-Yeung e cols., 2006). Sabe-se
que durante a Hhe ha maior geragdo do anion superoxido via ativacdo da NADPH
oxidase (Antoniades e cols., 2009) Dessa forma o aumento da atividade e

imunocontetdo da enzima SOD, que tem acgdo especifica na dismutagcdo sobre o O,",
sugere aumento na producado do O,". .
Além disso, o H,O, formado na reagdo de dismutacdo do O, pode ser

decomposto pela enzima antioxidante CAT, enzima que também apresentou aumento
significante na sua atividade no grupo HcyT. Geralmente a CAT costuma estar pouco
expressa no miocardio, portanto o seu incremento pode estar sugerindo ainda um

provavel aumento da concentragdo de perdxido no miocardio no grupo HeyT.
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Em relacdo ao metabolismo dos perdxidos/ hidroperéxidos podemos observar
que a atividade da GPx se mantém inalterada no miocardio, o que pode ser sugestivo
de uma manutencao dos estoques de glutationa. A glutationa € um tripeptideo que atua
como substrato essencial da neutralizagao dos efeitos toxicos do metabdlito HeyT feita
pela GST na Hhe. Sugere-se entdo que o aumento da GST observado no grupo HeyT
comparado ao grupo CO seja estimulado pelos produtos intermediarios formados
durante a rota metabdlica de produgéo da Hcy.

O sistema tiorredoxina foi avaliado pela medida da atividade da enzima
tiorredoxina redutase (TrxR) que utiliza NADPH para reduzir as pontes dissulfetos da
tiorredoxina, de outras proteinas e de compostos de baixo peso molecular. O sistema
tiorredoxina possui fungdo primordial na manutencdo do estado redox da célula,
sugere-se, entdo, que a enzima funcione com um sensor redox celular (Sun e cols.
apud Ribeiro e cols. 2005). Nossos resultados mostraram um aumento significativo da
atividade da enzima TrxR no grupo HcyT em relagdo ao grupo CO. Esse resultado pode
indicar uma participagcao do sistema tiorredoxina no metabolismo das ERO na tentativa
de manter o equilibrio apds o tratamento a base HcyT.

Os resultados encontrados nesse experimento indicam um efeito téxico da Hhe
induzida por HcyT diretamente no miocardio, levando a disfungdo cardiaca e ao
consequente aumento do dano oxidativo, o que ndo acontece com o modelo de MET.
Além disso, é possivel observar um aumento adaptativo da atividade das enzimas
antioxidantes. Isso sugere que nao apenas a concentragdo aumentada de Hcy
plasmatica, o que se repete nos dois modelos, mas também o incremento de

metabdlitos da Hcy com efeitos tdxicos ao organismo pode determinar a ativacdo de
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diferentes mecanismos de lesdo, como o aumento do dano oxidativo seguido das

respostas adaptativas das enzimas antioxidantes. .

6.2. Protocolo 2

O segundo experimento teve como objetivo analisar a resposta hemodinamica, o
controle autonémico, a sensibilidade barorreflexa e as associa¢gdes com o desbalango
redox avaliado em eritrécitos na Hhe induzida por metionina ou HcyT.

Em relacdo a resposta hemodinamica, podemos observar que 0s nossos
resultados ndo demonstraram diferengas entre as avaliagbes hemodinédmicas em
ambos o0s grupos experimentais. Resstel e cols. (2008) encontraram aumento da
pressao arterial média (PAM) e da freqiéncia cardiaca de ratos (FC) ap6s de 15 dias
de tratamento com D,L HcyT (Resstel, 2008).

Apesar de nao ter apresentado alteracdo na FC a analise espectral apontou uma
reducao significativa na avaliagado da variabilidade da FC no grupo HcyT mostrando um
prejuizo no controle autonémico sobre o coragdo. Além da redugédo da variabilidade
total, houve também um aumento significativo da componente BF normalizada,
relacionada a modulacido simpatica cardiaca. Tal alteragdo expressa um aumento em
favor da modulacdo simpatica sobre a vagal, quantificada pela relacdo BF/AF, que
caracteriza o balango simpato-vagal.

