S/

ur

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM NEUROLOGIA
MESTRADO EM NEUROLOGIA

CAMILLE FEITOZA FRANCA

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE RIBOFLAVINA NOS FATORES DE RISCO
DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO (AVE) EM RATOS
ESPONTANEAMENTES HIPERTENSOS COM PROPENSAO

A ISQUEMIA CEREBRAL (SHR-SP)

RIO DE JANEIRO
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



CAMILLE FEITOZA FRANCA

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE RIBOFLAVINA NOS FATORES DE RISCO
DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO (AVE) EM RATOS
ESPONTANEAMENTES HIPERTENSOS COM PROPENSAO

A ISQUEMIA CEREBRAL (SHR-SP)

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pb6s-Graduagao em Neurologia do Centro de
Ciéncias Biolégicas e da Saude da
Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro, como requisito parcial para a
obtencao do titulo de Mestre em Neurologia,
area de concentragao Neurociéncias.

Orientadora: Prof?. Dr?. Lucia Marques Alves
Vianna

RIO DE JANEIRO
2010



616.8
F814e

Franca, Camille Feitoza,

Efeitos da Suplementagdo de Riboflavina nos Fatores de
Risco do Acidente Vascular Encefalico (AVE) em Ratos
Espontaneamentes Hipertensos com Propensao a
Isquemia Cerebral (SHR-sp). / Camille Feitoza Franga - Rio
de Janeiro, 2010.

51 f.
Orientador: Prof?. Dr?. Lucia Marques Alves Vianna.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal do Estado
do Rio de Janeiro, Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude, Mestrado em Neurologia, 2010.

1. SHR-sp. 2. Hipertensdo. 3. Acidente vascular encefalico
(AVE). 4. Riboflavina (By). 5. Homocisteina. I. Vianna,
Lucia Marques Alves. Il. Universidade Federal do Estado
do Rio de Janeiro. Ill. Titulo.




CAMILLE FEITOZA FRANCA

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO DE RIBOFLAVINA NOS FATORES DE RISCO
DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFALICO (AVE) EM RATOS
ESPONTANEAMENTES HIPERTENSOS COM PROPENSAO

A ISQUEMIA CEREBRAL (SHR-SP)

Dissertacao apresentada ao Programa de
P6s-Graduagao em Neurologia do Centro de
Ciéncias Biolégicas e da Saude da
Universidade Federal do Estado do Rio de
Janeiro, como requisito parcial para a
obtencgao do titulo de Mestre em Neurologia,
area de concentracao Neurociéncias

Aprovada em:

BANCA EXAMINADORA

Prof2. Dr2. Lucia Marques Alves Vianna
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO

Profé. Dr®. Regina Maria Lugarinho da Fonseca
Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro - UNIRIO

Profé. Dr2. Andréa Montes Alto Costa
Universidade do Estado do Rio de Janeiro - UERJ



DEDICATORIA

Tudo o que aparece em nosso caminho faz parte do processo evolutivo de
cada individuo, nada acontece por acaso. A vida nao faz nada sem finalidade. Todos
os fatos que ocorrem, a cada momento, independente da situacdo, sdo porque
temos condigbes de aproveitar e amadurecer. Tudo tem sua hora certa. E é com
muita felicidade que eu dedico com carinho esta dissertacdo a todos que me

acompanharam nessa jornada.



AGRADECIMENTOS

Fruto de muito estudo, dedicacao e persisténcia, este trabalho contou com o
apoio e a colaboragédo de muitas pessoas, as quais dedico os meus agradecimentos
especiais:

Primeiramente, a Deus pelo dom da vida, renovado a cada provagao que se
apresenta e nos sonhos que se concretizam, como este que agora se torna
realidade.

A minha mae, por todo o amor, dedicagdo, educacdo, paciéncia, confianga e
pelo apoio incondicional durante todas as etapas de minha vida. A ela, minha eterna
gratidao.

Ao meu pai e minha avo, Maria Rosa, in memoriam, pelo amor, carinho e
ensinamentos a mim transmitidos durante o tempo em que passamos juntos.

A minha irma, minha sobrinha e meu sobrinho, por momentos tdo alegres e
felizes em familia.

Ao meu namorado, Victor Agati, por ter acreditado em meu potencial, pela
colaborac&o, compreensao e por ser um verdadeiro amigo e companheiro em todos
0s momentos que passamos juntos.

A minha orientadora, Prof?. Lucia Marques Vianna, que me acompanhou
nesta trajetoria académica desde o inicio da minha graduagéo em Nutricdo, além da
amizade e confianga que depositou em mim durante todos esses anos.

Aos professores e funcionarios do Programa de Pdés- graduacdo em
neurologia da UNIRIO, em especial, a Prof® Regina Alvarenga, por todo seu
idealismo e perseverangca na constru¢dao de um curso de mestrado de tdo alta
qualidade.

Aos professores que compdem essa banca examinadora por aceitarem,
gentilmente, meu convite e, assim, me ajudarem a enriquecer esse trabalho.

Aos meus amigos e colegas que me apoiaram na confeccdo desta
dissertacdo e, também, me incentivaram nos momentos dificeis dessa caminhada,
em especial, Rafael Braune de Castro.

A todos aqueles que me ajudaram de forma direta e indireta na concretizagao
deste trabalho, no entanto, em agradecimento especial a Rosalia e Henrique
Camello.

A todos, meu sincero obrigada.



“S6 aqueles que tém coragem de
caminhar podem viver todos os dias na
certeza de chegar.”

(autor desconhecido)



RESUMO

A linhagem de ratos SHR-sp € um modelo de animal reconhecido para estudo de
hipertensdo grave e acidente vascular encefalico (AVE), que apresenta no tecido
niveis elevados de radicais livres e as consequéncias de um estresse oxidativo, tais
como dano mitocondrial, lesdo endotelial, entre outros fatores. Este estudo tem
como principal objetivo identificar os efeitos da vitamina B,, em ratos SHR-sp,
intimamente envolvida na fosforilagdo oxidativa e, também, no metabolismo da
homocisteina. Depois de 10 dias de periodo basal, os animais, 12 ratos SHR-sp com
11 semanas de idade, foram divididos em dois grupos: suplementado com riboflavina
(vitamina By) e controle, sendo n=6. Diariamente foram determinados o peso
corporal, ingestado hidrica e alimentar, diurese; aspectos fisicos observados em todo
0 corpo dos ratos (distribuicdo e coloracdo de pélo, hemorragia, manchas,
rachaduras, opacificacdo, coloracdo da mucosa nasal e oral, comportamento docil
ou agressivo, desequilibrio, ataxia nos parametros motores) resposta sensorio-motor
e pressao arterial sistdlica. Os dados foram avaliados pela analise de variancia
ANOVA two-way e considerado estatisticamente significativo quando p<0,05. As
doses suprafisioldogicas nao provocaram efeitos toxicos. Houve uma diminuicdo
significativa da presséo arterial sistdlica, e, também, uma reducdo nos niveis de
homocisteina (Hcy) e de dialdeido malénico (MDA) nos animais sob suplementagéo
com a vitamina B,. Quanto ao efeito anti-hipertensivo aqui relatado, estes resultados
sugerem que a terapia de vitaminas B, foi eficaz no controle da pressao arterial
sistdlica e o estresse oxidativo no modelo SHR-sp , por conseguinte, pode se tornar
no futuro uma alternativa terapéutica para prevenir acidente vascular cerebral.

Palavras-Chave: SHR-sp. Hipertensdo. Acidente vascular encefalico (AVE).
Riboflavina (B2). Homocisteina.



