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ABSTRACT

It is known that high concentrations of homocysteine (Hcy) are associated
with the increase of risk of cardiovascular disease and of cellular damage caused
by the formation of reactive oxygen species (ROS). It is also known that the
estrogen acts as a non enzymatic antioxidant involved in cardiovascular
protection. In this work we evaluated the effect of homocystinuria on myocardial
oxidative stress parameters, and the effect of hyperhomocysteinemia (HHcy) on
the same parameters and also on hemodynamics in rats with and without
estrogen.

Four experiments were performed. In experiment number one, sixteen
animals were divided in 2 groups (n=8/group): control and Hcy. These animals
received chronic treatment from the 6™ to the 28™ day of life with increasing doses
of Hcy and were killed one hour after the last dose. In the second experiment,
thirty rats were divided into four groups: Saline (n=8); Folate (n=6); Hcy (n=9) and
Folate+Hcy (n=7). These animals had received folic acid and/or Hcy from the 6" to
the 28" day of life and had been killed with 80 days of life. In the third experiment,
fourty eight animals were divided in 6 groups (n=8/group): NAIVE; NAIVE+Hcy;
Sham; Sham+Hcy; castrated and castrated+Hcy. These animals were castrated in
the 50" day of life and, after one week, they received an acute treatment with Hcy
for 72 hours at each eight hours and were killed one hour after the last dose. In the
fourth experiment, thirty two animals were divided into four groups (n=8/group):
control, castrated, methionine and castrated+methionine. These animals had been
castrated in the 70" day of life, and received methionine in drinking water for 30
days and were killed at the end of treatment.

In the homocystinuria model (experiment number one), there were no signs
of alterations in lipid peroxidation (LPO) in 28 day rats. However, antioxidant
enzyme activities of SOD and GST were increased in Hcy group. As this is a
chronic treatment, probably these enzymes are increased to minimize the
oxidative damage caused by Hcy. In the second experiment, the effect of the
homocystinuria was evaluated in animals with 80 days. It was observed an
increase in LPO in the animals that had received Hcy, but it returned to control
values with folate administration. The reduction of LPO in the presence of folate

confirms its capacity of minimize the damage caused by Hcy. We also observed
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reduction in the enzyme activities of GST and catalase in the animals receiving
Hcy, which also returned to the control values with the administration of folate. It is
possible that Hcy increases the hydrogen peroxide concnetration in the
myocardium of these animals. From the results obtained, we can suggest that the
levels of Hcy can be reduced with folate, since high doses of folate had
significantly reduced the levels of oxidative stress caused by Hcy. In the acute
model of HHcy (experiment number three), myocardial oxidative stress increased
due to the administration of Hcy in the group without estrogen. This result has a
positive correlation with mean arterial pressure (MAP), that is, the higher LPO, the
higher MAP. This effect was not observed in groups with physiological estrogens
levels. It is possible that these findings are related to the antioxidant protection
offered by estrogen. Moreover, we observed a reduction in the activity of GST in
the group castrated+Hcy, which can be contributing for the oxidative damage
observed. In the HHcy model caused by the consumption of methionine
(experiment number four), we observed an increase in LVEDP in group
castrated+methionine. This result has a negative correlation with the nitric oxide
metabolites (Nox) showing that the animals that had an increased ventricular
diastolic pressure had presented lesser NO bioavailability. In this model we also
observed an increase in the myocardial oxidative stress due to the administration
of methionine in the group without estrogen. This result has a positive correlation
with LVEDP, that is, the animals with enhanced LPO also presented high
ventricular diastolic pressure, indicating a possible participation of oxidative stress
in ventricular dysfunction. These animals also presented an increase in the
activities of GST and GPx in group castrated+methionine, suggesting that chronic
treatment with methionine leads to an adaptation of the enzymatic antioxidant

system in the absence of the estrogen.

KEY WORDS: homocysteine, estrogen, antioxidant enzymes, oxidative damage,

methionine.
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REsuMO

Sabe-se que concentragdes elevadas de homocisteina (Hcy) estdo
associadas com o aumento do risco de doengas cardiovasculares e com o dano
celular causado pela formagédo das espécies ativas de oxigénio (EAO). Sabe-se
também que o estrogénio atua como antioxidante ndo enzimatico envolvido na
protecdo cardiovascular. Foram objetivos deste trabalho avaliar o efeito da
homocistinuria sobre parametros de estresse oxidativo em tecido cardiaco; e
avaliar o efeito da hiperhomocisteinemia (HHcy) sobre parametros de estresse
oxidativo e hemodinédmicos em ratas com e sem estrogénio.

Este trabalho foi divido em 4 experimentos. No experimento 1 foram
utilizados 16 animais divididos em 2 grupos (n= 8/grupo): controle e Hcy. Estes
animais receberam tratamento crénico do 6° dia ao 28° dia de vida com doses
crescentes de Hcy e foram mortos 1 hora apds a ultima dose. No experimento 2
foram utilizados 30 ratos, divididos em 4 grupos: Salina (n=8); Folato (n=6); Hcy
(n=9) e Folato+Hcy (n=7). Estes animais receberam acido félico e/ou Hcy do 6° ao
28° dias de vida e foram mortos aos 80 dias de vida. No experimento 3, foram
utilizados 64 animais divididos em 6 grupos (n= 8/grupo): NAIVE; NAIVE+Hocy;
Sham; Sham+Hcy; castrada e castrada+Hcy. Estes animais foram castrados no
50° dia de vida e, apés uma semana, receberam tratamento agudo com Hcy de 8
em 8 horas por 72 horas e foram mortos 1 hora apdés a ultima dose. No
experimento 4, foram utilizados 32 animais divididos em 4 grupos (n= 8/grupo):
controle, castrado, metionina e castrado+metionina. Estes animais foram
castrados no 70° dia de vida, receberam metionina na agua de beber por 30 dias
e foram mortos logo apds o final do tratamento.

No modelo de homocistinuria (experimento 1), n&do foram observadas
alteragdes na lipoperoxidagao (LPO) cardiaca nos ratos com 28 dias. No entanto,
as atividades das enzimas antioxidantes SOD e GST estavam aumentadas no
grupo Hcy. Como este é um tratamento crbnico, provavelmente estas enzimas
estdo aumentadas de forma a minimizar o dano oxidativo causado pela Hcy. Ja
no experimento 2, avaliou-se o efeito da Hhcy a longo prazo, em animais com 80
dias. Houve aumento na LPO dos animais tratados com Hcy que foi previnida com
a administragao de folato. A reducao da LPO na presenca do folato confirma sua

capacidade de minimizar o dano causado pela Hcy. Observamos ainda a
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diminuicdo na atividade das enzimas GST e catalase nos animais tratados com
Hcy o que resultaria em aumento da concentracdo de peroxido de hidrogénio no
tecido cardiaco. O tratamento com folato previniu a atividade das enzimas
antioxidantes. A partir dos resultados encontrados, podemos sugerir que 0s niveis
de Hcy podem ser reduzidos com folato, uma vez que altas doses de folato
reduziram consideravelmente os niveis de estresse oxidativo gerado pela Hcy. No
modelo de HHcy aguda (experimento 3), o estresse oxidativo cardiaco aumentou
em fungdo da administragcdo de Hcy no grupo sem estrogénio. Este resultado se
correlaciona positivamente com a pressédo arterial (PA), ou seja, os animais com
maior LPO também apresentaram uma maior PA. Este efeito ndo foi observado
nos grupos com niveis estrogénicos fisioldgicos. Acredita-se que estes resultados
sejam devidos a protegao antioxidante oferecida pelo estrogénio. Além disso,
observamos uma diminuigdo na atividade da GST nos animais castrados+Hcy, o
que pode estar contribuindo para o dano oxidativo observado. Ja no modelo de
HHcy causado pelo consumo de metionina (experimento 4), observamos um
aumento na PDFVE no grupo castrado+metionina que se correlaciona
negativamente com os metabdlitos do NO. Este resultado mostra que os animais
que tiveram disfungao ventricular apresentaram uma menor biodisponibilidade do
NO. Neste modelo observamos também um aumento no dano oxidativo cardiaco
em funcdo da administragdo de metionina no grupo sem estrogénio. Este
resultado se correlaciona positivamente com a PDFVE, ou seja, os animais com
maior LPO também apresentam uma maior pressédo ventricular diastdlica,
indicando uma possivel participacdo do estresse oxidativo na disfungao
ventricular. Estes animais ainda apresentaram um aumento na atividade das
enzimas antioxidantes GST e GPx no grupo castrado+metionina, sugerindo que o
tratamento crénico levou a uma adaptacao do sistema antioxidante enzimatico na

auséncia do estrogénio.

PALAVRAS-CHAVE: homocisteina, estrogénio, enzimas antioxidantes, dano

oxidativo, metionina.
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1. INTRODUCAO

O estrogénio enddgeno esta associado a um menor risco cardiovascular.
Um dos mecanismos cardioprotetores envolvidos tém como base o seu papel
como neutralizador de radicais livres e, por consequéncia, sua agao antioxidante.
Sabendo da importancia de estudar os efeitos deletérios das espécies ativas de
oxigénio (EAO) iniciaremos abordando alguns conceitos basicos de estresse

oxidativo (EO).

1.1 EsSPECIES ATIVAS DE OXIGENIO

Os radicais livres sao definidos como qualquer espécie quimica capaz de
existéncia independente que contenha um ou mais elétrons desemparelhados,
sendo assim altamente reativos e capazes de atacar qualquer biomolécula
(Halliwell & Gutteridge, 1999).

A geragao das EAO ocorre durante os processos de oxidagao bioldgica.
Dentre os quais, podemos destacar a respiracdo celular acoplada a fosforilagao
oxidativa, para formacado de ATP na mitocéndria. Em varias reacdes enzimaticas
e nao enzimaticas podem ser gerados compostos intermediarios da redugao
parcial do oxigénio (O;), sendo que podemos destacar: o anion radical superoxido
(O2"), o peroxido de hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxil (OH®). A formagao
destas moléculas ocorre em aproximadamente 5% de todo processo de redugéo

do oxigénio até agua.
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- - eTt2H” “HHY “H
0,——0;——=——>H,0, e\ij >OH"———H,0

Superéxido  peroxido de hidrogénio H20 radical hidroxil

Reacao 1: Formacao das EAO, a partir da reducao do Os.

Cada EAO tem suas proprias caracteristicas, mostrando diferentes
reatividades e tempos de meia-vida (Droge, 2002; Valko et al., 2007).

O anion radical superoxido (O2") é o primeiro intermediario da redugao
monovalente do oxigénio a agua; a partir do mesmo serdo formadas as demais
EAOQO. A sua dismutagao é catalisada pela enzima superéxido dismutase (Valko et
al., 2007). O peroxido de hidrogénio é o segundo intermediario do processo
oxidativo, podendo ser produzido indiretamente, pela reducdo univalente do
oxigénio, seguida da dismutagdo do anion radical superoxido e/ou diretamente,
pela reducdo divalente do oxigénio molecular. Apesar de n&o ser um radical livre,
esta espécie ativa pode originar o radical hidroxil, o0 que seria bastante prejudicial
a célula, além de ter a propriedade de ser muito permeavel através das
membranas biologicas (Halliwell & Gutteridge, 1999; Droge, 2002). O radical
hidroxil (OH®), por sua vez, € um dos mais potentes oxidantes dos sistemas
bioldgicos. Este radical livre possui a capacidade de atravessar as membranas e
pode reagir com biomoléculas, como lipidios insaturados e DNA, apesar de seu
curto tempo de meia vida, da ordem de 10° segundos (Halliwell & Gutteridge,
1999).

A mais reativa destas espécies, o radical hidroxil, € formada através de
reacdes que necessitam a presenca de ions metais de transicdo como o ferro e o

cobre. A reagao do peréxido de hidrogénio com ions ferroso ou cuprico é
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chamada de reagédo de Fenton (1894) que leva a produgao do radical hidroxil,

altamente reativo (Reacao 2).

H,0, +Fe" /Cu" —>Fe™ /Cu™ + OH" + OH"

Reacdo 2: Reacao de Fenton

O radical hidroxil também pode ser formado a partir da reagdo do anion
superdxido com o peréxido de hidrogénio em presenga de ions divalentes de

metais de transicdo, reagcéo descrita por Haber-Weiss em 1934 (Reacéo 3).

H,0, +0; —*-/% S OH* +OH"

Reacao 3: Reacao de Haber — Weiss

1.1.1 ESTRESSE OXIDATIVO E NITROSATIVO

O estresse oxidativo pode ser definido como “um disturbio do equilibrio pro-
oxidante/antioxidante em favor dos pro-oxidantes, levando ao dano potencial”
(Halliwell & Gutteridge, 1999). Além do estresse oxidativo (EO), ha também o
estresse nitrosativo, este gerado pelas espécies ativas do nitrogénio (EAN). O
oxido nitrico (NQO°) é, fisicamente, um radical livre (RL), considerando o elétron
nao pareado. Apesar de sua baixa reatividade, a difusao do NO ¢é facilitada devida
a sua carga neutra em solugdes aquosas e sua alta lipossolubilidade (Bredt,
2003). Estas propriedades quimicas do NO determinam importantes interagdes
com varios tipos de enzimas e tornam este radical uma molécula potencialmente

toxica. O NO reage facilmente com o radical superoxido produzindo o peroxinitrito
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(ONOOQO"). A reagao do peroxinitrito com biomoléculas diminui suas fungoes,
causando toxicidade e alterando vias de sinalizacdo (Boveris, 1998; Tsikas,
2005).

Em principio, o estresse oxidativo pode resultar de: diminuigdo da atividade
enzimatica antioxidante, deficiéncia nutricional de antioxidantes ou outros
constituintes dietéticos essenciais pela inadequada ingestdo ou absor¢ao dos
nutrientes; ou producdo aumentada de EAO e/ou EAN, pela exposicao elevada ao
O,, a presencga de toxinas, ou excessiva ativagao de sistemas como as células
fagociticas nas doencas crénicas inflamatoérias (Halliwell & Gutteridge, 1999).