A analise da variabilidade da PAS nao mostrou alteragcdes significativas no valor
total, mas mostrou o componente de BF aumentado nos grupos MET e HcyT. O

componente BF da variabilidade da PAS esta relacionado a modulagdo simpatica
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vascular. Portanto tais resultados sugerem que o grupo MET apresenta uma alteracao
na acdo do controle autondémico sobre os vasos caracterizado por um aumento da
modulagao simpatica.

O grupo HcyT apresentou alteragbes tanto na modulagdo cardiaca quanto
vascular. A variabilidade da FC se apresentou reduzida com um deslocamento do
balango simpato-vagal, em favor da modulagéo simpatica sobre o coragdo. Além disso,
0 grupo HcyT também apresentou aumento da modulagdo simpatica vascular
mostrando que houve uma alteragdo na regulacéo neural da fungdo tanto cardiaca
quanto sobre os vasos.

Adicionalmente, vale a pena ressaltar que o controle da PA envolve dois
mecanismos regulatorios principais: o controle em longo prazo e o controle momento a
momento (controle em curto prazo). A sensibilidade baroreflexa é considerada o
principal mecanismo para o controle em curto prazo da PA. Ambos os tratamentos
utilizados em nosso protocolo provocaram redug¢ao da resposta taquicardica e aumento
da resposta bradicardica comparados ao controle. Estudo anterior com pacientes
diabéticos demonstrou que altas concentragdes de Hcy estavam relacionadas a
resisténcia a insulina e a reducdo do barorreflexo (Anan e cols. 2007). O mecanismo
proposto para a reducdo sensibilidade do barorreflexo nos dois protocolos
experimentais pode, portanto, ser associada ao aumento da modulagéo simpatica.

Existem dados na literatura mostrando a relagcdo entre as alteragdes da
modulagao simpatica e a geracao das ERO. Bertagnolli e colaboradores (2008)
demonstraram uma correlagao entre estresse oxidativo, hipertrofia cardiaca e atividade

simpatica na condi¢ao de hipertrofia fisioldgica induzida por exercicio. Seus resultados



104

demonstraram uma correlagao entre a peroxidacao lipidica, hipertrofia e norepinefrina
(NE), provavelmente devido a geragdo EROS, a acado da NE, ao aumento sistémico da
biodisponibilidade de oxido nitrico e redugao da pressao arterial. Além disso, a atividade
simpatica aumentada, por si s0, ja esta fortemente relacionada ao EO cardiaco (Neri e
cols., 2007).

Dessa forma, a determinacdo de parametros de EO sistémico por meio de
metodologias padronizadas, pode contribuir para definir o papel do EO em diferentes
patologias, (Repetto, 1999; Gutierrez, 2006), sobretudo aquelas caracterizadas por um
aumento da ativagao simpatica.

A concentragdo de carbonilas avalia o dano oxidativo as proteinas e é
considerado um biomarcador de EO. Nossos resultados mostraram que a concentracao
plasmatica das carbonilas reduziu no grupo HcyT comparado ao CO e o MET. Porém,
no grupo MET, foi observado aumento significativo comparado aos grupos CO e ao
HcyT. A menor concentragdo de carbonilas no grupo HcyT sugere uma capacidade
regenerativa das proteinas durante o processo de auto-oxidagdo da Hcy (Raijmakers,
2003). Um outro mecanismo proposto para esse resultado seria a mobilizagdo
adequada de antioxidantes de algum outro 6rgdo como uma resposta adaptativa ao
possivel desbalango redox. Ja o grupo tratado com MET demonstrou aumento da
concentracao de carbonilas. .0 que pode ser efeito direto ou indireto de longo prazo da
MET (Dalle-Done e cols., 2003)

Quanto a atividade das enzimas antioxidantes, observamos uma reducédo na
atividade da GST no grupo HcyT comparado ao CO e ao MET. A reducgao da atividade

da GST pode estar ocorrendo por inibicdo oxidativa, processo que ocorre quando ha
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intensa formagcao de EROS e provavel situacdo de EO. Ja esta bem definido na
literatura que a Hcy tem como 6rgéo alvo principal o vaso, o que poderia desencadear
todo esse processo. (Palace e cols., 1999)