ABSTRACT

The stroke prone rat SHR-sp is a recognized animal model for study of severe
hypertension and stroke, presenting an elevated tissue levels of free radicals and the
consequences of an oxidative stress, such as mitochondrial damage, endothelial
injury, among others factors. This study has as main goal to identify the effect of B,
vitamin on SHR-sp rats, closely involved on oxidative phosphorilation and
homocysteine metabolism as well. After 10 days of baseline period, the animals, 12
SHR-sp rats at 11 weeks of age, were divided in two groups of 6 rats: treated with
riboflavin (vitamin B,) and control. Were daily determined the body weight, water and
food intake, diuresis; physical aspects observed in the whole body of rats (distribution
and coloring of hair; bleeding, stains, cracks, opacification, coloring of mucousnasal
and oral; docile or aggressive behavior, imbalance, ataxia in motor parameters),
sensory-motor responses and systolic blood pressure. The data was evaluated by
ANOVA two-way considering statistically significant when p<0,05. The
supraphysiologic doses did not cause toxic effects. There were a significant decrease
of systolic blood pressure, blood homocysteine (Hcy) and malondialdehyde (MDA)
levels on those animals under B, vitamin supplementation. Regarding the
antihypertensive effect here reported, these findings suggest that B, vitamin therapy
was effective on the control of systolic blood pressure and the oxidative stress,
therefore in the future it should be thought of as one alternative therapy to prevent
stroke.

Key-words: SHR-sp. Hypertension. Stroke. Riboflavin (B2). Homocysteine.
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1 INTRODUCAO

Os acidentes vasculares encefalicos (AVE) tém pico de incidéncia entre a 72
e 8% décadas de vida quando se somam as alteragcbes cardiovasculares e
metabdlicas relacionadas a idade (SACCO; HAUSER; MOHR, 1991; LENO et al.,
1993). Entretanto, o AVE pode ocorrer mais precocemente e ser relacionado a
outros fatores de risco, tais como diabetes, hipertensdo, obesidade, doencas
inflamatorias e imunologicas (SIQUEIRA; SANTOS; SAKAMOTO, 1996). Estudos
prévios demonstram incidéncia de 10% em individuos com idade inferior a 55 anos
(NENCINI et al., 1988) e de 3,9% naqueles com idade inferior a 45 anos
(KRISTENSEN et al., 1997).

Outro problema relacionado ao AVE é a deficiéncia motora adquirida, pois
ela é responsavel por até 80% das incapacidades e a terceira causa de morte em
adultos (ODDERSON; KEATON; MCKENNA, 1995). Esta descrita a ocorréncia de
700.000 casos de AVE anuais, sendo 500.000 novos e 200.000 recorrentes,
totalizando, na populagdo mundial, aproximadamente 3,89 milhdes de individuos
sobreviventes a esta afeccdo (ROTH; HARVEY, 2000).

Segundo referem Lawrence e colaboradores (2001), 50,6% dos pacientes
tém entre seis e dez tipos de incapacidade, sendo a mais prevalente a fraqueza
muscular, presente em 77,4% dos pacientes, seguida dos disturbios da comunicagao
e linguagem (58%) e da disfagia, esta ultima figurando em terceiro lugar, com 44,7%
das incapacidades encontradas.

Atualmente, ha fortes evidéncias da implicacdo do estresse oxidativo na
etiopatogenia das disfungdes vasculares em geral, pois a reagcédo dos radicais livres
com macromoléculas (lipidios) inicia um processo de oxidagdo desencadeando
reacao inflamatoria com injuria endotelial e diminuigao da elasticidade de pequenos
e grandes vasos provocando a hipertensdo arterial (PAWLAR; PAWLAW,;
MYSLIWIEEC, 2005; VIANNA, 2009). Por isso, destacamos a hipertensao arterial e
a aterosclerose como os principais influenciadores do AVE isquémico (ADMS;
VICTOR, 1996), dentre os fatores de risco ja citados.

Assim, uma série de estudos tem sido realizada com a finalidade de
identificar terapias alternativas para o tratamento dessas doencgas (hipertenséo e
aterosclerose), que incluem a possivel acdo de nutrientes protetores do endotélio

vascular, dentre os quais destacamos as vitaminas (BORGES, 1999, 2002).
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Ensaios prévios em nosso laboratério confirmaram a agao protetora do a-
tocoferol in vivo, reconhecido agente de acao antioxidante. Ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) tratados com essa vitamina tiveram uma reducdo da presséo
arterial sistdlica, apdés duas semanas de tratamento, que foi acompanhado de
reducdo da viscosidade sanguinea e melhora da morfologia de cardiomiécitos
(COSTA et al., 2005).

A utilizagdo de piridoxina (vitamina B6) em ratos SHR e ratos sujeitos ao
acidente vascular encefélico (SHR-sp), também resultou em uma redugdo da
pressdo arterial sistdlica em ambas as linhagens e significativa redugdo dos
marcadores bioquimicos de estresse oxidativo (MIZURINNI et al., 2002; PEREZ;
VIANNA, 2005).

Concomitantemente, a suplementacdo de p-caroteno em animais
hipertensos, também resultou na redugdo dos niveis pressoéricos e no dialdeido
maldnico plasmatico (ASSIS et al., 2008).

Por outro lado, uma série de outras vitaminas potencialmente envolvidas em
mecanismos de Oxido-reducdo podem, também, desempenhar um papel mais
significante no controle das doencgas cardiovasculares e cerebrovasculares.

Entretanto, nem sempre encontramos esta acdo bem definida. No que se
refere a isso, a riboflavina (vitamina By) vem sendo citada como possivel fator de
protecdo cardiovascular devido a sua atuagao no mecanismo de oxido-redugao e no
metabolismo da homocisteina (SOUZA, 2005). Mas, ainda ha uma caréncia de
trabalhos além de existir controvérsias quanto a toxicidade desta vitamina
(ZEMPLENI et al., 1996).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Identificar os efeitos da suplementagdo cronica de riboflavina sobre os
parametros biolégicos gerais de ratos espontaneamente hipertensos com

propensao a isquemia cerebral (SHR-sp).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o efeito da suplementagdo suprafisioldgica da riboflavina sobre os
niveis:
» Presséao Arterial Sistdlica;
> Plasmaticos da Homocisteina;
» Plasmaticos de Dialdeido Malénico;
e Verificar se a suplementacao suprafisioldgica de riboflavina:
> Altera os parametros fisicos e comportamentais;

» Atua nas alteragbes neuroldgicas observadas nessa linhagem.
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3 REVISAO DE LITERARURA

3.1 HOMOCISTEINA

3.1.1 A relacéo entre AVE e homocisteina

Nos ultimos anos, muitos estudos tém sido dedicados a identificacdo de
fatores de risco para as doengas de maior impacto social com o objetivo de prevenir
sua ocorréncia. Dentre tais doencgas, uma das mais estudadas € o acidente vascular
encefalico isquémico (AVEI), sendo dos processos desencadeantes mais frequentes,
a aterosclerose. McCully (1969) evidenciou a associagdo entre aterosclerose e
concentragdes elevadas de homocisteina plasmatica (MCCULLY, 1996). Em 1984,
Brattstrom e colaboradores fizeram o primeiro estudo controlado sobre niveis
elevados de homocisteina em pacientes com historia de acidente vascular cerebral
(AVE) (BRATTSTROM; HARDEDO; HULTBERG, 1984).

Pesquisadores do estudo de Framingham incluiram a homocisteina (Hcy) na
relacdo de possiveis fatores de risco para doenca cardiaca. Este estudo, que
completou 50 anos de seguimento em 1998, mostrou que a doenga coronariana
isquémica e a doenga aterotrombdtica cerebral apresentam varios fatores de risco
em comum (BOSTOM; ROSEMBERG; SILBERSHATZ, 1999). Kang e colaboradores
(1992) publicaram um artigo de revisdao que reforgou o conceito de que hiper-
homocisteinemia moderada seria fator de risco independente para o
desenvolvimento de aterosclerose nas vasculaturas coronariana, periférica e
cerebral.