O estresse oxidativo pode causar dano a todos os tipos de biomoléculas,
incluindo DNA, proteinas e lipidios. O principal alvo celular do estresse oxidativo
pode variar dependendo da célula, do tipo de estresse imposto e da intensidade
do estresse. O estresse oxidativo intenso pode produzir danos irreversiveis
levando a morte celular (Halliwell & Gutteridge, 1999).

Além de seu efeito citotdxico, as EAO também atuam como mensageiros
em diferentes vias de sinalizagao intracelular. Um exemplo é a ativagcdo do fator
nuclear kappa B (NFxB) induzida pelo peréxido de hidrogénio e bloqueada por
varios antioxidantes, incluindo a vitamina E (Murphy & Newsholme, 1999;
Dourado et al., 2006).

Um excesso de formagao de radicais de nitrogénio é denominado estresse
nitrosativo. Os radicais de nitrogénio (RNs) produzidos por um aumento da
atividade da Oxido Nitrico Sintase (NOS), também podem contribuir para o
desencadeamento de reacgdes radicalares envolvidas na quebra da homeostase

intracelular (Bredt, 2003).
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1.1.2 SISTEMAS DE DEFESA ANTIOXIDANTE

Os organismos aerdbios possuem sistemas de defesa para se protegerem
contra os efeitos causados pelas EAO. Substancias que neutralizam a agao dos
RLs na fase de iniciagdo ou propagacgao da lipoperoxidagao, levando a formagao
de produtos menos toxicos, sdo chamadas de varredores (scavengers) como as
enzimas antioxidantes e tocoferdis. Aquelas que atuam absorvendo a energia de
excitacdo dos RLs, neutralizando-os, sdo chamadas de quenchers como os
carotendides e o acido ascorbico. O sistema de defesa antioxidante € composto
de elementos enzimaticos e ndo enzimaticos.

Dentre as defesas enzimaticas responsaveis pela detoxificagdo das EAO,
salientam-se trés enzimas: a superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a
glutationa peroxidase (GPx)(Sies, 1997).

A superéxido dismutase (SOD) é a enzima que catalisa a dismutagao de
dois ions superodxido para formar peréxido de oxigénio (que € menos reativo e
pode ser degradado por outras enzimas) e oxigénio (Reacéao 4). Esta reagao pode
ocorrer espontaneamente em pH fisiolégico, porém, com presenga da SOD, a
velocidade desta reacdo é 10* vezes maior (Fridovich, 1975; Yu, 1994; Halliwell &

Gutteridge, 1999).

2H" +20," —®° ,0,+H,0,

Reacéao 4: Dismutacao do radical superoxido pela SOD

A geracédo de peroxido de hidrogénio foi demonstrada como um evento

fisiologico diretamente relacionado ao consumo de oxigénio, sendo a catalase e
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as peroxidases as enzimas que metabolizam este perdoxido de hidrogénio a agua
e oxigénio, impedindo assim a formagao de radical hidroxil e consequente dano
celular. A catalase (CAT) estd presente em todos os tipos de células de
mamiferos, porém ela € uma enzima altamente especifica pois possui atividade
apenas para peréxidos de hidrogénio, de etila e de metila (Reagado 5) (Chance,

1979).

Catalase
2H,0, —* 5,0, +H,0

Reacado 5: Decomposicéo do perdxido de hidrogénio pela catalase

Entre as peroxidases, a mais importante € a glutationa peroxidase. A
glutationa peroxidase (GPx) catalisa a redugdo de varios peroxidos,
principalmente do peréxido de hidrogénio e de hidroperoxidos organicos (Yu,
1994). Para a reducédo dos peroxidos, esta enzima utiliza o grupamento sulfidril da
glutationa reduzida, que pode ser reciclada pela interagdo da forma oxidada com
NADPH através da enzima glutationa redutase (Reagdo 6). Os grupamentos
sulfidril doam dois hidrogénios, formando uma ligacdo dissulfeto, que pode
transformar a molécula de peréxido em um alcool (R-OH), ou, no caso do

peréxido de hidrogénio (H202), em agua (Halliwell & Gutteridge, 1999).

R—OOH +2GSH —%* 5 R— OH + GSSG + H,0

GSSG + 2NADPH —%* 3 2GSH + 2NADP *

Reacdo 6: Reducgéo de hidroperoxidos (ROOH) pela glutatina peroxidase (GPx),
formando glutationa oxidada (GSSG) e regeneragdo da glutationa reduzida
(GSH) pela glutationa redutase (GR).
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Outra classe de enzimas que também tém um importante papel fisiolégico
na detoxificagdo sao as glutationa S-transferases (GSTs). Estas enzimas agem na
detoxificagdo de potentes agentes alquilantes, incluindo compostos
farmacologicamente ativos como herbicidas, pesticidas e xenobidticos. Como
pode ser visto na reacao 7, as GSTs catalisam a reagcado destes compostos com o
grupamento -SH da glutationa, neutralizando assim seus sitios eletrofilicos e
transformando-os em produtos hidrossoluveis, que sao mais facilmente

metabolizaveis (Habig, 1974).

Cl

SG
N02 NOZ
GST
+ GSH —m78 —»
02 02

CDNB

Reacdo 7: Exemplo de reagao de detoxificagdo do cloro dinitrobenzeno (CDNB)
através da glutationa S-transferase (GST).

Mais recentemente, foi descrito outro sistema enzimatico importante na
defesa antioxidante, o sistema tiorredoxina. Estas enzimas catalisam reducoes,
utilizando varios substratos. As tiorredoxinas doam equivalentes redutores para
proteinas, dissulfetos de glutationa, perdxido de hidrogénio, entre outros. Tornam-
se oxidadas e sao reduzidas pela tiorredoxina redutase (TrxR). Esta, por sua vez,
utiliza NADPH para reduzir pontes de dissulfeto da tioredoxina (Nordberg & Arner,

2001).
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TrxR
NADPH + TrxS, —» NADP + Trx (SHZ)\A H,0,

H,O+0O»

Reacao 8: Exemplo de reacéo de reducao de dissulfetos de glutationa e perdxido
de hidrogénio através do sistema tiorredoxina.TrxS, — tiorredoxina oxidada,
Trx (SHy) — tiorredoxina reduzida, TrxR — tiorredoxina redutase (adaptado de
Kuntz et al., 2007).

Dentre os compostos ndo enzimaticos, destacam-se a vitamina E (o-
tocoferol), a vitamina C (acido ascorbico), o B-caroteno (precursor da vitamina A)
e o tripeptidio glutationa. Cabe ainda salientar o poder antioxidante dos
estrogénios, devido a presenga do grupamento hidrofendlico (Yu, 1994; Ferreira,

1997; Singal et al., 2000).

1.2 ESTROGENIOS

Os estrogénios de ocorréncia natural sdo o 17 B-estradiol, a estrona e o
estriol, sendo o estradiol o horménio mais potente e o produzido em maior
quantidade e o estriol, 0 menos potente. A estrutura destes horménios é formada,
basicamente, de um nucleo esteroidal de dezoito carbonos (Figura 1) (Williams,

1996).
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Os estrogénios, bem como os demais horménios esteroidais, tém como
mecanismo de acgao classico a regulagdo da transcrigdao génica. Através da sua
capacidade de atravessar as membranas celulares, ligam-se aos receptores
nucleares formando um complexo que se liga ao DNA, estimulando a transcrigao
de alguns genes (Williams, 1996; Ganong, 1995). Mais recentemente, tem-se
estudado mecanismos de acdo nao classicos, ou de efeito rapido, onde os
hormdnios esterdides atuam na membrana plasmatica. A agdo na membrana
pode se dar através de efeitos ndao especificos na sua fluidez ou de ligagdes em
receptores de membrana especificos para horménios esterdides (Wierman, 2007).
Estudos ja identificaram sitios de ligacdo para hormébnios esterdides, com
moderada atividade e alta especificidade. Outra agdo na membrana pode ser por
ligacbes com receptores de membrana de neurotransmissores, como o do GABA

(Brann, 1995; Wierman, 2007).

1.2.1 ESTROGENIOS COMO ANTIOXIDANTES

Sabe-se que a estrutura das moléculas estrogénicas influencia bastante na
sua atividade antioxidante, devido a presenca de um grupamento hidrofendlico
(Figura 1-A). O 17 p-estradiol, por exemplo, tem um potencial antioxidante
bastante relevante, uma vez que esse hormoénio esterdide pode interferir no
processo de iniciagdo da LPO (Figura 1-B). Esta interferéncia se da pela
modificagao na rota reacional da peroxidacao, evitando assim a sua propagacao e
subsequente geracdo das EAO (Ayres et al., 1998; Wierman, 2007). O dano ao
DNA também pode ser evitado por agéo estrogénica, principalmente, pela inibicao

da producgdo do O, (Ayres et al., 1998; Strehlow et al., 2003).
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Figura 1: A - Estrutura do 17 B-estradiol. B - esquema do ciclo antioxidante do
17 B-estradiol quando exposto ao radical hidroxil OH* (adaptado de Prokai et
al., 2003).

Outra propriedade antioxidante dos estrogénios, além da atividade de
“scavenger” de radicais livres, € a acdo sobre a regulagdo da atividade das
enzimas antioxidantes como a glutationa peroxidase (GPx). Investigou-se a
atividade da GPx eritrocitaria ao longo do ciclo menstrual e foi verificado um
aumento de sua ag¢ao enzimatica quando houve picos de estrogénios ao longo do
ciclo (Massafra et al., 1998). Também foi observado que concentragdes
progressivas de estradiol foram efetivas em bloquear a produgdo do anion
superoxido (Arnal et al., 1996). Além disso, foi verificado que o estradiol de origem
exdgena aumenta os niveis de SOD (Oberley et al., 1994) e diminui a expressao

de enzimas pré-oxidantes como a NADPH oxidase (Hua & Harrison, 2000).

1.2.2 EFEITOS DOS ESTROGENIOS SOBRE DOENCAS CARDIACAS

Os estrogénios tém significativa acdo redutora do colesterol plasmatico,

inibindo a aterogénese, por isso eles podem contribuir para reduzir a incidéncia de
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infarto do miocardio e outras complicagdes da doenga vascular aterosclerética em
mulheres na pré-menopausa (Hayashi et al., 2000). No entanto, altas doses de
estrogénios ativos por via oral parecem promover tromboses, por chegarem ao
figado pelo sangue, em altas concentragdes e alterarem a produgao hepatica dos
fatores de coagulacéo (Genuth, 1996).

As doencgas cardiovasculares na pds-menopausa sao devidas, em parte, ao
desenvolvimento de aterosclerose causada por deficiéncia de estrogénios. A
principal causa destas doengas € o aumento do LDL-colesterol e de triglicerideos
como resultado de uma menor eliminagéo do LDL e outros lipidios pelo figado e o
aumento da oxidacédo do LDL na membrana arterial (Kuhl, 1994).

Os hormoénios esterdides sexuais, sobretudo, os estrogénios, possuem
uma grande relevancia no funcionamento vascular. O 17R-estradiol pode
aumentar a liberagdo de NO, quando administrado cronicamente. Pode ainda
fazer uma “up-regulation” da NO sintase endotelial (eNOS). Ao passo que o
mesmo tem acdo sobre a musculatura lisa, como vasodilatador, se aplicado
agudamente (Barret-Connor & Bush, 1991; Di et al., 1999).

Os estrogénios tém se mostrado eficazes em reduzir a proliferagédo celular
na camada intima e adventicia da parede vascular em varios modelos
experimentais. Esse efeito tem sido associado a agdo do estrogénio na
modulagdo de fatores envolvidos nesse processo, como inibicdo da atividade da
proteina quinase ativada por mitogeno (MAPK) e/ou aumento da produgao de NO
(Orshal et al., 2004). O estrogénio também pode prevenir a formagéo da placa
ateromatosa ao exercer agao inibitéria na expressdo de importantes fatores pro-
inflamatérios, como citocinas e moléculas de adesao, envolvidos no processo de

adeséo e migracéao transendotelial (Pfeilschifter et al., 2002; Turgeon, 2006).
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Muitos trabalhos tém apontado o NO como o principal mediador dos efeitos
induzidos pelo estrogénio sobre a funcdo endotelial. O estrogénio é capaz de
estimular a sintese de NO em diferentes leitos vasculares, como artéria uterina,
micro-vasos da circulagdo mesentérica e muscular esquelética e na aorta
(Strehlow et al., 2003; Turgeon, 2006). Aumento da produgédo de NO, determinado
pela concentracdo urinaria de seus metabdlitos nitritos e nitratos, também tem
sido observado em mulheres na menopausa que recebem terapia de reposicao
hormonal. O mecanismo mais provavel para explicar 0 aumento da producao de
NO seria a maior atividade da eNOS decorrente da indugdo da expressao génica
dessa enzima pelo estrogénio (Wassmann et al., 2001). E fato que o estrogénio,
ao se ligar em seu receptor nuclear, se transforma em fator de transcrigao génica,
que é reconhecido por regides promotoras no DNA e modula a transcricdo de
uma série de proteinas. Sequéncias de reconhecimento do complexo
estrogénio/receptor tém sido detectadas na regido promotora do gene que
codifica a eNOS, sugerindo que o estrogénio aumenta a expressao génica dessa
enzima (Tostes et al., 2003; Orshal et al., 2004). Foi demonstrado ainda que a
ovariectomia promove redugao significativa da expressao e atividade da eNOS
em diferentes leitos vasculares, e que o tratamento das fémeas ovariectomizadas
com estradiol restaura a expressao e atividade dessa enzima para os niveis
observados em fémeas nao-castradas (Dantas et al., 2001). Outros estudos tém
demonstrado que o estrogénio pode aumentar a atividade da eNOS por
mecanismos nao-gendmicos. Por meio do tratamento de células endoteliais em
cultura com um composto impermeavel a membrana celular (ligado a albumina),
Kim et al. observaram que o estrogénio promove indugao rapida da liberagao de

NO. Isso sugere a existéncia de um sitio de agédo para o estradiol na membrana
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plasmatica cuja ativagdo desencadeia a cascata de segundos mensageiros que

levam a ativagao rapida da eNOS (Kim et al., 1999; Tostes et al., 2003).