Além disso, a atividade da SOD no sangue apresentou redu¢ao no grupo HcyT
comparado ao MET. Estudo prévio com tratamento cronico utilizando homocisteina
como indutor de Hhe mostrou aumento da atividade da SOD, como resposta adaptativa
ao estresse provocado pelo modelo experimental (Matté e cols., 2008). Porém, um
estudo realizado em pacientes com doencga coronariana avaliando a atividade da SOD,
encontrou redugdo na sua atividade e correlagdo negativa desse valor com a
concentragédo plasmatica da Hcy. Além disso, esse resultado foi associado a um mau
prognostico cardiovascular (Kerkeni, 2008). A redugdo da concentragao sistémica da
enzima SOD pode estar associada a uma aumentada produgao O2~ por tratamento
cronico com HcyT, pois essa relagdo entre o aumento da concentragdo plasmatica de
Hcy e o aumento da producao do O2~ ja foi vista anteriormente (Vathsala e cols., 2007).

Nés observamos ainda uma associagao positiva entre o componente de AF da
FC e a atividade da SOD nos eritrocitos, que pode sugerir uma relagao direta entre a
atividade vagal e a produgéo de 02", o qual é dismutado pela enzima SOD.

Nossos resultados evidenciam que o tratamento com HcyT atua mais
expressivamente sobre a modulagdo autondmica cardiaca, alterando o balango
simpatovagal sobre o coragdo em favor do simpatico. Tal alteragdo autonémica
acompanha alteracbes no balango oxidativo, evidenciadas pela correlagao existente
entre a atividade das enzimas antioxidantes e a modulagdo vagal cardiaca. Por outro

lado, o tratamento com MET atua diretamente sobre o controle autondmico vascular,
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modificando a modulacdo simpatica exercida sobre os vasos. A alteracdo no perfil
oxidativo vista no grupo HcyT nao foi reproduzida no grupo MET indicando que, neste
modelo, a alteragcado sobre a modulacao simpatica sobre os vasos nao esta relacionada
ao desbalango oxidativo. Provavelmente, a auséncia de alteracbes sistémicas
expressivas justifique o fato de ndo haver alteragdes na agédo do controle autonédmico

sobre o coragao.

6.3. EXPERIMENTO 2

Alguns componentes dietéticos sdo de importédncia fundamental para o
metabolismo da Hcy. Dentre eles, pode-se destacar a vitamina B6 (piridoxal fosfato)
que participa da rota de transsulfuragdo da Hcy para cisteina e posteriormente para
cistationa, tendo como produto final a glutationa, um importante antioxidante n&o
enzimatico. . Independente disso, a vitamina B6 ainda aparece associada a processos
metabodlicos dos &cidos graxos poliinsaturados (Mc Nulty, 2008) e a reducédo da
peroxidacao lipidica apdés o tratamento crénico com a vitamina (Kannan, 2003). A
vitamina B6 € soluvel em &gua, participa como cofator em numerosas reagdes
enzimaticas do metabolismo dos aminoacidos. Além disso, sua acao antioxidante é
comparada a acao quencher semelhante as vitaminas C e E (Endo,2006).

O objetivo com a realizacdo desse experimento foi verificar o efeito da
suplementacédo de vitamina B6 apds o estabelecimento da Hhe moderada sobre:
concentracdo plasmatica de Hcy e cisteina, parametros de morfofuncionalidade

cardiaca e associacao com o balango redox.
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De acordo com a recomendacdo nutricional para dietas experimentais a
quantidade de vitamina B6 oferecida pela dieta é de 6mg/kg (Suckow e cols., 2006). Na
maioria dos estudos experimentais, em que a suplementagao de vitamina B6 é utilizada
a dose oscila entre 50-100 mg/kg. Sendo assim, nesse estudo optou-se por testar o
efeito de uma dose 10 vezes maior que o requerimento dietético para os animais
(60mg/kg), 30 dias apds o inicio tratamento com HcyT e oferecida concomitante ao
metabdlito indutor de Hhe por igual periodo.

Nossos resultados evidenciaram uma redugédo na concentragao plasmatica da Hcy
total no grupo HcyT tratado com a vitamina B6. Um estudo anterior ao nosso comparou
o efeito de dietas oferecendo aporte de vitamina B6 adequado e deficiente nesta
vitamina sobre a concentragao plasmatica de Hcy de ratos. Foi observado nesse estudo
que o aumento da concentragao plasmatica de Hcy nos animais deficientes de vitamina
B6 era de aproximadamente 10 vezes (Cabrini, 2005). O mecanismo proposto para a
vitamina B6 atuar modificando a concentragdo de Hcy plasmatica € mediante sua
participacao na rota de transsulfuracdo como cofator da enzima C[3S.