Nos ultimos 10 anos, foram realizados mais de 20 estudos transversais e de
caso-controle que reforcaram essa relacao de risco (CLARKE; DALY; ROBINSON,
1991; ARNESEN et al., 1995). Alguns desses estudos utilizaram o desenho de caso-
controle com uma coleta prospectiva de amostras sanglineas. Entre eles estdo a
pesquisa conduzida por Stampfer e colaboradores (1992), no Physicians Health
Study, e Arnesen e seu grupo (1995) na populagao da Noruega, que encontraram
associagao positiva entre hiper-nomocisteinemia e doenga cardiaca. Em 1995, Perry
e colaboradores aproveitaram a pesquisa de British Regional Heart Study e

conduziram o primeiro estudo prospectivo que mostrou forte associacdo entre
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concentragcdes plasmaticas de homocisteina e a ocorréncia de AVE (PERRY et al.,
1995; BOSTOM; ROSEMBERG; SILBERSHATZ, 1999).

O estudo de Framingham, Bostom e colaboradores (1999) confirmou que a
homocisteina poderia ser um fator de risco independente para a ocorréncia de
acidente vascular cerebral (BOSTOM; ROSEMBERG; SILBERSHATZ, 1999).

A homocisteina € um aminoéacido sulfurado nao essencial encontrado na
forma de produto intermediario no metabolismo da metionina (JACQUES, 2001).
Esse aminoacido nado forma proteinas e esta na intersecdo de duas vias
metabdlicas: remetilagdo da metionina e transulfuragdo da cisteina. Quando alguma
destas vias metabdlicas sofre bloqueio, total ou parcial, ha aumento na concentracao
de homocisteina circulante, pois este aminoacido ndo se acumula nas células. Cerca
de 70% da homocisteina presente no sangue esta ligada as proteinas,
principalmente albumina. Uma pequena fracdo permanece na forma livre, e o
restante, espontaneamente, forma di-sulfidios como cisteina-homocisteina. A
expressdo homocisteina total refere-se a soma das concentragbes de homocisteina
livre, ligada a proteinas e na forma de di-sulfidios (JACQUES, 2001).

O mecanismo pelo qual a hiper-homocisteinemia atua como fator de risco
para doengas cerebrovasculares ainda nao esta totalmente esclarecido, mas as
pesquisas apontam para diversos fatores, entre os quais podemos citar a promogao
de disfungdo endotelial (EBERHARDT et al., 2004) e a peroxidagao lipidica
(HIRANO et al., 1994).

Estudos sobre esses dois fatores originaram a teoria do estresse oxidativo,
provocado pelo aumento da homocisteina, pela disfungédo vascular, segundo a qual
o grupo sulfidrila da homocisteina sofre auto-oxidagao ao reagir cataliticamente com
ions cuprico e férrico, gerando H,O e radicais superéxido (O2’) (LOSCALZO, 1996).
Acredita-se que essas moléculas sejam responsaveis pela citotoxicidade da
homocisteina. Uma consequéncia da formacao de radicais O, e também de OH é a
peroxidagao lipidica que ocorre na superficie das células endoteliais e dentro das
particulas de lipoproteinas do plasma (HIRANO et al., 1994). As lipoproteinas de
baixa densidade (LDLs) ndao-oxidadas sado fracamente aterogénicas, ao contrario da
sua forma oxidada (fortemente aterogénica) que & imediatamente assimilada por
mondcitos. A LDL oxidada, na presenca de plaquetas, pode promover a geragao de
tromboxanos (TxA;) e, assim, ativar a trombogénese (SINATRA; DEMARCO, 1995).
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3.1.2 Metabolismo da homocisteina

Duas reacbes estdo envolvidas no metabolismo da homocisteina:
transulfuracdo e remetilacdo. Na reacdo de transulfuracdo, a homocisteina
condensa-se irreversivelmente com a serina para formar a cistationina, sendo tal
reacao catalisada pela enzima cistationina B sintase (CBS) que é dependente de
piridoxina, agindo como um co-fator (SAW et al., 2001).

Na reacdo de remetilagdo, a homocisteina é revertida a metionina ao
receber o grupamento metil do 5-metiltetraidrofolato proveniente do folato dietético
(Perry et al., 1995). A enzima metilenotetraidrofolato redutase (MTHF redutase) é a
enzima responsavel pela conversdo do 5,10-metilenotetraidrofolato em 5-
metiltetraidrofolato.

O grupo metil também pode ser doado pela betaina. A reacdo com o 5-
metiltetraidrofolato ocorre em todos os tecidos e é dependente de cobalamina,
enquanto a reagdo com a betaina ocorre, principalmente, no figado e ¢é
independente de cobalamina (LENTZ, 1997) (Figura 1).
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Figura 1: Metabolismo da homocisteina
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3.1.3 Associacao entre a Hiper-Homocisteinemia e Doencas Cardiovasculares

Segundo Weiss e colaboradores (2000), a disfungdo endotelial associada a
hiper-homocisteinemia € manifestada pelo prejuizo da regulagdo do ténus vascular,
do fluxo sanglineo e pela perda da fungéo antitrombdética das células endoteliais. De
acordo com Domagala e colaboradores (1998), a producao de radicais livres durante
a oxidagdo da homocisteina favorece a disfungao endotelial. Quando adicionada ao
plasma, a homocisteina €& rapidamente auto-oxidada, originando a homocistina e
homocisteina tiolactona (WELCH; LOSCALZO, 1998) bem como outras formas
ativas de oxigénio consideradas citotdxicas, tais como o superoxido, peroxido de
hidrogénio e radical hidroxila (WELCH; UPCHURCH; LOSCALZO, 1997). Observou-
se que os radicais hidroxila e superdxido estdo envolvidos no inicio da peroxidagao
lipidica e da oxidagao da lipoproteina de baixa densidade (LDL), respectivamente
(UPCHURCH et al.,, 1997). Foi demonstrado que a homocisteina prejudica a
expressdo da peroxidase glutationa pelas células endoteliais, favorecendo a
peroxidacao lipidica (DURAND et al., 2001).

Ainda no estudo de Domagala e colaboradores (1998), a hiper-
homocisteinemia estimula a proliferacdo de células musculares lisas e inibe o
crescimento de células endoteliais, favorecendo a aterosclerose. Um dos
mecanismos pelos quais o aumento da homocisteina favorece a proliferagdo dessas
células é pela inativacdo do oOxido nitrico a partir dos peréxidos de lipidios
produzidos pela oxidacdo desse aminoacido sulfurado (SYDOW; BOGER, 2001). A
inibicdo da proliferagdo e migragao de células musculares lisas € dada pelo 6xido
nitrico (WELCH; UPCHURCH; LOSCALZO, 1997). A sua inativacdo deixa o
endotélio mais vulneravel aos danos promovidos pela homocisteina (UPCHURCH et
al., 1997). Sugere-se que o aumento moderado dos niveis de homocisteina seja o
principal fator de risco para as doencas aterotrombodticas, uma vez que afeta o
sistema de coagulagdo sanguinea (DURAND et al., 2001). Segundo Harpel e
colaboradores (1996), a hiper-homocisteinemia inibe varios mecanismos
anticoagulantes que s&do mediados pelo endotélio vascular.

Em Welch e colaboradores (1997), a atividade pro-coagulante do endotélio
estimulada pela hiper-homocisteinemia através dos seguintes mecanismos: aumento
da atividade dos fatores Xll e V, redugcdo da ativacdo da proteina C, inducdo da

expressao do fator tecidual (ativando a via extrinseca de coagulagéo), supressao da
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expressdo do sulfato de heparan pelo endotélio e inibicdo da atividade da
trombomodulina. Todos esses mecanismos facilitam a formacdo de trombina,
aumentando a propensdo de eventos tromboticos e aterogénicos (WELCH,;
UPCHURCH; LOSCALZO, 1997).