1.2.3 Oxipo NiTRICO E ESTROGENIO

O NO ¢ sintetizado nos organismos vivos, principalmente, por um grupo de
enzimas denominadas 6xido nitrico sintases (NOS) que convertem o aminoacido
L-arginina em L-citrulina e NO. A atividade da NOS é controlada por citocinas,
efetores e fatores de sinalizagdo do NO para conexdo do sistema imunoldgico
com os sistemas cardiovascular, nervoso e enddcrino (Bergendi et al., 1999).

O NO é um gas hidrofébico e uma vez gerado sera capaz de difundir-se
através da membrana plasmatica das células endoteliais. E responséavel por
controlar o ténus vascular, conhecido como Fator de Relaxamento Derivado do
Endotélio (EDRF), responsavel entdo pela vasodilatagdo e por inibir alguns
processos como: agregacgao plaquetaria, adesao de leucdcitos ao endotélio,
producado de endotelinas (peptidios com potente agdo vasoconstritora) e causa
também variagao na forga de contracéo e na frequéncia cardiaca (Nohl, 1993). O
NO é liberado quando ocorre: aumento do fluxo sanguineo, aumento do estresse
de cisalhamento (shear stress), aumento da pressdo sanguinea arterial,
provocando entdo o relaxamento do vaso. Assim, podemos ver que o tbnus
vasodilatador depende do NO que € regulado localmente, sendo este um
mecanismo de adaptacao local que contribuira para manter a pressiao arterial
dentro de valores normais.

O estrogénio pode interferir positivamente nos mecanismos reguladores do

tbnus vascular, promovendo cardio-protecdo. A cardio-protecdo estrogénio-
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dependente é mediada em parte pela inibicgdo da oxidacdo de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL), pelo aumento da atividade das enzimas antioxidantes e
pela sintese aumentada de NO. Varias observacbes dao suporte a esta ultima
suposigao:
1) O NO esta relacionado com varias ag¢des cardioprotetoras como, por exemplo,
vasodilatagado, inibicdo da agregacao plaquetaria e crescimento de células do
musculo liso vascular (Dubey, 1994; Dubey et al., 1995; Aslan et al., 2001);
2) O tratamento de células endoteliais em cultura com 17f - estradiol estimula a
atividade da NOS constitutiva (Hishikawa et al., 1995);
3) Anéis de aorta retirados de fémeas liberam mais NO do que o dos machos e
esta maior liberagcdo esta correlacionada com os niveis circulantes de estradiol
(Hayashi et al., 1992);
4) O bloqueio farmacologico da eNOS atenua a vasodilatagcdo da circulagao
uterina induzida por estradiol (Van-Buren et al., 1992). Em humanos, os niveis
circulantes de NO aumentam com o desenvolvimento folicular e se correlacionam
com os niveis de 17f - estradiol (Rosseli et al., 1994).

Embora existam indicacdes claras de que a fungao endotelial esta alterada
pelo estrogénio, os efeitos sobre o tdbnus vascular e consequientemente sobre a
pressao arterial e a frequéncia cardiaca, dependem da concentracdo do

estrogénio, tempo e via de administragao.

1.3 HOMOCISTEINA

Estudos tém demonstrado que a protegdo antioxidante dada pelo

estrogénio pode diminuir a oxidagdo da homocisteina.
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A homocisteina € um metabdlito importante gerado no metabolismo do
aminoacido (aa) metionina, sendo que as maiores vias do metabolismo da
homocisteina ocorrem nos rins e no figado (Figura 2A). Possui duas rotas
essenciais: a transmetilagao catalisada pela metionina sintase e a transulfuragéo
catalisada pela cistationina B sintase que formara cistationina e posterior
conversdo a cisteina, um precursor da glutationa (GSH). A importancia desta
segunda via € manter o “pool” intracelular de GSH e a sua regulagdo sob
condicbes de estresse oxidativo. Alteracdes no processo de transulfuracdo, que
usa a vitamina Bg como co-fator, podem comprometer a capacidade tamp&o redox
celular relacionada com a patofisiologia de diferentes disturbios relacionados com
a homocisteina (Andersson et al., 2000; Dimitrova et al., 2002a).

No ciclo da remetilagdo, a homocisteina regenera a metionina. Essa
transformacao depende da aquisicdo de um grupo metil numa reacgéo catalisada
pela metionina sintase (Figura 2A). A vitamina B1, (cobalamina) € um co-fator
essencial para o funcionamento dessa enzima. O acido félico € outro elemento
essencial na via de remetilagdo, pois ele € o elemento essencial do ciclo do folato,
responsavel pela conversdo da homocisteina em metionina através da enzima
metionina sintase. A deficiéncia do folato esta correlacionada com o
desenvolvimento de aterosclerose e com doenga vascular cerebral e cardiaca
(Title et al., 2000; Dimitrova et al., 2002a). O tratamento com folatos e vitaminas
do complexo B (Bs e B42) pode interromper o crescimento da area da placa
aterosclerdtica em pacientes com concentracbes elevadas de homocisteina
(Tavares et al., 2000). Deficiéncias de folato, vitamina Bs ou B, podem levar a

descompensacgao do metabolismo da homocisteina e a hiperhomocisteinemia.
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Figura 2: A - Hcy é gerada em um ciclo através da S-adenosilmetionina (SAM) e S-
adenosilhomocisteina (SAH). A remetilacdo da Hcy revertida a metionina é realizada pela vit
B4,, dependente de metionina sintase. Hcy é também convertida a cisteina através da via de
transulfuragéo, iniciada pela vit Bs dependente de cistationina B-sintase. O ciclo do folato gera
5-metiltetrahidrofolato (CH;THF) para a remetilagdo da Hcy. THF- tetrahidrofolato, CH,THF- 5-
10-metilenotetrahidrofolato, SO, -anion sulfato (adaptado de Jacobsen, 1998). B - Mecanismo
de geragado de EAO pela Hcy. A auto-oxidagao produz H,O,, efeitos oxidativos indiretos geram
superoxido. Estes na presenca de metais de transicdo geram o radical hidroxil. O radical
hidroxil promove a lipoperoxidagdo e diminuindo a biodisponibilidade do NO produzindo o

peroxinitrito. (adaptado de Dayal, 2002)
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Concentragdes elevadas de homocisteina estdo associadas com o
aumento do risco de aterosclerose e trombose, por isso a hiperhomocisteinemia é
considerada um fator de risco independente no desenvolvimento de trombose
arterial e venosa (Signorello et al., 2002).

A homocistinuria € um erro inato do metabolismo de aminoacidos
sulfurados causado por uma severa deficiéncia na atividade da cistationina B-
sintase, caracterizada por um acumulo de homocisteina e metionina, resultando
em alteracdes principalmente no sistema nervoso central e sistema vascular. Tem
sido demonstrado que este disturbio leva a um aumento no dano celular pela
formagao do anion radical superéxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxil
que podem ser gerados diretamente pelo processo de auto-oxidagdo da
homocisteina (Figura 2B). As EAO geradas durante a oxidagdo da homocisteina
podem ser iniciadoras de lipoperoxidacédo, podendo levar a uma lesao oxidativa
do endotélio (Figura 2B) (Signorello et al., 2002).

Em 1969, McCully fez uma observagdo clinica ligando concentragdes
plasmaticas elevadas de homocisteina com doenga vascular. Relatou trombose
arterial extensa e aterosclerose grave em duas autdpsias de criangas com
concentragdes elevadas de homocisteina plasmatica e homocistinuria. Com base
nessas observagdes, propds que niveis elevados de homocisteina poderiam
causar doenga vascular aterosclerética (McCully, 1969). A teoria de McCully da
aterosclerose foi pela primeira vez comprovada na pratica clinica por Wilcken e
Wilcken em 1976, que compararam niveis de homocisteina em pacientes com
doenca vascular aterosclerética com controles (Wilcken & Wilcken, 1976).

Estudos sugerem um papel realmente importante para a homocisteina no

desenvolvimento de doenga vascular, pois ela pode promover oxidagao do LDL-
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colesterol, proliferagdo de células musculares lisas, ativacdo de plaquetas e
fatores de coagulagcdo, e disfuncdo endotelial. Portanto, alteracbes no
metabolismo da homocisteina tém papel potencial na patogénese da
aterosclerose (Kuller & Evans, 1998; Kanani et al., 1999; Cole, 2001).

Boushey e colaboradores, sumarizaram num artigo de revisdo um grande
numero de evidéncias convincentes, associando niveis elevados de homocisteina
e doenca vascular. Baseados nos dados da literatura, concluiram que o aumento
de 5umoL/L nos niveis de homocisteina total conferia 0 mesmo aumento de risco
para doenga vascular que um aumento de 20mg/dL nos niveis de colesterol total
(Boushey et al., 1995).

A disfuncéo endotelial pode ser a causa basica para a agéo pro-aterogénica
associada a hiperhomocisteinemia, e € manifestada pelo prejuizo na regulagao do
ténus vascular, do fluxo sanguineo e perda da fungdo antitrombdtica das células
endoteliais (Weiss et al., 2000; Sydow & Boger, 2001).

A homocisteina possui um grupo sulfidril reativo (-SH), que pode sofrer
oxidagao a dissulfeto (RSSR), como demonstrado na reag&o 9, em pH fisiolégico

na presenga de oxigénio (Jacobsen, 2000).

2 RSH + O, - RSSR + [02._] — H>O,

Reacédo 9: Exemplo de reacdo global de oxidagéo.

A producédo de radicais livres durante a oxidagdo da homocisteina favorece
a disfungdo endotelial. Quando adicionada ao plasma, a homocisteina é
rapidamente auto-oxidada, originando homocistina e homocisteina tiolactona, bem

como espécies ativas de oxigénio consideradas citotoxicas, tais como o
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superoéxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxil. Foi demonstrado ainda que
a homocisteina diminui a expressao e inibe a atividade da glutationa peroxidase
pelas células endoteliais, favorecendo a peroxidagao lipidica (Domagala et al.,
1998; Welch & Loscalzo, 1998; Lawrence de Koning et al., 2003).

A hiperhomocisteinemia estimula a proliferacdo de células musculares lisas
pela inativacdo do oxido nitrico a partir dos peréxidos lipidicos produzidos pela
oxidagdo da homocisteina, gerando peroxinitrito, que deixa o endotélio mais
vulneravel aos danos promovidos pela homocisteina (Welch et al., 1997;
Domagala et al., 1998; Lawrence de Koning et al., 2003).

Romerio e colaboradores sugerem que o peroxinitrito, um potente oxidante,
gerado pela oxidagdo do NO pelo anion superéxido, este produzido pela auto-
oxidacdo da homocisteina, € o principal mediador da lipoperoxidacdo na
hiperhomocisteinemia (Romerio et al., 2004). Outro estudo mostra que a
lipoperoxidacdo causada pela homocisteina € dependente do superéxido, mas
nao do peroxido de hidrogénio (Heydrick et al., 2003).

Um outro possivel mecanismo pelo qual a hiperhomocisteinemia pode
promover a aterogénese € por meio da redugao da biodisponibilidade do 6xido
nitrico, um potente agente antiagregante que exerce um importante papel na
regulagédo da fungéo plaquetaria. Ou ainda porque a hiperhomocisteinemia leva a
uma diminuigdo do transporte de arginina, importante para a biossintese do 6xido
nitrico (Domagala et al., 1998; Leoncini et al., 2003; Becker et al., 2005).

Outros estudos sugerem que o endotélio vascular, em pacientes com
deficiéncia de cistationina B-sintase, tem maior susceptibilidade para o dano
induzido pela homocisteina, e que esta induz a proliferacao celular além de

impedir a regeneragdo do dano da célula endotelial (Dimitrova et al., 2002b). O
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potencial da homocisteina produzir doenga vascular esta ligado quer a agao direta
desta sobre o endotélio e o sistema de agregagao-coagulagcdo, quer a agao
indireta sobre outros mediadores de aterosclerose, como oxidacdo do colesterol
LDL e efeito mitogénico no musculo liso da parede vascular (Tsai et al., 1996).

A homocisteina também causa dano diretamente na matriz vascular, por
afetar a funcdo bioquimica e biossintética das células vasculares, além de
aumentar a lipoperoxidagédo e a formagao de oxicolesterol altamente aterogénico
(Kanani et al., 1999).

Pacientes com hiperhomocisteinemia tém uma piora na vasodilatacéo
dependente do endotélio, enquanto a vasodilatagcdo independente do endotélio
nao € afetada significativamente. Podendo este resultado ser relacionado com o
dano oxidativo causado pela homocisteina na parede do vaso, uma vez que foi
demonstrado em estudos “in vitro” que a homocisteina aumenta o estresse
oxidativo (Virdis et al., 2001).

As propriedades vasodilatadoras das células endoteliais normais ficam
afetadas pelo excesso de homocisteina, devido principalmente a diminuicido do
oxido nitrico, pelo aumento do anion superoéxido (Virdis et al., 2001).

Estudos demonstraram que altas concentragbes de estrogénio, utilizado
em terapia de reposicdo hormonal, estdo associadas com um decréscimo na
concentragéo sérica de homocisteina (Dimitrova et al., 2002a). Considerando que
0 estrogénio ja esta descrito amplamente como um antioxidante n&do enzimatico,
envolvido na protegcdo cardiovascular e visto que este possui influéncia no
metabolismo da homocisteina, o presente estudo visa elucidar alteragdes

bioquimicas e fisiologicas desta interagao.
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2. HIPOTESE

Sendo que a hiperhomocisteinemia esta associada com o aumento do
estresse oxidativo e que os estrogénios apresentam propriedades antioxidantes, o
presente estudo busca testar a hipétese de que a retirada dos estrogénios poderia
alterar o perfil oxidativo e, assim, piorar a disfungdo endotelial e miocardica

promovida pela homocisteina em ratas.