Ao avaliarmos a morfometria cardiaca pelo ecocardiograma foi possivel observar
reducao significativa na PARcorr, e ERP no grupo HcyTB6 comparado ao HcyT. Além
disso, a MVEcorr e o tamanho da cavidade do VE foi significativamente maior no grupo
HcyTB6 quando comparada ao HcyT. Provavelmente esse efeito na morfometria
cardiaca esteja relacionado ao fato do tratamento ser iniciado apés o estabelecimento
da Hhe. Como visto anteriormente, o tratamento com vitaminas €& discutivel ou até
contra-indicado em muitos trials realizados com pacientes com quadro clinico pré-

estabelecido (Maron e cols., 2009).
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Quanto fungado sistdlica, um dos parametros avaliados foi a FE, que apds a
suplementagado com vitamina B6 aumentou 10% no grupo HcyTB6 comparado ao grupo
HcyT. Ja em relagdo a funcgao diastdlica, a razdo E/A apresentou aumento no grupo
HcyT em relagdo ao grupo COB6. No entanto, apds o grupo HcyTB6 ndo demonstrou
diferenga quando comparado aos demais grupos.

A fungao global do miocardio avaliada pelo IDM mostrou significativa redugédo em
ambos os grupos tratados com vitamina B6 (COB6 e HcyTB6) comparado ao HcyT,
sugerindo um menor esforgo do miocardio para seu desempenho apds o tratamento
com vitamina B6. O IDM foi identificado como um indice que reflete a perfomance do
miocardio em animais pequenos (Salemi e cols., 2004). Tais resultados sao sugestivos
de o tratamento com vitamina B6, mesmo tendo sido iniciado posterior ao
estabelecimento da Hhe, foi eficiente na melhora a funcéo sistdlica, diastélica e global
cardiaca.

Quanto as defesas antioxidantes enzimaticas nos eritrocitos foram avaliadas as
atividades das enzimas SOD, GST e CAT. A atividade da SOD apresentou aumento
significativo no grupo HcyT comparado ao COB6, o que sugere uma produgao
aumentada de anion superoxido no grupo HcyT. Como ja foi discutido nos protocolos
anteriores, o tratamento crénico com HcyT resulta em produ¢do aumentada de O2°, por
aumentar a ativagao da NADPH oxidase (Vathsala e cols., 2007).

Ja a atividade da enzima GST demonstrou um aumento significativo nos grupos
COB6 e HcyTB6 em relagao ao grupo HcyT. Um estudo anterior demonstrou efeito
protetor do pré-tratamento com vitamina B6 como antioxidante hepatico apdés o

tratamento com cromo como indutor de EO (Anand, 2005). O resultado demonstrado



109

nesse estudo reflete a capacidade da vitamina B6 atuar na metabolizacdo dos residuos
de cisteina, minimizando, possivelmente, assim os processos oxidativo.

Os grupos COB6 e HcyTB6 apresentaram reducgao significativa na atividade da
enzima CAT comparada ao grupo HcyT. Esse resultado sugere que a agao antioxidante
scavenger da vitamina B6 possa estar contribuindo para decomposicdo do perdxido de
hidrogénio, substrato principal da CAT, resultando em menor necessidade de ativagao
enzimatica da CAT.

Além disso, o imunoconteudo do Nrf2, um fator de transcricdo que regula a
expressado génica de enzimas antioxidantes foi avaliado em homogeinizado de tecido
cardiaco. O grupo HcyT apresentou uma reducgao significativa do imunoconteudo do
Nrf2 no grupo COB6 comparado ao grupo HcyT. Nosso resultado indica uma redugao
do imunoconteudo de Nrf2 no citoplasma apés tratamento com HcyT Sabendo-se que
trata-se de um fator que quando ativado encontra-se no nucleo, podemos sugerir que
essa seja a provavel justificativa para a reducéao citoplasmatica.