Lauricella e colaboradores (2002) investigaram os efeitos da hiper-
homocisteinemia na formagao e na estrutura das fibras de fibrina e verificaram que
essas fibras eram mais compactas e mais curtas, sendo mais resistentes a acao do
sistema fibrinolitico. Convém destacar que a velocidade da fibrindlise sofre grande
influéncia do tamanho e densidade das fibras. As fibras densas sofrem dissolucao
mais lentamente do que as finas.

Outro possivel mecanismo pelo qual a hiper-homocisteinemia pode
promover a aterogénese € por meio da reducdo da biodisponibilidade do 6xido
nitrico, um potente agente anti-agregante que exerce um importante papel na
regulacdo da fungdo plaquetaria, visto por Domagala e colaboradores (1998).
Leoncini e colaboradores (2003) observaram que a hiper-homocisteinemia leva a
uma diminuigdo do transporte de arginina, importante para a biossintese do 6xido
nitrico.

Stamler e colaboradores (1993) demonstraram que as células endoteliais
detoxificam a homocisteina por meio da liberagao do éxido nitrico que, em presenca
do oxigénio, combina-se com a homocisteina, formando o S-nitroso-homocisteina.
Os efeitos adversos da hiper-homocisteinemia sao abrandados pela formagao do S-
nitroso-homocisteina que, por sua vez, ndao promove a formagao de perdxido de
hidrogénio e homocisteina tiolactona, produtos que contribuem para a toxicidade
endotelial. Assim como os demais S-nitrosotiois, o S-nitroso-homocisteina € um
vasodilator e inibidor plaquetario (STAMLER et al., 1993). Entretanto, a exposigéao
prolongada a niveis elevados de homocisteina compromete o efeito protetor
mediado pelo Oxido nitrico, limitando a producdo do mesmo pelo endotélio
(MCCULLY, 1996).

Conforme Harpel e colaboradores (1996) e Coppola e colaboradores (2000),
a maioria dos estudos que investigaram os possiveis mecanismos trombogénicos da
hiper-homocisteinemia empregou experimentos in vitro, nos quais foram utilizadas
concentragdes elevadissimas de homocisteina; em geral, concentragées maiores do
que aquelas observadas nos casos de hiper-homocisteinemia. Ha poucos registros

na literatura cientifica de estudos in vivo com humanos (BORGES, 2002).
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A compreensdo dos mecanismos in vivo pelos quais a hiper-
homocisteinemia se relaciona com as doencgas vasculares oclusivas poderia fornecer
novas abordagens para a prevengao e tratamento da aterotrombose (DOMAGALA et
al., 1998).

Com isso, uma série de estudos tem sido realizada com a finalidade de
identificar terapias alternativas para o tratamento dessas doencgas, os quais incluem
a possivel acdo de nutrientes protetores do endotélio vascular, com destaque para
as vitaminas (BORGES, 1999, 2002). Algumas dessas vitaminas estédo
potencialmente envolvidas em mecanismos de oOxido-redu¢cdo e podem, também,
desenvolver um papel mais significante no controle das doencgas cardiovasculares e

cérebro-vasculares e, assim, destacamos a riboflavina.

3.2 DISFUNCAO ENDOTELIAL

3.2.1 Disfuncao Endotelial e Estresse Oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ROS), conhecidas como radicais livres,
sao componentes quimicos que apresentam um ou mais elétrons desemparelhados
que reagem com proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos, oxidando-os.
As fontes de radicais livres podem ser enddégenas (metabolismo do oxigénio,
fagocitose, apoptose, coagulacdo) ou entdo exdgenas (cigarros, drogas, dieta,
pesticidas, ozonio, nitrogénio, dioxido sulfurico, raio-X, luz ultravioleta). Os radicais
livres em humanos podem incluir radicais hidroxil, &nions superéxidos, peréxidos de
hidrogénio e a molécula simples do oxigénio (EMMERT; KIRCHNER, 1999).

A oxidacdo pode alterar a estrutura molecular e, posteriormente, a sua
funcdo. Essas alteragdes acontecem de modo eventual, provavelmente por
comandos anatdbmicos e fisiologicos desordenados, como malignidade e doencgas
cardiovasculares (CUTLER, 1991). E estimado que o DNA humano receba, a cada
dia, cerca de 10.000 impactos oxidativos, indicando que o estresse oxidativo é
onipresente (AMES; SHIGENAGA; HAGEN, 1993). Portanto, o mecanismo
antioxidante do sistema de defesa dos seres humanos é excelente, envolvendo
métodos de prevengao (executado por proteinas extracelulares), de reparo (através

de enzimas, como a superoxido desmutase) e de intercepcdo (agentes
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antioxidantes, como as vitaminas C e E e os carotendides) (EMMERT; KIRCHNER,
1999).

A disfuncdo endotelial é resultado de uma desregularizagdo da homeostase
vascular. Uma das propostas para o mecanismo da disfungdo endotelial envolve a
degradagdo acelerada do Oxido nitrico pelas espécies reativas de oxigénio
(COSENTINO; LUSCHER, 1998). Portanto, a redugdo da concentracdo de ROS
através de terapia antioxidante € um potente mecanismo para o tratamento da
disfuncdo endotelial, através da manutencdo da fungdo endotelial e também
prevenindo a oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (DUVALL, 2005).

O 6xido nitrico € um importante componente para o controle da homeostase
vascular, pois controla o ténus vascular, o fenotipo das células musculares lisas e a
adesdo e agregagao das plaquetas e dos leucdcitos (KEANEY; SIMON;
FREEDMAN, 1999).

Normalmente, ha um perfeito balango entre os oxidantes e os antioxidantes,
mas toxinas externas, mutacdes incorretas do DNA e oxidacdo dos lipidios das
membranas podem eventualmente afetar esse balanco, promovendo assim, as
doencgas (EMMERT; KIRCHNER, 1999).

3.3 RIBOFLAVINA

A riboflavina, 7,8-dimetil-10-ribitil-isoaloxazina (Figura 2), € uma vitamina
hidrossoluvel pertencente ao complexo vitaminico B (vitamina B;), apresenta
coloracao amarela e é fluorescente. Além do leite que foi uma das primeiras fontes
de obtencao, essa vitamina é encontrada também em carne, peixe e, principalmente,
em vegetais de cor verde-escura (BOERS et al., 1985; SOUZA, 2005). A riboflavina
proveniente da dieta encontra-se na forma das coenzimas flavina adenina
dinucleotideo (FAD) e flavina mononucleotideo (FMN) (Figura 3) ligadas a proteinas;
no entanto, quando o bolo alimentar chega ao estémago, o meio acido propicia a
liberacdo destas coenzimas.

Essa vitamina é absorvida na forma livre a partir de um processo mediado
por um carreador na parte proximal do intestino delgado (pirofosfatases e fosfatases)
e armazenada nas células sob a forma de pigmento amarelo. Como a maioria dos

alimentos contém a vitamina em sua forma de coenzimas, FAD e FMN, a absorcao
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segue a clivagem hidrolitica da riboflavina livre a partir de seus varios complexos de
flavoproteina. A captura da riboflavina livre pela mucosa é a unida a sua fosforilagao
para FMN (SOUZA, 2005).

A vitamina B, é transportada no plasma tanto como riboflavina livre como
FMN, ambas sendo amplamente ligadas a proteinas plasmaticas, particularmente
albumina. A sua forma livre é transportada para a célula que promove a conversao
em FAD e, principalmente, em FMN, que sdo amplamente ligadas a uma proteina
ligante a riboflavina (RfBP). Apesar de pequenas quantidades da vitamina serem
encontradas no figado e, ela ndo é armazenada em qualquer grau apreciavel e
deve, portanto, ser fornecida regulamente na dieta (SOUZA, 2005).