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar primeiramente o efeito de substdncias acumuladas na
homocistinuria sobre alguns parametros de estresse oxidativo em coragao de
ratos jovens e adultos. Em adi¢cdo, avaliar o efeito da hiperhomocisteinemia,
aguda e crbnica, sobre parametros de estresse oxidativo e também parametros

hemodinamicos em ratas adultas na presenga ou auséncia de estrogénio.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Homocistinuria — ratos jovens e adultos

1) Verificar 0 estresse oxidativo através das medidas de LPO, dosagem de
carbonilas, atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT e GST, em
coracao de ratos submetidas ao modelo experimental de homocistinuria.

2) Verificar o efeito do folato sobre parametros oxidativos em coragédo de ratos
submetidas ao modelo experimental de homocistinuria.

¢ Hiperhomocisteinemia aguda — ratas adultas castradas
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Verificar o efeito da hiperhomocisteinemia sobre o estresse oxidativo através
das medidas de LPO, carbonilas, capacidade antioxidante total, atividade das
enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GST, em coracdo e aorta de ratas
submetidas ou n&o a castracgao.

Verificar o efeito sistémico da hiperhomocisteinemia sobre o estresse oxidativo
através das medidas de LPO, capacidade antioxidante total, atividade das
enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GST, em sangue de ratas
submetidas ou n&o a castracgao.

Avaliar o metabolismo do NO através de seus metabdlitos nitritos e nitratos,
em coracao e plasma de ratas submetidas ou ndo a castracao.

Avaliar os seguintes parametros hemodinamicos: pressao arterial média e

frequéncia cardiaca

¢ Hiperhomocisteinemia crbénica — ratas adultas castradas

1)

2)

3)

Verificar o efeito da hiperhomocisteinemia sobre o estresse oxidativo através
das medidas de LPO, carbonilas, atividade das enzimas antioxidantes SOD,
CAT, GPx e GST, em coragao de ratas submetidas ou n&o a castragao.
Avaliar o metabolismo do NO através de seus metabdlitos nitritos e nitratos,
em coragao de ratas submetidas ou ndo a castragao.

Avaliar os seguintes parametros relativos a mecanica cardiaca: frequéncia
cardiaca, pressao ventricular esquerda sistolica, pressao ventricular esquerda
diastdlica, primeira derivada temporal positiva da pressao (+dP/dt), a primeira

derivada temporal negativa da presséao (-dP/dt) e hipertrofia cardiaca.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Para este estudo foram utilizadas ratos Wistar machos e fémeas
provenientes do Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Os animais foram mantidos em caixas plasticas com medidas de 270 x 260
x 310 mm, sendo quatro animais por caixa. Todos os animais foram mantidos em
ambiente com temperatura controlada (21°C) e ciclo “claro-escuro” de 12 horas.

Agua e racdo comercial foram oferecidas “ad libitum”.

4.2 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Experimento 1:
Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais, n=8 por grupo:

Grupol - Controle

Grupo 2 - Homocisteina

Estes grupos com ratos imaturos (machos e fémeas) receberam tratamento
crénico com homocisteina que iniciou no 6° dia de vida e terminou no 28° dia com
doses crescentes de homocisteina (i.p.): do 6° ao 13° dia, 0,3 umol/g de peso
corporal, do 14° ao 20° dia, 0,4 umol/g de peso corporal e do 21° ao 28° dia, 0,6
umol/g de peso corporal (Streck et al., 2002). Uma hora apds a ultima dose os

animais foram mortos por decapitacao.
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Experimento 2:

Foram utilizados 30 ratos, divididos em 4 grupos:
Grupo | - Salina (n=8)

Grupo Il - Folato (n=6)

Grupo Il - Homocisteina (Hcy) (n=9)

Grupo IV - Folato + Hcy (n=7)

Protocolo de administragcao de Hcy e Folato em ratos Wistar:

Os animais receberam uma administragdo intraperitonial diaria de acido
félico (5 mg/kg) (Lalonde et al., 1993) e/ou duas inje¢des diarias de Hcy (0,3-0,6
pmol/g p.c.) (Streck et al., 2002) do 6° ao 28° dia de vida. Os animais controles
receberam semelhantes volumes de salina. Aos 80 dias, os animais foram mortos

por decapitacao.

Experimento 3:
Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais, n=8 por grupo:
Grupo | — NAIVE controle: (NAIVE: animais que nao foram submetidos a
nenhum tipo de estresse cirurgico) fémeas intactas, nas quais foi administrada
solucao salina nas mesmas condi¢gdes da homocisteina.
Grupo Il = NAIVE homocisteina: fémeas intactas, submetidas ao tratamento com
homocisteina, conforme protocolo descrito posteriormente.
Grupo lll — Sham controle: fémeas submetidas a cirurgia ficticia de castracao,
nas quais foi administrada solugao salina.
Grupo IV — Sham homocisteina: fémeas submetidas a cirurgia ficticia de

castracao, submetidas ao tratamento com homocisteina.
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Grupo V — Castrada controle: fémeas castradas, nas quais foi administrada
solucao salina.
Grupo VI - Castrada homocisteina: fémeas castradas, submetidas ao
tratamento com homocisteina.

Estes grupos de ratas adultas foram castradas no 50° dia de vida e, apds
uma semana de castragdo, receberam tratamento agudo com homocisteina
intraperitonial (0,6 umol/g peso) de 8 em 8 horas por 72 horas. Uma hora apds a

ultima dose foram mortos por decapitagao.

Experimento 4:
Foram utilizados 32 animais, sendo n=8 em cada grupo, distribuidos nos
seguintes grupos experimentais:
Grupo | — Sham controle: sdo fémeas submetidas a cirurgia ficticia de castragéao,
e que receberam agua “ad libitum”.
Grupo Il — Castrada controle: sdo fémeas castradas, e que receberam agua “ad
libitum”.
Grupo Il — Sham metionina: sao fémeas submetidas a cirurgia ficticia de
castracao, submetidas ao tratamento com metionina.
Grupo IV — Castrada metionina: sao fémeas castradas, submetidas ao
tratamento com metionina.

Estes grupos de ratas foram castradas no 70° dia de vida e receberam
metionina na agua de beber por 30 dias na dose de 1 g/kg/dia (Ungvari et al.,
1999; Hagar, 2002). Com controle diario da ingesta de agua. Logo apods o final do

tratamento os animais foram anestesiados e mortos por deslocamento cervical.
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4.3 COLETA DE SANGUE

No experimento 2 e 3 o sangue foi coletado ao final do tratamento para
posteriores dosagens. O sangue dos animais foi coletado através de pungao do
plexo venoso retro — orbital com um tubo de microhematdécrito com uma das
extremidades quebrada em bisel (Halpern, 1951). Para isso, os animais foram
previamente anestesiados com éter etilico. Apés a coleta, o sangue foi
centrifugado por 10 minutos a 3000 rpm em centrifuga refrigerada (Sorvall RC 5B
— Rotor SM 24), os eritrocitos e o plasma retirados. O plasma foi congelado em
freezer a -80°C para posteriores dosagens de estresse oxidativo e horménios. Os
eritrécitos foram lavados com soro fisiolégico (NaCl 0,9%), novamente
centrifugados e aliquotados. Uma parte foi ressuspensa em soro para medida de
lipoperoxidacao, ao restante foi adicionado uma solugao de acido acético 1mM e
sulfato de magnésio 4mM, e as amostras foram congeladas em frezeer a —80°C

para posteriores dosagens das enzimas antioxidantes.

4.4 SACRIFiCIO DOS ANIMAIS E PREPARACAO DOS HOMOGENEIZADOS

Os animais foram mortos por decapitacdo nos experimentos 1, 2 e 3 e por
deslocamento cervical no experimento 4. Os coragdes, figados e aortas foram
retirados. A aorta foi retirada, congelada em nitrogénio liquido e macerada, apés
diluida em cloreto de potassio (KCl) 1,15% (5mL por g de aorta) e procedido da
mesma forma que para o tecido. Os coragbes e figados foram pesados e
homogeneizados em ultra-Turrax em KCI 1,15% (5mL por g de tecido para

coragao e 9mL por mg de tecido para figado), fluoreto de fenil metil sulfonila
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(PMSF) na concentragdo de 100 mmol/L em isopropanol (10uL por mL de KCI
adicionado). A suspensao foi centrifugada a 3000 rpm por 10min em centrifuga
refrigerada (Sorvall RC %B — SM 24). O sobrenadante foi aspirado, separado em
aliquotas e congelado em freezer (—70°C), sendo utilizado posteriormente para as

analises bioquimicas (Llesuy et al., 1985).

4.5 CASTRAGAO (OVARIECTOMIA)

A castracao foi realizada em ratas fémeas com técnicas apropriadas e de
uso corrente em nosso laboratorio. As fémeas foram anestesiadas com quetamina
(90 mg/kg de peso do animal) e xilazina (10mg/kg de peso do animal), por via
intraperitoneal. Foi feita uma incisdo na pele e tecido subcutaneo entre a ultima
costela e a coxa, a cerca de 1 cm da linha mediana. Apds, uma segunda incisdo
atingiu a camada muscular, abrindo a cavidade peritoneal. O ovario foi exposto,
efetuada uma ligadura abaixo da trompa uterina, retirado o ovario e suturada a
incisao da pele em planos separados, repetindo o procedimento no outro ovario

(Waynforth & Flecknell, 1992).

4.6 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL

4.6.1 CANULACAO ARTERIAL

O procedimento cirdargico bem como o cuidado pés-operatério, foram

baseados na descrigdo feita por Waynforth e Flecknell (1992). Um dia antes do

sacrificio dos animais, estes foram anestesiados novamente com quetamina (90
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mg/Kg de peso corporal) e xilazina (10mg/Kg de peso corporal) e receberam
cateteres na artéria carétida, exteriorizados na regido dorsal do pescogo. Os
cateteres foram confeccionados com tubos de Tygon PE-90, conectados a tubos
de polietileno PE-50 (Clay Adams, USA). A desobstrugdo das canulas se deu
através da lavagem com heparina sédica (0,01 mL de Liquemine - Roche, 5000U)
em 0,1 ml de solugéo fisiolégica de NaCl 0,9%, antes de cada registro de pressao.
A implantagdo das canulas foi feita 24 horas antes da realizagdo do registro de

pressao arterial.

4.6.2 REGISTRO E PROCESSAMENTO DE SINAL

Apoés as 72 horas de tratamento (experimento 3) foram feitos os registros
de pressao batimento-a-batimento nos animais acordados. Teve-se o cuidado de
manté-los em local silencioso, evitando qualquer fator externo que interferisse na
medida da pressao. Era feita também uma adaptacao, colocando-se os ratos na
sala onde eram feitos os registros uns 15 minutos antes. O tempo de registro da
pressao arterial (PA) e da frequéncia cardiaca (FC) foi de 15 minutos.

Os registros foram adquiridos a partir da conexao da canula, introduzida na
carotida, a um transdutor de pressao (P23Db, Gould-Statham, Oxford, CA, USA)
acoplado a um codificador de sinais Hewlett Packard (HP 8805) que se
encontrava ligado a placa analogico-digital CODAS (AT/MCA CODAS-DATAQ
Instruments, Inc., Akron, Ohion, USA) por um seletor de canais, em um
computador 486 (66 MHz e 8Mb RAM). A frequéncia de amostragem para realizar
os registros de PA e FC foi de 2000 Hz. O programa utilizado (CODAS) permite

trabalhar diretamente com a onda de pulso, que é vista na tela do computador, e



46

os dados podem ser gravados em disco rigido. Neste mesmo programa, podem-
se executar calculos a partir dos valores obtidos, assim € possivel trabalhar com
valores de pressao arterial média (PAM) e freqliéncia cardiaca (FC) para cada
batimento. A FC é obtida a partir do inverso do periodo, entre um pico e outro,
multiplicado por 60 (segundos). Apds gravados os sinais em disco rigido, gera-se
uma planilha que pode ser analisada em programa Excel for Windows, a partir da
qual se obtém valores de PAM e FC e seus respectivos graficos, para cada

animal experimental registrado.

4.6.3 REGISTRO DAS PRESSOES VENTRICULARES ESQUERDAS

Na quarta semana apoés o inicio do tratamento (experimento 4) os animais
foram pesados e anestesiados com uma mistura de cloridrato de quetamina (90
mg/Kg de peso corporal) e cloridrato de xilazina (10mg/Kg de peso corporal) por
via intraperitoneal. Foi utilizado, para a canulagcdo do ventriculo esquerdo via
artéria carétida direita, um cateter de polietiieno (PE50) conectado a um
transdutor de pressao (Strain-Gauge-Narco Biosystem Transducer RP-155,
Houston, Texas, USA) e acoplado a um amplificador de sinais (Pressure Amplifier
HP 8805C). O catéter foi inserido até o ventriculo e sua posi¢ao foi determinada
pela observacado da onda caracteristica de pressao ventricular. Apés 5 minutos de
estabilizagdo, foram registradas a pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo
(PDFVE), pressao sistolica ventricular esquerda (PSVE), frequéncia cardiaca (FC)
e as derivadas positiva (+dP/dt — indice de contratilidade) e negativa (-dP/dt —
indice de relaxamento), expressas em mmHg/s. Os sinais analdgicos foram

digitalizados (Windaq — Data Acquisition System) com taxa de amostragem de
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2000 Hz (Li et al., 2000). A PSVE foi determinada utilizando-se o programa
comercial Windaq associado ao sistema de aquisicdo. Este programa permite a
deteccdo dos valores maximos e minimos da curva de pressao, batimento a
batimento, fornecendo os valores de pressdo ventricular. A PDFVE foi
determinada pela deteccdo manual do ponto de inflexao no tragado da onda de
pressao diastdlica do ventriculo esquerdo. Foram realizadas 20 deteccdes por

registro.