A enzima GST é conhecida por atuar como um detoxificador quando em
presenca de compostos xenobidticos. Ao avaliarmos o imunoconteudo da enzima GST
no tecido cardiaco, encontramos uma reducao significativo no grupo HcyT comparado
ao HcyTB6, sugerindo uma deplegédo da GST apds o tratamento com HcyT,. A redugao
de GST, pode ser explicada pela alta necessidade da enzima para metabolizagao dos
residuos de cisteina apds o tratamento com HcyT.

Foi observado também que a concentragdo do H,O, no miocardio aumento
significativamente no grupo HcyT em relacdo aos grupos tratados com vitamina B6

(COB6 e HcyB6).. De acordo com Chern e cols., 2001, o modelo de Hhe por deficiéncia
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de folato é responsavel pela aceleragdo da producgédo de H,O,, sugerindo que a Hcy
atua como mediadora na produgcdo aumentada deste. Outro estudo realizado
anteriormente, com cultura de mondcitos, concluiu que a vitamina B6 atua prevencao
do dano oxidativo gerado por H»O,, sugerindo que a vitamina tenha agdo como
scavanger de radicais livres (Kannan, 2004).

E importante citar ainda, que o aumento na concentracdo de H,O, encontrado no
nosso trabalho pode estar relacionado com o aumento da ativagéo de Nrf, (Umemura e
cols., 2008). Isso reforgca a hipétese que o imunoconteudo do Nrf, possa estar reduzido
no citoplasma, por ja estar ativado e aumentado no nucleo.

O tratamento com vitamina B6 mostrou reduzir a concentragcado de Hcy no plasma
e contribuir para a melhora da fungdo cardiaca de ratos com Hhe. O mecanismo
proposto para tais efeitos parece estar relacionado com a participacao da vitamina B6
na rota de trranssulfuragdo, metabolizando os residuos de cisteina circulantes. Além
disso, os resultados demonstrados relacionados aos efeitos da vitamina B6 como
antioxidante do tipo scavanger também podem ser associados aos efeitos observados
na funcao cardiovascular.

Com a realizacdo desses experimentos podemos demonstrar que o efeito
deletério da Hcy esta relacionado ao seu metabolismo per se e a toxicidade dos
compostos intermediarios desse e nao simplesmente a aumento plasmatico na sua
concentragdo. Além disso, o efeito antioxidante da vitamina B6 demonstrou ser

importante na recuperagao dos prejuizos causados pela HcyT no miocardio.



111
7. CONCLUSOES

1) O tratamento com HcyT, assim como o MET mostrou eficiéncia para induzir o
modelo experimental de Hhe. No entanto, apenas o tratamento com HcyT demonstrou
efeitos consistentes em parametros funcionais cardiovasculares e esses estiveram
associados ao desbalango redox no miocardio.

2) A administragao de HcyT demonstrou ainda piora na variabilidade da FC e na
modulagdo simpatica vascular associadas a redugdo da atividade das enzimas
antioxidantes nos eritrocitos. Ja o modelo com metionina, apesar de provocar igual
aumento na concentracdo de Hcy plasmatica demonstrou efeito apenas sobre a
modulagéo simpatica vascular. Sendo assim, nossos resultados permitem inferir que o
tratamento com HcyT associa-se as alteragdes no controle autondbmico e aumentada
producao de ERO.

3) O tratamento com vitamina B6 isolada induz melhora na morfometria e fungéo
cardiaca, além disso, o sistema de defesa antioxidante também demonstrou ser
beneficiado pelo tratamento com vitamina B6. Esse resultado sugere um efeito cardio-

protetor da vitamina B6 na Hhe.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados encontrados nesse estudo, surgiram novos
questionamentos sobre os efeitos da Hhe no sistema cardiovascular. Desse modo
sugere-se a continuagao do estudo com o modelo experimental de Hhe induzida por
HcyT com os seguintes objetivos:

- estudar o efeito do pré-tratamento com vitamina B6 nos parametros de
morfofuncionalidade cardiaca e balango redox.

- avaliar o efeito do tratamento com vitamina B6 apds o estabelecimento da Hhe
na variabilidade da frequéncia cardiaca e da pressao arterial e suas associagcbes com o
balancgo redox.

- verificar o envolvimento de moléculas relacionadas a apoptose, como fator

indutor da disfungao cardiaca observada durante a Hhe.
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