A conversdao em suas formas de coenzima é devida a uma fosforilagdo
dependente de trifosfato de adenosina (ATP) para produzir riboflavina-5'-fosfato,
também conhecida como FMN, pela enzima flavocinase. A maior parte de FMN é,
entdo, convertida em FAD pela FAD-pirofosforilase. Ambos os passos sao regulados
pelos hormoénios da tiredide (SOUZA, 2005).

Essa vitamina é essencial para o metabolismo de carboidratos, aminoacidos
e lipideos e também ajuda na protegcdo antioxidante. Devido a estes papeis
fundamentais no metabolismo, a deficiéncia de riboflavina se manifestam primeiro
nos tecidos de rapida dindmica celular, tais como a epiderme e o epitélio intestinal
(MCCULLY, 1996).
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Figura 2: Estrutura da riboflavina
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Figura 3: Estrutura molecular das coezimas

A riboflavina é de fundamental importancia em organismos aerobios, sendo
precursora de importantes coenzimas participantes da cadeia transportadora de
elétrons como a FAD e FMN (CARSON; NEIL, 1962; CHEN; BONERJEE, 1998;
BROUWER et al., 2000). Também origina muitas das flavinas que se encontram
ligadas a diversas enzimas, as quais atuam na catalise de um grande numero de
importantes reacdes como as relacionadas ao reparo do DNA.

O metabolismo de lipidios necessita de derivados da riboflavina, assim como
a degradagao de drogas e outros compostos quimicos exdgenos (xenobidticos) via
sistema de hidroxilagcdo microssomal. Cofatores de riboflavina sdo requeridos para o
metabolismo do acido fdlico, piridoxina e niacina, além de serem utilizados por
enzimas de eritrécitos, como a glutationa redutase que é uma enzima importante
pertencente ao sistema de protecédo contra as espécies reativas de oxigénio (ROS)
geradas nessas células (CHEN; BONERJEE, 1998).

Curiosamente, a riboflavina pode tanto contribuir quanto inibir o estresse
oxidativo através da sua dupla habilidade de produzir superdxido e, ao mesmo
tempo, poder estar envolvida na reducéo de hidroperdéxidos (BARBE et al., 2001).

Atualmente, a dose recomendada de ingestao de riboflavina varia desde 0,4
mg (na infancia) a 1,3 mg/dia para adultos sendo que, para mulheres gravidas,
recomenda-se uma dose suplementar de 0,3 mg/dia durante a gestacdo e 0,5
mg/dia durante o periodo de lactagédo, ja que estudos mostram que durante o
terceiro trimestre de gestagdo ha uma queda progressiva nos niveis de riboflavina
(CHRITENSEN et al., 1991, 1993).
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Como participa de diversas reagdes de Oxido-redugdo importantes no
metabolismo através dos cofatores FMN e FAD, os quais atuam como carreadores
de elétrons, dietas inadequadas de riboflavina poderiam levar a disturbios no
metabolismo intermediario. Em ratos, a deficiéncia em riboflavina foi associada a
uma redugéao tecido-especifica na atividade da succinato oxidorredutase (succinato
desidrogenase), efeito este que pode ter implicagbes na producdo de energia
através da fosforilagdo oxidativa. Além disto, a B-oxidacédo de acidos graxos também
€ dependente de flavinas como aceptores de elétrons (COOPER, 1983).

Em animais, estudos demonstraram que a deficiéncia de riboflavina esta
relacionada ao desenvolvimento anormal no feto e, em humanos, varios estudos
correlacionam a deficiéncia de riboflavina com quadros hematoldgicos,
principalmente com aqueles relacionados ao sistema hematopoiético (EMMERT;
KIRCHNER, 1999).

Atualmente, a influéncia hematoldgica da deficiéncia de riboflavina tem sido
associada a sua interferéncia no metabolismo do ferro, ja que a mobilizag&o de ferro
a partir da proteina intracelular ferritina € um processo redutivo e flavinas reduzidas
podem agir reduzindo o ferro da ferritina e, desta maneira, mobiliza-lo em varios
tecidos em concentragcbes fisiologicamente relevantes. Sintomas de
neurodegeneragdo e neuropatia tém sido documentados em varios estudos de
dietas deficientes em riboflavina em diferentes espécies, apesar de haver pouca
informacado com relacdo a relevancia desses resultados em humanos, mas sabe-se
que a riboflavina apresenta uma funcédo no metabolismo da tiroxina e sua caréncia
poderia contribuir com a patofisiologia de algumas doengas mentais (BAYNES,
1991; EMMERT; KIRCHNER, 1999; KEANEY; SIMON; FREDMAN, 1999).

Pesquisas na area de saude publica relatam a importancia da riboflavina
como fator de protecdo contra doengas cardiovasculares e processos tumorais.
Trabalhos publicados durante as décadas de 70 e 80 indicaram que ela poderia
apresentar efeitos protetores contra danos teciduais gerados por oxidagéo. Devido a
sua nao toxicidade, a riboflavina € um forte candidato como agente redutor do ferro
presente no grupo heme de proteinas, atuando como protetor de danos oxidativos
em determinados tecidos. No entanto, o potencial terapéutico desta vitamina neste
contexto deve ainda ser amplamente investigado, ja que a maioria dos estudos até o

presente momento foi realizada em modelos animais (BAYNES, 1991).
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Dentre varios estudos, o0 que merece destaque é de Strain e colaboradores
(2004) que demostrou uma redugdo da homocisteina plasmatica com a
administragao de B, reduzindo, assim, os riscos para doengas cardiovasculares.
Isto, porque a riboflavina atua como um cofator da enzima metilenotetrahidrofolato
redutase (MTHF redutase), que ¢é responsavel pela formagédo de 5-
metiltetrahidrofolato que funciona como doador do radical metil no processo de
remetilacdo da homocisteina (DIAS et al., 2001).

Embora existam evidéncias apontando para uma atuacdo benéfica da
riboflavina, sdo necessarios maiores estudos para uma determinacao real do papel

dessa vitamina no controle dos fatores de risco para o acidente vascular encefalico.

3.4 MODELO SHR-sp

O modelo SHR-sp (stroke-prone spontaneosly hypertensive rat) originou-se
do SHR por reprodugao seletiva e tem sido usado em ensaios experimentais de
doencas cerebrovasculares por ser um modelo adequado para analise do papel da
pressdo arterial severa no desenvolvimento do AVE (OKAMOTO; YAMORI,
NAGAOKA, 1974).

A hipertens&o nessa linhagem ocorre em torno na oitava semana de idade, e
vai se acentuando a medida que os animais se tornam adultos, chegando os
machos a atingir aproximadamente 250 mmHg de pressao sistélica (CHALMERS;
CHAPMAN, 2001), sendo mais hipertensa do que o SHR.

Além disso, estudos tém mostrado que a suscetibilidade ao AVE nesse
modelo também esta associada a fatores genéticos independentes da pressao
sistélica, motivo pelo qual usa-se essa linhagem preferencialmente ao SHR na
investigacdo da doenca cerebral (IKEDAK; YAMORI, 1999; LO; DALKARA,;
MOSKOWITZ, 2003).

O SHR-sp apresenta grande incidéncia de AVE, tanto hemorragico quanto
isquémico chegando a atingir 100% da causa de 6bito nos machos (YAMORI et al.,
1976).

Ogata e colaboradores (1981) relataram que o AVE nessa linhagem néo se
da devido a lesbes ateromatosas, mas sim a necrose fibrindide das pequenas

artérias e edema severo, similar as lesbes observadas em humanos com
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hipertensdo maligna, sugerindo que este modelo é util para estudos de fatores
genéticos que sdo a causa comum para hemorragia intracerebral e infarto lacunar.