4.7 DOSAGEM HORMONAL

O método utilizado para dosar os estrogénios foi de quimiluminescéncia
por imunoensaio competitivo. O aparelho utilizado para esta medida foi o
IMMUNOLITE 2000, com os seguintes reagentes: substrato quimiluminescente
dioxietano (L2SUBM), reagente estradiol Wedge (L2E2A2), que é constituido pela
combinacao de estradiol com fosfatase alcalina e esferas recobertas com um
anticorpo altamente especifico para o estradiol (L2E212). O método se baseia na
competi¢ao, pelo anticorpo especifico para estradiol, das moléculas de hormdnio
da amostra analisada com as moléculas do estradiol ligadas a fosfatase alcalina.

A quantidade absoluta de hormdnio na amostra foi calculada através de
uma curva padrao. Esta curva é obtida pela incubacdo de quantidades variadas
de hormodnio auténtico com quantidades idénticas de anticorpos e de hormdnio

marcado. A dosagem hormonal foi realizada no Laboratério Weinmann.
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4.8 QUANTIFICAGAO DE PROTEINAS

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry e
colaboradores, em 1951, que utiliza como padrao uma solugdo de albumina
bovina na concentragdo de 1 mg/mL. A medida foi efetuada em espectrofotdmetro

a 625 nm e os resultados expressos em mg/ml.

4.9 ANALISE DE NITRITOS+NITRATOS (NOX)

Os nitratos foram determinados como nitritos totais (nitrito inicial mais nitrito
reduzido a partir de nitratos) apdés sua redugdo usando nitrato redutase de
Aspergillus sp. na presenga de NADPH. A concentragdo de nitritos foi
determinada usando o reagente de Griess, onde um agente croméforo com forte
absorbancia em 540 nm é formado pela reagdo do nitrito com uma mistura de
naftil-etilenodiamina (0,1%) e sulfonilamida (1%). A absorbéancia foi medida em
espectrofotbmetro para dar a concentracdo de nitrito. Uma curva padrao foi
estabelecida com concentragdes seriais de nitrito de sddio (10 a 10 mol/L). Os

resultados sdo expressos em uM de NOx (Granger et al., 1999).

4.10 LIPOPEROXIDAGAO POR QUIMILUMINESCENCIA (QL)

O método consiste em adicionar um hidroperoxido organico de origem
sintética ao homogeneizado de tecido, avaliando-se a capacidade de resposta
produzida pela amostra. A realizacdo deste tipo de teste consiste no fato de que

os hidroperdxidos sdo espécies quimicas bastante instaveis, reagindo com lipidios
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por um mecanismo radicalar que gera produtos que emitem luz pela amostra em
estudo. A quimiluminescéncia (QL) foi medida em contador beta (LKB Rack Beta
Liquid Scintilation Spectrometer. O meio de reagao no qual foi realizado o ensaio
consistiu em 3,5 mL de uma solugao reguladora de KCI 140mmol/L, fosfatos 20
mmol/L, (pH 7,4), na qual foi adicionado 0,5 mL de homogeneizado ou 10uL de
eritrocito diluido em soro fisioldgico. Os resultados sdo expressos em contagens
por segundo (cps), por miligrama de proteina, segundo Gonzalez Flecha et al.,

1991.

4.11 SUBSTANCIAS REATIVAS A0 AcIDO TIOBARBITURICO (TBARS)

A técnica consiste em aquecer o material biolégico a ser testado na
presenca de acido tiobarbiturico, para medir espectrofotometricamente a
formacéo de um produto de coloragao résea. Para tanto, foi utilizada uma aliquota
de 0,25 mL de homogeneizado, a qual foram adicionados 0,75 mL de &acido
tricloroacético a 10%, que tem a funcdo de desnaturar as proteinas presentes e
acidificar o meio de reagao. Esta mistura foi, entdo, agitada e centrifugada durante
3 minutos a 1000g. Foram retirados 0,5 mL do sobrenadante e a este foram
adicionados 0,5 mL de acido tiobarbiturico 0,67%, que reagiu com os produtos da
lipoperoxidagdo formando um composto de coloragdo rosada. A mistura foi
incubada por 15 minutos a 100°C e resfriada. Em seguida, foi realizada a leitura
da absorbancia a 535nm em espectrofotdbmetro. Utilizou-se padrdo de
tetrametoxipropano. Os resultados sdo expressos em nmol de malondialdeido

(MDA) por mg de proteina (Buege & Aust, 1978).
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4.12 ANALISE DE CARBONILAS

A avaliacdo das carbonilas foi realizada de acordo com o método descrito
por Reznick & Packer (1994). Este método consiste na reagdo da
dinitrofenilhidrazina (DNPH) com as carbonilas das proteinas formando
hidrazonas que podem ser medidas espectrofotometricamente. E uma técnica
com alta reprodutibilidade podendo detectar niveis de carbonilas em varios
sistemas. Utilizada para medir dano a proteina, uma vez que carbonilas sio
formadas a partir de quebras da ligagao C-N dos aa que sofreram dano oxidativo.

O método consiste em incubar amostra de tecido ou plasma com 2,4
dinitrofenilhidrazina (DNPH 10 mmol/L) e 2.5mol/L HCI por 1h em temperatura
ambiente, no escuro. As amostras foram agitadas a cada 15 min e apds foi
adicionado TCA 20% (p/v). A seguir ficaram no gelo por 10 min e em seguida
foram centrifugadas por 5 min a 1000 g, foi coletada a proteina precipitada. Essas
proteinas foram lavadas uma vez com TCA 10% e mais 3 vezes com
etanol:acetato de etila (1:1) (v/v). O precipitado final foi dissolvido em guanidina
6mol/L, em banho de 37°C por 10 min, e lido a 360nm. Os resultados sao

expressos em nmol de carbonilas por mg de proteina (Reznick and Parker, 1994).

4.13 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL (TRAP)

Este método é importante para avaliar a capacidade antioxidante total dos
fluidos biolégicos e pode determinar a capacidade do sistema em resistir as
condicdes de estresse oxidativo. Ainda, valores diminuidos podem ser associados

a patologias promovidas por aumentadas concentragcdes de radicais livres.
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O método consiste em incubar uma mistura de 2,2'-azo-bis(2-
amidinopropano) (ABAP - 10 mM), usado como uma fonte de radicais livres, com
luminol (10 yM) em tampao glicina (0,1 mM - pH 8,6). Esta mistura foi levada ao
contador e a luminescéncia surgiu da oxidagado do luminol pelos radicais livres. A
adicao de Trolox (vitamina E hidrossoluvel) reduziu quase que completamente a
emissdo de luz, demonstrando um tempo de inducdo que esta linearmente
relacionado com a concentracdo de Trolox. Foi elaborada uma curva de
calibragdo com Trolox nas concentragdes de 0,2 a 1 uM. O homogeneizado de
tecido foi adicionado ao invés do Trolox e se observou um tempo de indug¢ao que
também esta relacionado com a quantidade de homogeneizado adicionado. A
quantidade total de antioxidantes presente no tecido pode ser avaliada (em
unidades de Trolox) por interpolagédo da medida do tempo de indugéo na curva de

calibragao obtida com o Trolox (Evelson et al., 2001).

4.14 GLUTATIONA S-TRANSFERASE (GST)

As glutationas transferases sdao um grupo de enzimas que catalisam
reacdes de conjugagdo de glutationa com varios xenobidticos, tendo um
importante papel na detoxificagdo de agentes alquilantes. Todas as transferases
sdo ativas com o composto 1 cloro-2,4 dinitro benzeno (CDNB), sendo a
conjugagao deste com GSH utilizada para quantificar-se sua atividade. A
formagdo do composto corado dinitro-fenil-glutationa (DNP-SG), foi medida
espectrofotometricamente a 340nm. Para realizagdo deste ensaio foram utilizados

850uL de solugédo tampao fosfato de sodio 0,2mol/L (pH = 6,5), 50uL de GSH,

50uL de homogeneizado de tecido ou eritrocitos e 150uL de CDNB (20mmol/L). A
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atividade da GST foi expressa em pmol/min/mg de proteina (Mannervik &

Gluthenberg, 1981).

4.15 GLUTATIONA PEROXIDASE (GPX)

A enzima GPx catalisa a reacdo de hidroperéxidos com a glutationa
reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o produto da redugao
do hidroperdxido. Logo, sua atividade pode ser determinada medindo-se o
consumo de NADPH na reacgao de reducao acoplada a reacédo da GPx.

A amostra foi previamente preparada adicionando-se uma mistura de
cianetos para inibir a atividade pseudo-peroxidase da hemoglobina,
transformando-a em cianometaemoglobina. Mede-se entdo, a atividade da
glutationa peroxidase em espectrofotdmetro a 340nm, em um meio de reagao que
contém: solugdo tampao fosfato 140 mmol/L e EDTA 1mmol/L, (pH 7,5;), NADPH
0,24 mmol/L; azida soédica 1mmol/L, utilizada para inibir a atividade da catalase;
GSH 5 mmol/L; glutationa redutase (GR) 0,25 U/mL e, por fim, hidroperoxido de
tert- butil 0,5 mmol/L.

Na cubeta, foram adicionados 330uL de tampéao, 50uL de homogeneizado
de tecido, 500uL de NADPH, 10uL de azida sddica, 50uL de GSH e 10uL de GR.
A absorbancia foi registrada por aproximadamente 3 minutos. Foram adicionados
50uL de hidroperoxido de tert-butil e a diminuicdo da absorbancia, devido ao
consumo de NADPH, foi monitorada por um tempo médio de 5 minutos. Os
resultados sao expressos em nmol por minuto por mg de proteina, segundo Flohé

& Gunzler (1984).
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4.16 SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A técnica utilizada para determinagao da SOD esta baseada na inibicdo da
reagao do radical superoxido com o pirogalol. O superdxido € gerado pela auto-
oxidagao do pirogalol quando em meio basico. A SOD presente na amostra em
estudo compete pelo radical superdxido com o sistema de detecgdo. Dado que
nao se pode determinar a concentracdo, nem a atividade da enzima em termos de
substrato consumido por unidade de tempo, utilizou-se a quantificacdo em
unidade relativa. A oxidagao do pirogalol foi detectada espectrofotometricamente
a 420 nm. A atividade da SOD foi determinada medindo-se a velocidade de
formagdo do pirogalol oxidado. No meio de reagao, foram utilizados 973uL de
tampao Tris 50mmol/L (pH 8,2), 8uL de pirogalol 24mmol/L, 4uL de catalase
30umol/L. O aumento na absorbancia foi acompanhado a 420nm durante 2
minutos. Esta curva obtida foi utilizada como branco. Foi também feita uma curva
padrao utilizando trés concentragdes distintas de SOD (Sigma, 0,25U, 0,5U e 1U),
através da qual foi obtida a equacédo da reta para realizagdo dos calculos. Os

resultados sédo expressos em U SOD/mg proteina, segundo Marklund, 1985.

4.17 CATALASE (CAT)

A atividade da catalase é diretamente proporcional a taxa de decomposicao
do perodxido de hidrogénio e obedece a uma cinética de pseudo-primeira ordem.
Sendo assim, sua atividade pode ser medida através da avaliacdo do consumo do

HZOZ.
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Este teste consiste em avaliar a diminuicdo da absorbancia no
comprimento de onda de 240nm, que € onde ocorre maior absorgéo pelo peréxido
de hidrogénio. Para a realizacdo deste ensaio foram utilizados uma solugéo
tampao fosfato a 50mmol/L (pH=7,4) e perdxido de hidrogénio 0,3mol/L.

Em cubeta de quartzo, foram adicionados 955uL do tampéao fosfato e 10uL
de amostra do tecido. A cubeta foi colocada em espectrofotdmetro e descontada
contra um branco de tampao fosfato. Apds, foram adicionados 35uL do H,O; e foi
feito o monitoramento da diminuicdo da absorbancia a 240nm. Os resultados sao

expressos em pmol por miligramas de proteina (Aebi, 1984).

4.18 ANALISE ESTATISTICA

Com base nos resultados das analises, foram calculadas as médias e os
desvios padrdées da média para cada uma das medidas realizadas e para cada
um dos grupos estudados. Para a comparagao entre os grupos foi aplicada
analise de variancia (ANOVA) de uma via, complementado com o teste de
Student-Newmann-Keuls. Para comparagédo entre 2 grupos foi utilizado teste t
Student para dados nao pareados. Para as analises de correlacdes foi utilizado o
teste de Pearson.

As diferengcas foram consideradas significativas quando a analise
estatistica apresentou p < 0,05. O software GraphPad Instat, versdo 3.00 para
Windows, foi utilizado como ferramenta computacional para analise estatistica dos

dados.
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5. RESULTADOS

5.1 EXPERIMENTO 1:

Dois grupos de ratos jovens (28 dias). 1) grupo controle: ratos intactos com
salina e 2) grupo homocisteina: ratos intactos com homocisteina, que tiveram o
tratamento com homocisteina iniciado no 6° dia de vida e receberam tratamento
crénico com homocisteina nas seguintes doses:

6 - 13° dia: 0,3 umol/g de peso corporal.

14 - 20° dia: 0,4 umol/g

21 - 28° dia: 0,6 umol/g.

No 28° dia os animais foram mortos por decapitagdo. As medidas de

estresse oxidativo foram realizadas em homogeneizado de tecido cardiaco.

A LPO através da medida de quimiluminescéncia ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos controle e homocisteina, como mostrado na figura 3.
Da mesma forma, a atividade da enzima antioxidante catalase (figura 4) também
€ semelhante entre os grupos. Ja as atividades das enzimas SOD e GST
apresentaram-se aumentadas no grupo homocisteina em relagdo ao controle; a

SOD apresentou um aumento de 24% (figura 5) e a GST de 38% (figura 6).
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Figura 3: Lipoperoxidagao avaliada por quimiluminescéncia (em cps/mg prot) em

homogeneizado cardiaco (n=8/grupo).
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Figura 4: Atividade da catalase (em pmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco

(n=8/grupo).