Em nivel microscépico, Arribas e colaboradores (1996) observaram que o
arranjo morfolégico das células do musculo liso vascular estava desorganizado na
artéria basilar dos SHR-sp quando comparada com os Wistar. Essa alteragao
estrutural no sistema vascular cerebral de SHR-sp pode contribuir para a
suscetibilidade ao AVE.

Além disso, Yamagata e colaboradores (1997) demonstraram que leves
alteragdes genéticas nos astrocitos causam ruptura na fungéo da barreira hemato-
encefalica quando submetidos a hipdxia, resultando em lesao cerebral generalizada
no SHR-sp. Especula-se, portanto, que a variabilidade genética entre as linhagens
SHR-sp e WKY (Wistar Kyoto rat), em resposta ao dano do AVE isquémico, pode ser
um dos fatores que contribuem para a suscetibilidade a doenga cerebrovascular,
independente da hipertensao (IKEDAK; YAMORI, 1999).

As células cerebrais neuronais do SHR-sp apresentaram-se mais suscetiveis
a hipoxia/reoxigenagéo sob condi¢cdes de cultura (TAGAMI et al., 1997). Embora o
SHR-sp seja geneticamente hipertenso e suscetivel ao AVE, uma série de fatores
nutricionais, especialmente nutrientes antioxidantes, tem mostrado efeitos
preventivos na hipertens&o, no disturbio do fluxo sanguineo cerebral, formacéo de
trombos e morte de células neurais, indicando que tais nutrientes podem ser
benéficos na prevencao da hipertensdo e AVE (CHALMERS; CHAPMAN, 2001).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados doze ratos machos SHR-sp obtidos da colénia do Biotério
da Escola de Nutricdo da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro, com
onze semanas de idade, divididos em dois grupos (n=6), sendo um controle e outro
tratado.

Todos os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas individuais (Figura
4) em biotério com temperatura controlada (21+2°C), umidade controlada (60+10%)
e ciclo de luminosidade (claro/escuro 12 horas). Receberam apenas ragéo Nuvilab
da Nuvital e agua ad libitum durante 10 dias (periodo basal).

Os ensaios seguiram as normas convencionais para experimentos com
animais (NIH Publicagdo n°® 85-23,1996). O protocolo experimental usado neste
estudo foi aprovado pela cadmara de pesquisa da UNIRIO, e realizado no Laboratério
de Investigagcdo em Nutrigdo e Doengas Crénico-Degenerativas da UNIRIO
(LINDCD) seguindo protocolo de Vianna (2009).

Figura 4: Gaiola metabdlica

4.2 PARAMETROS FISIOLOGICOS GERAIS

Diariamente procedeu-se a avaliagdo dos parametros bioldgicos gerais
através de determinagbes da ingestdo de agua e ragao, peso corporeo, diurese,

excrecao fecal e realizada ectoscopia que observa a distribuicdo e coloragdo de
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pélos; aspecto da pele e mucosas bem como o comportamento animal, postura e
equilibrio seguindo a metodologia de Vianna (2009).

A medicao da presséo arterial sistolica foi realizada por pletismografia duas
vezes na semana, em dias alternados, seguindo metodologia de Magaldi modificada
por Vianna (1992), que consiste em colocar o animal numa caixa com temperatura
controlada de aproximadamente 37°C, durante 10 minutos, para aquecer a cauda e,
assim, facilitar a afericdo da presséo arterial sistolica (Figura 5). Esse tempo e
temperatura sao os ideais para evitar alteracdes tensionais.

O animal, entdo, é colocado em um cilindro de contencdo e sua cauda
introduzida no pletismdgrafo com agua aquecida a 35°C (Figura 6). Em seguida,
comprime-se a cauda dentro do aparelho com a finalidade de expulsar o maximo de
sangue. Insufla-se o manguito a 240 mmHg (SHR-sp), aguarda-se a estabilizagédo do
liguido (aproximadamente 5 segundos) e afrouxa-se lentamente o manguito para
permitir a passagem de sangue pela artéria previamente comprimida. Quando o
sangue passa para o interior da cauda, aumenta o seu volume e o tubo indicador
registra a subida da agua, e procede-se a leitura da pressao sistélica. A média de

trés medidas é considerada a pressao sistolica.

Figura 5: Caixa de aquecimento
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Figura 6: Plestimografo

4.3 SUPLEMENTAGAO

No grupo tratado, apés os 10 dias do periodo basal, iniciou-se a
suplementagao de riboflavina (R 4500 - Sigma®), por gavagem orogastrica (Figura
7) com duracado de 4 semanas. A dose utilizada foi suprafisiologica de 10mg de
riboflavina/ kg de peso, que foi considerada 6tima na redugao dos niveis pressoricos,
em estudos prévios (VIANNA; FRANCA, 2009). O grupo controle recebeu apenas o

veiculo (agua).

Figura 7: Gavagem orogastrica
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4.4 PARAMETROS NEUROLOGICOS

Diariamente, tanto durante o periodo basal quanto nas 4 semanas de
suplementagdo, os parametros neurolégicos gerais foram avaliados seguindo
metodologia descrita por Vianna (2009):

» Locomocgao: a mobilidade espontanea foi avaliada observando o animal
andar livremente sobre a bancada durante 60 segundos. Sob essas
condigbes, foram dados escores que variaram de zero (locomogao
normal) a 1 (mobilidade alterada). Frequentemente s&o observados
sinais de ataxia nesse teste.

» Equilibrio: o equilibrio foi testado avaliando a deambulagdo do animal em
estreita passarela inclinada a 45° e 75° (Figura 8). O animal é colocado
numa passarela e observa-se a hesitagdo, ocorréncia de queda,

cambaleio.

Figura 8: Plano inclinado

> Teste de sensibilidade ao calor: O teste senso6rio motor foi realizado
medindo a sensibilidade do animal a dor em resposta a aplicagédo de
calor (agua a 70°C) na extremidade da cauda do animal onde o tempo
de resposta ao estimulo é cronometrado, utilizando o cronémetro Sport
Timer da marca Miky. (adaptagdo do método SDI Tail Flick Analgesia
Meter, da San Diego Instruments - USA ) (Figura9).
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Figura 9: Termo-sensério-motor

» Cognicao: Teste de labirinto. Caixa com dimensdes 60x60cm, dividida
em 6 compartimentos, apresentando percurso simples, com uma unica
zona de erro (um compartimento sem saida) (Figura 10). Os animais
foram treinados previamente no labirinto antes de iniciar o experimento,
a partir de 6 semanas de idade. Quando os animais ja estavam
familiarizados com o percurso, foi cronometrado o tempo gasto do ponto
de partida até a saida do labirinto (VIANNA, 1992).

Figura 10: Labirinto
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> Barra de equilibrio (tempo de agarre das patas): a barra de equilibrio consiste
numa estrutura de madeira com 5 mm de didmetro, cuja funcéo era avaliar o
tempo em que o animal conseguiria suportar seu proprio peso através da
forga da pata dianteira ao coloca-lo segurando na barra (Figura 11). O tempo

em que os ratos levavam segurando a barra era cronometrado.

Figura 11: Barra de equilibrio

> Viga de equilibrio: esse teste avalia globalmente a fungdo vestibulomotora e
cerebelar do equilibrio. Desta forma, o animal era colocado em uma estreita
viga de madeira com dimensodes 1,5 cm de largura e aproximadamente 1m de
altura (Figura 12). De acordo com Fujimoto e colaboradores (2004), os
animais com lesdes cerebrais podem ser capazes de ficar na viga por mais de
60 segundos, mas podem assumir posturas que sao diferentes de animais
normais, como abragar a viga ou se equilibrar com as patas dependuradas
para se sustentar. Assim, foi estipulado o tempo de 60 segundos para que o
animal permanecesse na viga. Se 0s animais conseguissem a marca
estipulada era anotado o valor de 60 segundos, caso ele caisse antes do

tempo delimitado, o valor de tempo correspondente era anotado.
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Figura 12: Viga de equilibrio

4.5 TOXICIDADE

Os animais foram induzidos a um coma profundo, via éter sulfurico inalatério,
e administracdo de barbiturico (tiopental sédico) via intraperitoneal com doses
superiores a 25 mg/Kg. Em seguida, os animais eram fixados através das patas em
posicdo dorsal para a realizagdo de uma esterno-laparotomia com ampla abertura
das cavidades toracica e abdominal permitindo a puncgao cardiaca, retirando-se, em
média, 5 ml de sangue para dosagem de malondialdeido (MDA) e homocisteina
(Hcy). Esse procedimento também permitiu a remogéo do figado para a medigéo de
seu peso usando o método de Scherle (1970).

Este método consiste na afericdo do deslocamento de liquido resultante da
inser¢cao de um 6rgao em solugao salina fisioldgica. Esse 6rgao estara suspenso por
um fio em um Becker sem tocar as suas paredes e apoiado sobre uma balanca
analitica calibrada (0,001 g). Considerando-se que volume é igual ao peso/gravidade
especifica e que a gravidade da solugao salina fisioldgica € de 1,0048 g, considera-
se, entao, que peso € igual ao volume. Sendo os resultados expressos como 0 peso
do 6rgao (g) / 100g de peso corporal do animal. Assim, com esse método pode-se
observar se houve alguma modificagdo macroscopica nesse 6rgao como: hipertrofia

ou atrofia.
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4.6 DOSAGEM DE HOMOCISTEINA (Hcy)

O material utilizado para a dosagem da homocisteina foi o plasma
congelado, obtido a partir da centrifugagdo do sangue contido no tubo descartavel
com anticoagulante EDTA, seguindo o método de Pfeiffer e colaboradores (1999). O
sangue foi centrifugado em centrifuga CELM modelo Kombat (aferigdo e calibragédo
Control-Lab), a 2000G por 15 minutos. O plasma, separado das células pela
centrifugagcédo, foi retirado do tubo primario por pipetagem com ponteiras
descartaveis e acondicionado em tubo secundario, identificado e estéril. O plasma foi
conservado congelado em freezer com temperatura controlada abaixo de -20°C.

O método utilizado para dosagem foi HPLC (Cromatografia Liquida de Alta
Performance), utilizando o equipamento Shimadzu com coluna Novapac C18, sendo
realizado uma fase moével composta de tampao acido acético/acetato 0,1M (pH 5,5)
com 30mL/L de metanol grau cromatografico num fluxo de 0,7mL/min, a leitura por

fluorescéncia nos comprimentos de onda 385 e 515nm.

4.7 DOSAGEM DE DIALDEIDO MALONICO (MDA)

O material utilizado para a dosagem de dialdeido maldnico foi o soro, obtido
a partir da centrifugacao do sangue colhido em tubo descartavel sem anticoagulante.
O sangue foi centrifugado em centrifuga CELM modelo Kombat (afericdo e
calibragdo Control-Lab), a 2000G por 15 minutos. O soro, separado dos
componentes celulares pela centrifugacdo, foi retirado do tubo primario por
pipetagem com ponteiras descartaveis e acondicionado em tubo secundario,
identificado e estéril. O soro foi conservado em refrigerador com temperatura
controlada de 8°C.

Foi utilizado o método colorimétrico para dosagem de MDA, utilizando o
equipamento Micronal B442 e o acido Tiobarbiturico como reagente, seguindo

metodologia de Parthasarathy e colaboradores; 1985.
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4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram avaliados utilizando o teste estatistico, programa GraphPad
Prism® versado 4.0 para Windows®, para anadlise de variancia ANOVA two-way,

sendo considerado significativo p<0,05.
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5 RESULTADO

5.1 PARAMETROS BIOLOGICOS GERAIS

A suplementagdo suprafisiologica de B,, nao alterou os parametros
biolégicos gerais € o exame fisico aliado a avaliagdo macroscopica do figado
(Tabela 1) confirmou a auséncia de toxicidade da riboflavina, sob doses

suprafisioldgicas.

Tabela 1: Representa a média + DP do peso corporal, diurese e ingestdo de agua, racéo e
peso hepatico (g) / 100g de peso corporal, de ratos SHR-sp tratados (n=6) com
riboflavina (10mg/Kg de peso corpéreo) comparados aos ratos controle (n=6)

Parametros Biologicos Controle Tratado
Peso Corpéreo (g) 226,45+ 19,6 233,68 £ 15,2
Diurese (ml) 3,34 +1,12 3,28 + 1,27
Ingestéo de racéo (g) 19,26 + 2,52 21,70 + 3,53
Ingestao Hidrica (ml) 29,90 +1,37 30,51 £2,12
Peso hepatico (g/100g) 3,37 £ 0,29 3,72+0,24

5.2 PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA

A pressao arterial sistélica apresentou uma significativa redugéo (p< 0.05)
que variou em média de 16 a 20 mmHg com a dose de 10 mg B, / kg. Os ratos do
grupo controle apresentaram pressao arterial sistdlica mantida em 228, 76 + 3,52
mmHg e os do grupo tratado variaram de 225, 1 £ 8,0 mmHg (periodo basal) para

194,1 £ 0,3 mmHg, até o final do tratamento (Grafico 1).
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—a— Contral

235+ E—/._-E’/A
235- —+— 10mg B2/Kg

Systollc blood pressure

Baseline 1wk 2wk 3wk 4wk
Periods
Grafico 1: Efeitos da suplementacéo de riboflavina sobre a pressao arterial sistélica em ratos

SHR-sp. Os valores representam a média + desvio padrao de 6 animais (controle)
12 animais (tratados) .* p <0,05 em relagéo ao grupo controle

5.3 PARAMETROS NEUROLOGICOS

Nao foram observadas mudancgas no comportamento dos animais na analise
dos resultados dos testes neuroldgicos, sendo mantida sua docilidade.

Em relacdo ao teste da locomocgao, foi observada uma alteragdo na marcha
em apenas dos 2 dos 6 ratos do grupo controle na segunda semana do experimento,
ou seja, um sinal de ataxia, comum nessa linhagem (SHR-sp) a partir de 142
semana. Ja no grupo suplementado com riboflavina, esse sinal ndo foi encontrado
até o final do experimento.

Na avaliagdo dos testes da barra de equilibrio, viga de equilibrio e plano
inclinado, ndo foram encontrados diferengas entre o grupo tratado e o controle; e
todos os animais alcangaram o tempo minimo pré-determinado para sua execugao;
e apresentaram equilibrio e forga necessarios para completar o teste (Tabela 2).

Entretanto, no teste do labirinto e sensério-motor, foi observada uma queda
gradual no tempo de resposta dos ratos tratados, quando comparados com os ratos

do grupo controle, com significancia estatistica entre grupos (Tabela 2).
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Tabela 2: Representa a média + DP dos testes neurolégicos dos ratos SHR-sp tratados
(n=6) com riboflavina (10mg/Kg/peso corporeo) comparados aos ratos controle

(n=6)
Testes Memodria Barf",‘ d.e Viga de Equilibrio Sensorio-Motor
Grupos Equilibrio
Controle 38781 + 09”36 22797 + 04727 1’00700 + 0'00°00 326”31 + 0°'00"05
Tratado 16725 + 04751 20784 + 01748 1’00700 + 0'00°00 1’38729 + 0°'00”08

5.4 DOSAGEM DE HOMOCISTEINA (Hcy) e DIALDEIDO MALONICO (MDA)

No que se refere ao estresse oxidativo, as dosagens da homocisteina e
dialdeido maldnico apresentaram diferengas significativas (p<0.05) no grupo tratado

quando comparado com grupo o controle (Tabela 3).