57

12 4 *

10 -

SOD (U SOD/mg prot)
[ep}

Controle Homocisteina

Figura 5: Atividade da SOD (em U/mg prot) em homogeneizado cardiaco

(n=8/grupo). (*) P<0.05 quando comparado ao grupo controle. Utilizando

média+dpm e teste t-student.

GST (pmol/mg prot)

Controle Homocisteina
Figura 6: Atividade da GST (em pmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco
(n=8/grupo). (*) P<0.05 quando comparado ao grupo controle. Utilizando

média+dpm e teste t-student.
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5.2 EXPERIMENTO 2:

Os animais foram divididos em 4 grupos: (n=30)

| - Salina (n=8)

Il - Folato (n=6)

[ll - Homocisteina (Hcy) (n=9)

IV - Folato + Hcy (n=7)
Protocolo de administragao de Hcy e Folato em ratos Wistar:

Os animais receberam 1 administragao intraperitonial diaria de acido félico
(5 mg/Kg) (Lalonde et al., 1993) e/ou 2 injegbes diarias de Hcy intraperitonial (0,3-
0,6 ymol/g p.c.) (Streck et al., 2002) do 6° ao 28° dias de vida. Os animais
controles receberam semelhantes volumes de salina. Aos 80 dias, os animais

foram mortos.

A LPO avaliada através do método de TBARS apresentou um aumento de
200% no grupo Il em relagédo ao grupo | (P<0.001). No grupo IV, os valores da

LPO foram restabelecidos a niveis semelhantes ao grupo | (figura 7).
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Figura 7: Lipoperoxidagcdo avaliada por TBARS (umol/mg prot) em
homogeneizado cardiaco. (*) P<0,001 quando comparado aos demais grupos.
Utilizando meédiatdpm e ANOVA. | = salina (n=8), Il = folato (n=6), lll =

homocisteina (n=9), IV = folato + homocisteina (n=7).

O dano a proteina foi avaliado pela técnica de dosagem de carbonilas.
Observamos na figura 8 um dano 50% maior no grupo lll quando comparado ao
grupo | (P=0,002). E, novamente, o grupo que recebeu folato (V) restabeleceu os
valores a niveis semelhantes ao grupo |I.
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Figura 8: Analise de carbonilas (proteinas oxidadas) (nmol/mg prot) em
homogeneizado cardiaco. (*) P<0,002 quando comparado aos demais grupos.
Utilizando médiatdpm e ANOVA. | = salina (n=8), Il = folato (n=6), lll =

homocisteina (n=9), IV = folato + homocisteina (n=7).
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As atividades enzimaticas antioxidantes avaliadas foram a catalase, SOD e
GST. Na figura 9, observa-se que a catalase teve sua atividade aumentada em
300% no grupo Il quando comparada aos demais grupos (P<0,001).
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Figura 9: Atividade da catalase (pmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco.
(*) P<0,001 quando comparado aos demais grupos. Utilizando médiatdpm e
ANOVA. | = salina (n=8), Il = folato (n=6), Il = homocisteina (n=9), IV = folato +

homocisteina (n=7).

Quando correlacionamos a lipoperoxidagao, avaliada pelo método TBARS,
com a atividade da enzima catalase observamos uma importante correlagcéo
positiva (r=0,7678; p<0,0001). Mostrando que os animais que tiveram aumento de

lipoperoxidagao apresentaram a atividade da catalase aumentada (figura 10).
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Figura 10: Correlagdo entre o TBARS (umol/mg prot) e a atividade da Catalase

(pmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco. (r=0,7678; p<0,0001)

A SOD teve sua atividade diminuida em 22% no grupo Il e 20% no grupo
IV quando comparada ao grupo | (P<0,05). Mostrando que a Hcy reduz a
atividade da SOD e o tratamento com folato ndo restabelece a atividade desta

enzima (figura 11).
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Figura 11: Atividade da SOD (U/mg prot) em homogeneizado cardiaco.
(*) P<0,05 quando comparado ao grupo |. Utilizando média+dpm e ANOVA.

| = salina (n=8), Il = folato (n=6), Ill = homocisteina (n=9), IV = folato + hcy (n=7).
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Ja a atividade da enzima antioxidante GST apresentou um aumento de
80% no grupo Il quando comparada aos demais grupos (P<0,002). Ou seja, o
tratamento com folato (grupo IV) reverteu o aumento da atividade da GST

causado pela Hcy (figura 12).
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Figura 12: Atividade da GST (pmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco.

(*) P<0,002 quando comparado aos demais grupos. Utilizando médiatdpm e
ANOVA. | = salina (n=8), Il = folato (n=6), Ill = homocisteina (n=9), IV = folato +
hcy (n=7).

5.3 EXPERIMENTO 3:

Os animais (ratas 50 dias) foram distribuidos nos seguintes grupos
experimentais (n=8/grupo):
Grupo | - NAIVE controle: intactas, recebendo solugao salina.

Grupo Il - NAIVE Hcy: intactas, tratadas com homocisteina.
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Grupo lll - Sham controle: submetidas a cirurgia ficticia de castragao, recebendo
solucao salina.
Grupo IV - Sham Hcy: submetidas a cirurgia ficticia de castracao, tratadas com
homocisteina.
Grupo V — Castrada controle: castradas, recebendo solugéo salina.
Grupo VI - Castrada Hcy: castradas, tratadas com homocisteina.

Estes grupos de ratas adultas foram castradas no 50° dia de vida e
receberam tratamento agudo com homocisteina (0,6 umol/g peso) de 8 em 8

horas por 72 horas e foram mortos 1 hora apés a ultima injegao.

Dosagem Hormonal:

Os hormoénios foram medidos para que houvesse uma avaliagdo da
variagdo hormonal apds a castragdo. Para isso, foram medidos os niveis de 17f3-
estradiol.

Os niveis hormonais foram avaliados (em pg / mL) no plasma. Observou-se
significativa reducao dos niveis de 17B-estradiol no grupo castrado em relagao ao
controle (Figura 13). Os niveis de 17pB-estradiol foram 53% menores no grupo lli

(14,3+1,1) em relagéo ao grupo V (30,7 + 2,8).
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Figura 13: Dosagem de 17 B-estradiol (em pg/mL) em plasma. Ill - Sham Controle

(n=6) e V - castrada controle (n=6).
(*) P<0,001 quando comparado ao grupo controle (lll). Utilizando médiatdpm e

test t student.

Pressao Arterial Média e Frequéncia Cardiaca:

Observamos uma diferencga significativa na press&o arterial média (mmHg)
quando comparamos o grupo VI com o grupo V, mostrando que a Hcy, na
auséncia de estrogénio, aumenta a PAM. Ja a frequéncia cardiaca (bpm) néo

apresentou diferengas significativas entre os grupos estudados (Tabela 1).

Tabela 1: Presséo arterial média (mmHg) e frequéncia cardiaca (bpm) | - NAIVE
controle, Il - NAIVE Hcy, Il - Sham Controle, IV - Sham Hcy, V - Castrada controle
e VI — Castrada Hcy. (n=4/grupo)

I Il 1] v \Y VI
PAM 84,3+2,8 85,5t3,8 84,3£3,5 91,2+3,3 85,0+3,0 96,2+2,2*
FC 337120  366+24 357124  361+£34 352125 387120

(*) P<0.05 quando comparamos o grupo VI ao grupo V (teste t student).
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5.3.1 CORACAO:

A analise dos metabdlitos do NO em tecido cardiaco apresentou-se
aumentada no grupo VI em relacédo ao grupo | (67%), IV (21%) V (45%),
observado na figura 14, os demais grupos nao apresentaram diferengas

significativas.

12
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Figura 14: Nitratos+Nitritos (uM) em homogeneizado cardiaco (n=8/grupo).
| - NAIVE controle, Il - NAIVE Hcy, Illl - Sham Controle, IV - Sham Hcy, V -
Castrada controle e VI — Castrada Hcy.

(*) P<0,05 quando comparado aos grupos |, IV e V. Utilizando médiatdpm e
ANOVA.

Quando comparamos os niveis de nitratos com a pressao arterial

observamos uma correlagdo positiva (r=0,7565; p<0,0001). Mostrando que os
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animais que tiveram niveis aumentados de nitratos também apresentaram

aumento na presséo arterial (figura 15).
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Figura 15: Correlagédo entre os niveis de nitratos (uM) e pressdo arterial meédia
(mmHg) em homogeneizado cardiaco. (r=0,7565; p<0,0001), foram utilizados os

24 animais que tinham registro de presséao.

A LPO apresentou-se aumentada no grupo VI em relagdo aos grupos
I (40%), IV (48%) e V (70%), como mostra a figura 16, os demais grupos

estudados n&o apresentaram diferengas significativas entre si.
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Figura 16: Lipoperoxidagao avaliada por quimiluminescéncia

—

cps/mg prot) em
homogeneizado cardiaco (n=8/grupo). | - NAIVE controle, Il - NAIVE Hcy, Il -
Sham Controle, IV - Sham Hcy, V - Castrada controle e VI — Castrada Hcy.

(*) P<0,05 quando comparado aos grupos Il, IV e V. Utilizando médiatdpm e
ANOVA.

Observamos uma correlagdo positiva (r=0,8498; p<0,0001) entre a
quimiluminescéncia e a PAM , demostrando que os animais que tiveram aumento
da lipoperoxidacdo foram os mesmos que apresentaram a pressao arterial
elevada. Sugerindo que o aumento da presséo pode estar sendo provocado pelas

EAO (figura 17).
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Figura 17: Correlagdo entre quimiluminescéncia (cps/mg prot) e pressao arterial
média (mmHg) em homogeneizado cardiaco. (r=0,8498; p<0,0001), foram

utilizados os 24 animais que tinham registro de pressao.

Na figura 18, observamos que a oxidagdo de proteinas, avaliada pelo
método das carbonilas, ndo houve diferengas significativas na oxidagdo de

proteinas entre os grupos estudados.
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Figura 18: Analise de carbonilas (mmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco
(n=8/grupo). | - NAIVE controle, Il - NAIVE Hcy, Ill - Sham Controle, IV - Sham

Hcy, V - Castrada controle e VI — Castrada Hcy.

A capacidade antioxidante total, avaliada pela técnica do TRAP (figura 19),

apresentou-se diminuida no grupo VI em relagao aos grupos Il (74%), IV (52%) e

V (50%).
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Figura 19: Analise do TRAP (uM trolox/mg prot) em homogeneizado cardiaco
(n=8/grupo). | - NAIVE controle, Il - NAIVE Hcy, Ill - Sham Controle, IV - Sham
Hcy, V - Castrada controle e VI — Castrada Hcy. (*) P<0,05 quando comparado
aos grupos Il, IV e V. Utilizando médiatdpm e ANOVA.

A atividade da enzima GST diminuiu no grupo VI em relagdo aos grupos
1 (60%), IV (74%) e V (74%), figura 20.
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Figura 20: Atividade da GST (pmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco
(n=8/grupo). | - NAIVE controle, Il - NAIVE Hcy, Ill - Sham Controle, IV - Sham
Hcy, V - Castrada controle e VI — Castrada Hcy. (*) P<0.05 quando comparado
aos grupos Il, IV e V. Utilizando médiatdpm e ANOVA.
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Aqui também observamos uma correlagao negativa (r=0,6520; p<0,0006)
entre a atividade da enzima GST e a lipoperoxidacdo. Mostrando que os animais

que tiveram aumento de lipoperoxidagado apresentaram a GST diminuida (figura

21).
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Figura 21: Correlagao entre quimiluminescéncia (cps/mg prot) e a atividade da

GST (pmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco. (r=0,6520; p<0,0006)

A atividade de enzima antioxidante GPx diminuiu no grupo VI em relagao
ao grupo V (40%). Em relagcdo aos demais grupos, ndao houve diferencas

significativas (figura 22).
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Figura 22: Atividade da GPx (nmol/min/mg prot) em homogeneizado cardiaco
(n=8/grupo). | - NAIVE controle, Il - NAIVE Hcy, Ill - Sham Controle, IV - Sham
Hcy, V - Castrada controle e VI — Castrada Hcy.

(*) P<0,05 quando comparado ao grupo V. Utilizando médiatdpm e ANOVA.

As enzimas SOD e CAT nao apresentaram diferengas significativas nas

suas atividades entre os grupos estudados (tabela 2).

Tabela 2: Atividade das enzimas SOD (U/mg prot) e catalase (pmol/mg prot) em

homogeneizado cardiaco (n=8/grupo). | - NAIVE controle, Il - NAIVE Hcy, Il -

Sham Controle, IV - Sham Hcy, V - Castrada controle e VI — Castrada Hcy.

SOD
9,90+1,72
12,04£1,25
17,19+3,84
12,29+1,33
15,21+3,51
10,32+0,91

CAT
26,50+3,16
28,9212,16
27,59+3,97
29,29+2,60
23,74+2,90
34,06+4,32
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5.3.2 AORTA:

A atividade da enzima GST em aorta diminuiu no grupo VI em relagédo aos
grupos Il (54%) e IV (59%). Ja os grupos Il e IV apresentaram-se aumentados em
relacdo aos seus respectivos controles | (93%) e lll (137%). O grupo VI nao diferiu

do seu grupo controle V (figura 23).
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Figura 23: Atividade da GST (pmol/mg prot) em homogeneizado de aorta
(n=6/grupo). | - NAIVE controle, Il - NAIVE Hcy, Ill - Sham Controle, IV - Sham
Hcy, V - Castrada controle e VI — Castrada Hcy. Utilizando média+tdpm e ANOVA.
(*) P<0,05 quando comparado aos grupos Il e IV.

(#) P<0,05 quando comparado ao grupo lll.

(¥) P<0,05 quando comparado ao grupo |.