Tabela 3: Representa a média + DP das dosagens de homocisteina (Hcy) e de dialdeido
maldnico (MDA) dos ratos SHR-sp tratados (n=6) com riboflavina (10mg/Kg/peso
corporeo) comparados aos ratos controle (n=6)

Marcadores
Grupos Hoey MDA
Controle 16,21+ 0,63 5.87 + 0,38

Tratado 14,45+ 0,35 4,05+0,68
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6 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou uma influéncia significativa do uso de vitaminas
antioxidantes sobre o processo de longevidade e melhor qualidade de vida desses
animais, particularmente sensiveis ao estresse oxidativo. Esta experiéncia
demonstrou claramente uma reducdo dos niveis de pressao arterial entre 16 e 20
mmHg, em comparagdo ao grupo controle, e ndo observou-se sinais de ataque
isquémico transitério, como ataxia e convulsdes, até ao final do experimento.

Em Franga e Vianna (2010), o tratamento com riboflavina também foi capaz
de induzir a reducao da pressao arterial sistélica em ratos jovens (8 semanas) e em
ratos adultos (18 semanas). No entanto, ratos adultos foram mais resistentes a
suplementacao, alcancando uma redugdo da pressao arterial sistolica de 6 mmHg
versus 17 mmHg apresentados pelos ratos mais jovens. Este tipo de resposta menor
por ratos mais velhos pode estar associado a evidéncia de que a eficiéncia de um
sistema antioxidante diminui durante o envelhecimento (JONES et al., 2002).

O papel fisioldgico da riboflavina poderia, provavelmente, ser atribuido a sua
estrutura quimica: presenca de anel ribitil (Figura 2) (DE COLIBUS; MATTEVI,
2006). A reducao desse anel (FAD, FMN forma oxidada) produz as formas reduzidas
de flavoproteinas (FMNH2 e FADH2) (GROPPER; SMITH; GROFF, 2009). Essa
configuragdo quimica permite esta vitamina ter alta afinidade para reagir com varios
substratos, principalmente o oxigénio molecular (MASSEY, 1994; MATTEVI, 2006).
A flavina, até mesmo ionizada ou reduzida, tem diferentes propriedades quimicas
que podem ser ajustadas de acordo com as proteinas do meio (como ligadoras de
hidrogénio ou interagdes hidrofébicas) (DE COLIBUS; MATTEVI, 2006).

Outro ponto, é que a riboflavina em sua forma de FMN e FAD tem funcéao
como coenzimas para uma ampla variedade de enzimas oxidativas e pode
permanecer ligada a enzimas durante as reagdes de oxidagao-redugao (redox)
(BOEHNKE; REUTER; FLACH et al.,, 2004). Com isso, as flavoproteinas exibem
uma gama de potenciais redox e, portanto, podem desempenhar uma variedade de
papeis no metabolismo intermediario, como: descarboxilagdo do piruvato e o-
cetoglutarato, que requer FAD; desempenhar papéis muito importantes na cadeia de
transporte de elétrons; reducdo da forma de glutationa oxidada (GSSG) em sua

forma reduzida (GSH) que é, também, dependente da FAD; ser necessaria para a
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Acil-CoA desidrogenase que requer FAD para a oxidagao dos acidos graxos livres
(BOEHNKE; REUTER; FLACH et al., 2004).

Nesse estudo, observa-se uma tendéncia a redugcdo dos sinais isquémicos
associados a lesdo neuroldgica, pois os ratos do grupo tratado atingiram 16
semanas de idade, no final do experimento, sem apresentar nenhum sinal de lesdo
neuroldgica, fato que nao ocorreu no grupo controle, onde 2 ratos apresentaram
ataques isquémicos transitérios, caracterizado por ataxia e convulsées. De acordo
com Pawlar, Pawlaw e Mysliwieec, (2005) esses sinais s&o esperados nessa
linhagem, SHR-sp, em torno da 16% a 182 semana, por isso essas suplementagao
sugerem uma importante agao neuroprotetora. Outro ponto importante que corrobora
com os efeitos destas vitaminas na redugao dos radicais livres, sdo os marcadores
de estresse oxidativo: homocisteina e malondialdeido, que foram fortemente
reduzidos com a suplementacao de vitamina B..

Esse efeito € muito importante, pois a homocisteina esta diretamente
associada ao desenvolvimento de acidente vascular cerebral (BRATTSTROM,;
HARDEBO; HULTBERG, 1984; ZEMPLENI et al., 1996; MCCULLY, 1996; SOUZA et
al., 2005). E possivel que os efeitos adicionais da homocisteina possam envolver
uma acao mais direta sobre o cérebro que poderia aumentar o dano neuronal em
curso. Em apoio a essa hipotese, a homocisteina poderia induzir a neurotoxicidade
direta pela ativacdo do N-metil-D-aspartato (NMDA), subtipo do receptor de
glutamato (BOSTOM; ROSENBERG; SILBERSHATZ, 1999). Dano neuronal na
sequéncia de um acidente vascular cerebral foi atribuido ao excesso de estimulagao
dos aminoacidos excitatorios como o glutamato e aspartato, através da ativagéo dos
receptores NMDA (KANG S-S; WONG; MALINOW, 1992).

O dano de biomoléculas se nao for reparado, em ultima analise, pode
comprometer o funcionamento da célula e leva-la até a morte por apoptose ou
necrose, e desencadear processos de neurodegeneracdo (CLARKE; DALY;
ROBINSON, 1991). Este aspecto é reforgado pelo fato de que os neurdnios sao
altamente propensos a situagdes de estresse oxidativo. De uma forma geral,
substancias com propriedades antioxidantes atuam através de reacédo direta com
radicais livres, promovendo a regeneracgao de outros antioxidantes ou controlando a
formagao de espécies reativas de oxigénio.

Neste contexto, a investigagdo da ocorréncia de estresse oxidativo no

sistema nervoso central (SNC) é fundamental para compreender como espécies
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oxidantes contribuem para a patologia de doengas neurodegenerativas. Em relagao
a isso, Vianna, Fiorelli e Oliveira (2006) salientaram que o cérebro é alto consumidor
de oxigénio, mas é deficitario quanto ao sistema antioxidante tornando-o bastante
sensivel ao estresse oxidativo. Portanto, a reducao dos niveis sanguineos de MDA e
Hcy aqui apresentados, provavelmente, contribuiu para a inibigdo de eventos
isquémicos nos animais SHR-sp suplementados.

A analise dos testes neuroldgicos revelou que os animais tratados nao
apresentaram sinais de isquemia ou injuria neuroldgica, uma vez que a resposta ao
teste sensoério-motor foi mais rapida nesses animais, em torno de 1 minuto versus 2
a 4 minutos nos animais neurologicamentes comprometidos (CARSTENS et al.,
1993). Acrescenta-se, também, o fato de que a cognicdo foi significativamente
melhorada pela suplementacdo de riboflavina o que associamos a reducdo da
homocisteina sérica. Em relagao a isso, Troen e Rosenberg (2005), demonstraram
que a elevacao da homocisteina esta relacionada com o declinio da fungao cognitiva

além de promover uma atrofia cerebral.
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7 CONCLUSAO

Os resultados aqui apresentados identificaram acdes da riboflavina, tais
como hipotensora, neuroprotetora e uma reducdo nos marcadores de estresse
oxidativo (homocisteina e dialdeido maldnico). Adicionalmente, a vitamina B,
preservou os aspectos fisicos e cognitivos dos animais tratados, assim como,
provavelmente, preservou-os dos ataques isquémicos associados a lesao
neuroldgica.

Além disso, a suplementagao dessa vitamina em doses suprafisiologicas nao

representou risco de toxicidade ou sinais de interagao de nutrientes.
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