A atividade da enzima antioxidante GPx aumentou no grupo VI em relagéao
ao grupo Il (100%); o grupo IV também apresentou-se aumentado em relagao ao
grupo Il (70%). O grupo V apresentou-se aumentado em relagéo ao grupo | (82%)

(figura 24).
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Figura 24: Atividade da GPx (nmol/min/mg prot) em homogeneizado de aorta
(n=6/grupo). | - NAIVE controle, Il - NAIVE Hcy, Ill - Sham Controle, IV - Sham
Hcy, V - Castrada controle e VI — Castrada Hcy. Utilizando média+dpm e ANOVA.
(*) P<0,05 quando comparado ao grupo |l.

(¥) P<0,05 quando comparado ao grupo |.

5.3.3 SANGUE:

A analise dos metabdlitos de NO em plasma, figura 25, apresentou-se
diminuida no grupo VI em relagdo ao grupo V (40%), os demais grupos nao

apresentaram diferengas significativas.
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Figura 25: A — Nitratos+Nitritos (uM) em plasma (n=8/grupo). | - NAIVE controle, Il
- NAIVE Hcy, Il - Sham Controle, IV - Sham Hcy, V - Castrada controle e VI —
Castrada Hcy.

(*) P<0,05 quando comparado ao grupo V. Utilizando médiatdpm e ANOVA.

A LPO apresentou-se diminuida no grupo VI em relagdo aos grupos IV
(43%) e V (42%). O grupo |l também se apresentou diminuido em relagdo ao
grupo | (33%). Os demais grupos estudados nao apresentaram diferencas

significativas entre si (figura 26).
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Figura 26: Lipoperoxidagado avaliada por quimiluminescéncia (cps/mg prot) em
eritrécitos (n=8/grupo). | - NAIVE controle, Il - NAIVE Hcy, Ill - Sham Controle, IV -

Sham Hcy, V - Castrada controle e VI — Castrada Hcy. Utilizando médiatdpm e

ANOVA.

(*) P<0,05 quando comparado aos grupos IV e V.

(#) P<0,05 quando comparado ao grupo |.

A atividade da enzima GST diminuiu no grupo VI em relagdo ao grupo Il

(58%) (figura 27), no entanto ndo apresentou diferenga significativa com os

demais grupos. As enzimas antioxidantes SOD e CAT nao apresentaram

diferencgas significativas nas suas atividades entre os grupos estudados (tabela 3).
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Figura 27: Atividade da GST (pmol/mg prot) em eritrocitos (n=8/grupo). | - NAIVE

controle, Il - NAIVE Hcy, Il - Sham Controle, IV - Sham Hcy, V - Castrada controle

e VI — Castrada Hcy.

(*) P<0,05 quando comparado ao grupo Il. Utilizando médiatdpm e ANOVA.

Tabela 3: Atividade das enzimas SOD (U/mg prot) e catalase (pmol/mg prot) em
eritrécitos (n=8/grupo). | - NAIVE controle, Il - NAIVE Hcy, Ill - Sham Controle, IV -
Sham Hcy, V - Castrada controle e VI — Castrada Hcy.

SOD
12,88+3,01
11,15+1,60
11,53+1,64
16,35+2,33
10,73+2,02
17,82+2,48

CAT
11,18+0,67
15,25+2,48
15,73+2,30
12,86+2,73
19,22+2,73
19,54+1,84
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5.4 EXPERIMENTO 4

Os animais (ratas de 70 dias) foram distribuidos nos seguintes grupos
experimentais (n=8/grupo):
Grupo | — Sham controle: fémeas submetidas a cirurgia ficticia de castracao e

que receberam agua “ad libitum”.

Grupo Il — Castrada controle: fémeas castradas e que receberam agua “ad
libitum”.
Grupo lll = Sham metionina: fémeas submetidas a cirurgia ficticia de castracgéo,

submetidas ao tratamento com metionina.
Grupo IV — Castrada metionina: fémeas castradas, submetidas ao tratamento
com metionina.

Estes grupos de ratas adultas foram castradas no 70° dia de vida e
receberam metionina na agua de beber por 30 dias na dose de 1 g/kg/dia
(Ungvari et al., 1999; Hagar, 2002). Ao final do tratamento foram anestesiadas,
canuladas, para andlise da hemodinamica cardiaca, e mortas por deslocamento

cervical.

Hemodinamica Cardiaca:

Nestes animais, foi avaliada a presséo intraventricular esquerda e, na
tabela 4, observamos os seguintes parametros: pressédo diastolica final no
ventriculo esquerdo (PDFVE), pressao sistélica ventriculo esquerdo (PSVE),
derivada positiva (+dP/dt), derivada negativa (-dP/dt), frequéncia cardiaca (FC) e

hipertrofia cardiaca (HC). Observamos, na figura 28, que a PDFVE apresentou-se
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aumentada no grupo IV em relagcéo aos grupos | (108%), 1l (116%) e 1l (51%). Os

demais grupos nao apresentaram diferengas significativas entre si.

Tabela 4: presséo diastdlica final no ventriculo esquerdo (PDFVE em mmHg),

pressao sistolica ventriculo esquerdo (PSVE em mmHg), derivada positiva (+dP/dt

em mmHg/s), derivada negativa (-dP/dt em mmHg/s), freqiéncia cardiaca (FC em

bpm) e hipertrofia cardiaca (HC em mg/g). | - Sham controle, Il - Castrada
controle, lll - Sham metionina, IV - Castrada metionina. (n=8/grupo)
PDFVE PSVE -dP/dt +dP/dt =C HC
| 8,49+1,56 1369 -6014+332 7290+388 22816  2,59+0,12
1 8,20+1,43 1296 -6763+132 69671267 229+15 2,68+0,11
I 12,29+1,17 12114 -5425+328 6484+494 216112 2,88+0,14
|V 18,55+1,46* 1328 -5472+406 67251223 23319  2,6840,13
(*) P<0,05 quando comparado aos grupos |, Il e Ill. Utilizando médiatdpm e
ANOVA.
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Figura 28: Pressao diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE) em mmHg
(n=8/grupo) | - Sham controle, Il - Castrada controle, Ill - Sham metionina, IV -
Castrada metionina.

(*) P<0,05 quando comparado aos grupos |, Il e Ill. Utilizando médiatdpm e
ANOVA.
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5.4.1 CORACAO:

A analise dos nitritos + nitratos em tecido cardiaco apresentou-se diminuida
no grupo IV em relagédo ao grupo | (40%), Il (36%), 11l (33%), observado na figura

29.

0.0

Figura 29: Nitratos+Nitritos (uM) em homogeneizado cardiaco (n=8/grupo). | -

Sham controle, Il - Castrada controle, Ill - Sham metionina, IV - Castrada
metionina.

(*) P<0,05 quando comparado aos grupos |, Il e lll. Utilizando médiatdpm e
ANOVA.

Observamos também que houve uma correlagdo negativa (r=0,8708;
p<0,0001) entre a PDFVE e os metabdlitos de NO, mostrando que os animais que
tiveram aumento de pressdo ventricular apresentaram uma menor

biodisponibilidade do NO (figura 30).
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Figura 30: Correlagao entre PDFVE (mmHg) e a NOx (uM) em homogeneizado
cardiaco. (r=0,8708; p<0,0001)

A LPO avaliada pelo método das substincias reativas ao acido tio-
barbiturico (TBARS) apresentou-se aumentada no grupo IV em relagdo aos
grupos | (200%), Il (92%) e Il (103%), como mostra a figura 31. Observamos

ainda um aumento na LPO no grupo Il em relagédo ao grupo | (50%).



82

w
3
)

®
o
\

N
o
\

N
o
\

.

TBARS (umol/mg prot)

-
o
|

o
3
|

0.0

Il 1] v

Figura 31: Lipoperoxidagdo avaliada por TBARS (umol/mg prot) em
homogeneizado cardiaco (n=8/grupo). | - Sham controle, |l - Castrada controle, Il|
- Sham metionina, IV - Castrada metionina. Utilizando médiatdpm e ANOVA.

(*) P<0,05 quando comparado aos grupos |, Il e lll.

(#) P<0,05 quando comparado ao grupo |.

Observamos também que houve uma correlagdo positiva (r=0,7956;
p<0,0001) entre a PDFVE e o TBARS, mostrando que os animais que tiveram
aumento de pressdo ventricular também apresentaram a lipoperoxidacao

aumentada (figura 32).
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Figura 32: Correlagdo entre TBARS (umol/mg prot) e PDFVE (mmHg) em
homogeneizado cardiaco. (r=0,7956; p<0,0001)

Na figura 33, observamos que a oxidagdo de proteinas avaliada pelo
método das carbonilas apresentou-se aumentada no grupo IV em relacdo aos
grupos | (96%), Il (110%) e Il (66%); os demais grupos n&o apresentaram

diferencgas significativas entre si.
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Figura 33: Analise de carbonilas (mmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco
(n=8/grupo). | - Sham controle, Il - Castrada controle, Ill - Sham metionina, IV -
Castrada metionina. (*) P<0,05 quando comparado aos grupos |, Il e Ill. Utilizando
médiatdpm e ANOVA.

A atividade da enzima GST aumentou no grupo IV em relagdo aos grupos |
(31%) e 1l (50%); os demais grupos nao mostraram diferengas significativas entre

si (figura 34).



85

: _

Figura 34: Atividade da GST (pmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco
(n=8/grupo). | - Sham controle, Il - Castrada controle, Ill - Sham metionina, IV -
Castrada metionina.

(*) P<0,05 quando comparado aos grupos | e |l. Utilizando médiatdpm e ANOVA.

A atividade da enzima antioxidante GPx aumentou no grupo IV em relagéao
aos grupos | (37%) , Il (34%) e lll (25%); os demais grupos n&o apresentaram

diferencas significativas entre si (figura 35).
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Figura 35: Atividade da GPx (nmol/min/mg prot) em homogeneizado cardiaco
(n=8/grupo). | - Sham controle, Il - Castrada controle, Ill - Sham metionina, IV -
Castrada metionina. (*) P<0,05 quando comparado aos grupos |, Il e lll. Utilizando
médiatdpm e ANOVA.

Também observamos uma correlagéo positiva (r=0,7936; p<0,0001) entre a
atividade da enzima GPx e a lipoperoxidagdo. Mostrando que os animais que

tiveram aumento de lipoperoxidagao apresentaram a GPx aumentada (figura 36).
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Figura 36: Correlagdo entre TBARS (umol/mg prot) e a atividade da GPx
(mmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco. (r=0,7936; p<0,0001)

A atividade de enzima antioxidante SOD aumentou no grupo IV em relagao

ao grupo lll (36%); em relagdo aos demais grupos, ndao houve diferencas

significativas (figura 37).
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Figura 38: Atividade da catalase (pmol/mg prot) em homogeneizado cardiaco
(n=8/grupo). | - Sham controle, Il - Castrada controle, Ill - Sham metionina,

IV - Castrada metionina.

(*) P<0,05 quando comparado ao grupo lll. Utilizando médiatdpm e ANOVA.

5.4.2 FiGADO:

A andlise dos metabdlitos do NO em tecido hepatico, figura 39, nao

apresentou diferengas significativas entre os grupos estudados.
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Figura 39: A — Nitratos+Nitritos (uM) em homogeneizado hepatico (n=8/grupo). | -
Sham controle, Il - Castrada controle, lll - Sham metionina, IV - Castrada

metionina.

A LPO avaliada pelo método das substéncias reativas ao acido tio-
barbiturico (TBARS) apresentou-se aumentada no grupo IV em relacdo aos
grupos | (180%), Il (77%) e Il (180%), como mostra a figura 40. Observamos

ainda um aumento na LPO no grupo Il em relag&o ao grupo | (60%).
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Figura 40: Lipoperoxidagdo avaliada por TBARS (umol/mg prot) em
homogeneizado hepatico (n=8/grupo). | - Sham controle, Il - Castrada controle,
[l - Sham metionina, IV - Castrada metionina. Utilizando médiazdpm e ANOVA.
(*) P<0,05 quando comparado aos grupos |, Il e lll.

(#) P<0,05 quando comparado ao grupo |.

Na figura 41, observamos que a oxidagdo de proteinas avaliada pelo
método das carbonilas apresentou-se aumentada no grupo IV em relacdo aos
grupos | (196%), Il (127%) e Il (89%); os demais grupos n&o apresentaram

diferencgas significativas entre si.
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Figura 41: Analise de carbonilas (mmol/mg prot) em homogeneizado hepatico
(n=8/grupo). | - Sham controle, Il - Castrada controle, Ill - Sham metionina, IV -
Castrada metionina. (*) P<0,05 quando comparado aos grupos |, Il e lll. Utilizando
média+dpm e ANOVA.

A atividade da enzima GST diminuiu no grupo IV em relagdo ao grupo |
(30%); em relacdo aos demais grupos, ndo houve diferencas significativas

(figura 42).
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Figura 42: Atividade da GST (nmol/mg prot) em homogeneizado hepatico
(n=8/grupo). | - Sham controle, Il - Castrada controle, Ill - Sham metionina, IV -
Castrada metionina.

(*) P<0,05 quando comparado ao grupo |. Utilizando média+dpm e ANOVA.

A atividade de enzima antioxidante GPx ndo apresentou diferengas

significativas entre os grupos estudados, figura 43.



94

140 -

120 -

= 100 ~

GPx (nmol/min/mg prot
(2] [}
o o

N
o
I

N
o
I

Il I v

Figura 43: Atividade da GPx (nmmol/min/mg prot) em homogeneizado hepatico
(n=8/grupo). | - Sham controle, Il - Castrada controle, Il - Sham metionina, IV -

Castrada metionina.

A atividade de enzima antioxidante SOD diminuiu no grupo IV em relagéao
aos grupos | (30%), Il (20%) e Il (26%); os demais grupos ndo apresentaram

diferencas significativas entre si (figura 44).
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Figura 44: Atividade da SOD (U/mg prot) em homogeneizado hepatico
(n=8/grupo). | - Sham controle, Il - Castrada controle, Ill - Sham metionina, IV -
Castrada metionina. (*) P<0,05 quando comparado aos grupos |, Il e lll. Utilizando

média+dpm e ANOVA.

A atividade de enzima antioxidante catalase nao apresentou diferengas

significativas entre os grupos estudados (figura 45).
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Figura 45: Atividade da catalase (pmol/mg prot) em homogeneizado hepatico

(n=8/grupo). | - Sham controle, Il - Castrada controle, Ill - Sham metionina, IV -

Castrada metionina.



97

6. DISCUSSAO

6.1 EXPERIMENTO 1:

Sabe-se que a homocisteina aumenta o estresse oxidativo, por ser
facilmente oxidada e gerar radicais livres. Uma vez na circulagdo a homocisteina
€ rapidamente auto-oxidada formando homocistina, dissulfetos mistos e também
as espécies ativas de oxigénio (Baydas et al., 2006). E sabido também que ela
atua nos vasos promovendo a disfungdo endotelial, especialmente por oxidar o
LDL colesterol (Romerio et al., 2004). Também ja esta amplamente estudado o
efeito do acumulo de homocisteina sobre a fungdo endotelial. Por este motivo,
procuramos elucidar, neste trabalho, como funciona o dano oxidativo gerado pela
homocisteina sobre o tecido cardiaco, uma vez que o aumento dos niveis de Hcy
€ considerado um fator de risco para doencga cardiovascular (Perry, 1999).

Inicialmente, testamos o efeito crénico da Hcy no coragéo, num modelo de
homocistinuria. A homocistinuria € um erro inato do metabolismo de aminoacidos
sulfurados, causado pela deficiéncia da enzima cistationina B-sintase. O bloqueio
desta rota metabdlica provoca acumulo de homocisteina e metionina. A metionina
€ formada em condigdes de excesso de homocisteina, que sofre metilagao e é
convertida em metionina por acdo da metionina sintase. As concentragdes
normais de homocisteina variam de 5 a 15 umol/L, enquanto que as de metionina
sdo de aproximadamente 35 umol/L. Pacientes com deficiéncia da enzima
cistationina B-sintase apresentam concentragdes plasmaticas de homocisteina
acima de 200 pumol/L, e de metionina até 2000 pumol/L (Mudd et al., 2001).

Pacientes com homocistinuria desenvolvem, prematuramente, doenca vascular
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oclusiva, levando a trombose arterial e venosa (Davi et al., 2001; Robert et al.,
2005). A patogenia da lesdo vascular determinada pela HHcy inclui lesdo da
célula endotelial, crescimento da musculatura lisa vascular, maior adesividade
plaquetaria, aumento da oxidagdo do LDL-colesterol com deposi¢cao na parede
vascular e ativagcado direta da cascata da coagulagdo (Durand et al., 2001). O
modelo de homocistindria utilizado neste estudo estd descrito na literatura, e
induz uma elevagdo nos niveis de homocisteina sanguinea para
aproximadamente 500 umol/L, promovendo uma hiperhomocisteinemia severa,
semelhante a encontrada na homocistinuria (Streck et al., 2002). Neste
experimento, foram utilizados ratos jovens (machos e fémeas), sexualmente
imaturos, portanto sem a influéncia do estrogénio, que foram mortos logo apés o
término do tratamento de trés semanas. No nosso estudo observou-se aumento
da atividade das enzimas antioxidantes SOD e GST no grupo tratado com Hcy em
relacdo ao controle. Uma vez que a homocisteina aumenta a geracdo de EAO
durante a sua oxidacdo (Baydas et al., 2006), acredita-se que estas enzimas tém
suas atividades aumentadas por aumento nos substratos, anion superéxido e
peréxido de hidrogénio. A GST também tem um importante papel na detoxificagao
de xenobidticos, por isso ela esta aumentada devido a intoxicacdo causada pela
homocisteina. Resultados semelhantes foram encontrados por Vilaseca-Busca e
colaboradores onde a atividade da SOD apresentou-se aumentada na
homocistinuria provavelmente devido a um aumento na produgdo de EAO
(Vilaseca-Busca et al.,, 2002). J&4 a catalase nao apresentou alteragbes no
experimento 1 o que pode ser devido a uma inibicdo por NO. No entanto, ndo
houve aumento do dano oxidativo, avaliado através da LPO. Sugere-se que,

neste periodo de tratamento, as atividades enzimaticas aumentadas foram
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suficientes para reverter o dano causado pela Hcy, ou ainda pode ter
compensado pela presenga de antioxidantes ndo enzimaticos. Campolo e
colaboradores demonstraram que o aumento da Hcy aumenta a glutationa
reduzida (GSH), mas nao altera LPO no plasma de humanos tratados com
metionina (Campolo et al., 2006). Estudos em humanos mostram que ha um
aumento da LPO na homocistinuria em pacientes adolescentes e adultos (14 a 51
anos) e que isto esta associado a um maior risco cardiovascular e trombético
(Davi et al., 2001). Outro estudo também mostrou um aumento da LPO em figado
de camundongos, com hiperhomocisteinemia severa causada por deficiéncia da
cistationina p-sintase (Robert et al., 2005). Nao foi encontrado na literatura um
modelo de homocistinuria que avalie o estresse oxidativo cardiaco.

O dano oxidativo ao miocardio pode contribuir para agravar o quadro da
HHcy ja que aléem da disfungdo endotelial isso poderia contribuir para a disfungao

miocardica.

6.2 EXPERIMENTO 2

Neste experimento, foi utilizado o mesmo modelo descrito no experimento
1 que induz uma elevagdo nos niveis de homocisteina sanguinea para
aproximadamente 500umol/L, promovendo uma hiperhomocisteinemia severa,
semelhante a encontrada na homocistinuria (Streck et al., 2002). No entanto, 12
horas apos o término do tratamento a concentracédo plasmatica de homocisteina
retorna aos valores normais (Streck et al., 2004). Utilizando as mesmas doses de
homocisteina do experimento anterior e 0 mesmo tempo de tratamento, porém

analisando os animais ja adultos com 80 dias de vida, foi observado o estresse
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oxidativo 52 dias apds o término do tratamento. O objetivo foi verificar o efeito da
hiperhomocisteinemia (HHcy) severa, a longo prazo, sob parametros oxidativos
no tecido cardiaco. Este tratamento simula a homocistinuria, como foi citado
anteriormente. Para isso foram utilizados ratos machos, ou seja, sem influéncia do
estrogénio, uma vez que ja foi demonstrado que os androgénios nao influenciam
no estresse oxidativo (Barp et al., 2002). Foi observado, neste modelo, um
aumento do dano oxidativo aos lipidios e as proteinas. Sabe-se que a HHcy
estimula a formacdo de anion superoxido e de perdxido de hidrogénio,
promovendo um aumento no estresse oxidativo (Welch et al., 1997; Hogg, 1999;
Streck et al., 2004). Resultados semelhantes foram encontrados na literatura,
onde modelos de homocistinuria apresentam um aumento de LPO e aumento de
dano as proteinas em figado e plasma (Davi, 2001; Robert, 2005). No entanto,
nos animais que receberam Hcy e folato foi observado que a LPO e o dano a
proteinas volta para valores semelhantes aos dos controles, ou seja o folato
impede o dano oxidativo no coracdo destes animais. O folato € um co-substrato
do ciclo de remetilagdo da metionina, que impede a formagao de Hcy; por isso, o
tratamento com acido félico reduz a concentracdo plasmatica de homocisteina
(Thambyrajah et al., 2000). Hagar demonstrou que o tratamento com folato, em
ratos infartados, reduz significativamente o dano oxidativo do miocardio (Hagar,
2002). Ja Malinow e colaboradores observaram uma redugcé&o da Hcy plasmatica
em pacientes, com doenga cardiaca isquémica, que consumiram cereais
fortificados com acido fdlico (Malinow et al., 1999). Observamos também um
aumento nas atividades das enzimas antioxidantes CAT e GST, bem como uma
diminuicdo na atividade da SOD. E sabido que altas concentragdes de perdxido

de hidrogénio ativam a catalase, no entanto, esse grande aumento nas espécies
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ativas de oxigénio pode inibir a atividade enzimatica da SOD, o que se chama de
inativagdo oxidativa (Li et al., 1999). Ja o aumento observado na GST reflete a
detoxificagdo da Hcy, sendo que esta enzima € a principal responsavel pelos
processos de detoxificacdo de xenobidticos. Heydrick e colaboradores sugerem o
aumento nos niveis de Hcy esta associada a um aumento da LPO dose
dependente, e que esta ndo é inibida pelo aumento da catalase, mas é inibida
pelo aumento da SOD. E que altas doses de Hcy nao alteram a atividade da GPX,
em cultura de células endoteliais (Heydrick et al., 2004). Ja Baydas e
colaboradores e Huang e colaboradores demonstraram que o aumento na
concentragao plasmatica de Hcy inibe a atividade de enzimas antioxidantes como
a SOD e a GPx (Huang et al., 2001; Baydas et al., 2005). Quando protegemos
estes animais com folato, as atividades da catalase e da GST retornam a valores
controles, o que comprova ou reforga que o aumento da atividade enzimatica foi
devido ao aumento na geracao de EAO pela Hcy. Isso também é demonstrado na
correlacao positiva encontrada entre a LPO e a atividade da catalase. Como
discutido anteriormente, o folato reduz os niveis de homocisteina e assim reduz o

dano oxidativo, retornando a atividade das enzimas aos seus valores basais.

6.3 EXPERIMENTO 3

Neste experimento foram utilizadas ratas sexualmente maduras castradas
ou ndo. A castragdo foi realizada para que tivéssemos grupos com e sem
estrogénio, sendo que a retirada dos estrogénios foi feita para simular a
menopausa. Ja esta estabelecido que na menopausa ocorre um aumento dos

niveis de Hcy e também um aumento no risco cardiovascular (Hak et al., 2000;
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Chagas et al., 2003; Mosca et al., 2006). Por outro lado também ja esta bem
estabelecido na literatura que a Hcy causa disfungao endotelial (Kuller & Evans,
1998; Kanani et al., 1999; Cole, 2001) e que o estrogénio tem agado antioxidante
(Ayres et al., 1998; Strehlow et al., 2003; Wierman, 2007). Entdo nosso proximo
passo foi estudar a influéncia do estrogénio no efeito oxidativo causado pela
homocisteina em coracdo, aorta e efeito sistémico em termos de estresse
oxidativo, observando algumas alteragdes hemodindmicas. A escolha dos tecidos
foi feita com base nos nossos objetivos. Primeiramente queriamos avaliar o efeito
no miocardio, sendo que a Hcy € um fator de risco cardiovascular (Perry, 1999).
Na aorta queriamos comprovar o efeito sobre o endotélio e a avaliagéo sistémica
foi realizada para observarmos o balanco entre os tecidos através dano oxidativo
sistémico. Neste modelo foi avaliado agudamente o efeito da Hcy em animais
castradas ou ndo. O modelo de HHcy utilizado foi o descrito por Scherer e
colaboradores, que causa hiperhomocisteinemia severa (Scherer et al., 2007).
Primeiramente, foi feita analise hormonal para confirmar a diminuicdo dos niveis
de 17 B-estradiol, ap6s uma semana de castragédo. O grupo castrado apresentou
niveis significativamente menores de 17 f-estradiol, como ja havia sido
demonstrado em trabalhos prévios realizados em nosso laboratério (Barp et al.,
2002).

Inicialmente, os animais foram cateterizados sob anestesia e apds foram
realizadas as medidas hemodinamicas em animal acordado. A avaliacéo
hemodinamica apresentou diferengas significativas na presséo arterial média
apenas quando comparamos 0s animais castrados que receberam ou ndo a Hcy.
Observou-se que a Hcy aumenta a pressdo arterial somente na auséncia de

estrogénio. Ja a frequéncia cardiaca ndo apresentou alteragdes significativas
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entre os grupos estudados, como demonstrado na literatura. Herrmann e
colaboradores demonstram n&o haver variagdo na pressao arterial, porém
observaram uma elevagao da pressao diastdlica ventricular esquerda (Herrmann
et al., 2006). Ja Ungvari e colaboradores nao observaram diferengas na pressao
arterial medida em artéria femural (Ungvari et al.,, 1999). Ambos os trabalhos
utilizaram tratamento cronico para indug¢do de HHcy moderada, enquanto no
nosso trabalho utilizamos tratamento agudo para HHcy severa. Em contrapartida
a estes resultados, Mariotti e colaboradores demonstraram que a HHcy diminui a
pressdo sanguinea avaliada pelo método de pletismografia caudal e ndo altera
producao de 6xido nitrico (NO) plasmatico (Mariotti et al., 2006).

O NO é amplamente conhecido como vasodilatador, porém sabe-se que
ele tem um importante papel na atividade cardiaca. Estudos recentes mostram
que inibindo a vasodilatacdo NO — dependente, aumenta-se o indice de eventos
cardiovasculares, uma vez que o NO tem um importante papel na regulagao do
metabolismo cardiaco, modulando a respiracdo mitocondrial. O NO atenua a
respiragcao mitocondrial por inibir os complexos | e |l da cadeia de transporte de
elétrons e por interagdo coma citocromo oxidase (Suematsu et al., 2007). O NO
também atua na modulacio da resposta cardiaca a isquemia/reperfusdo. Além de
atuar como molécula cardioprotetora, e ser essencial para o funcionamento
normal do coragéo (Xu et al., 2004). Becker e colaboradores demontraram que a
HHcy inibe a regulagcdo do consumo de oxigénio cardiaco pelo NO, e este efeito &
proporcional a concentragdo plasmatica de Hcy. Sugerem também que a redugao
da biodisponibilidade do NO pelo anion superoxido € o maior impacto ao
metabolismo cardiaco causado pela Hcy, causando uma piora na vasodilatagao

(Becker et al., 2005).
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Visto esta importante fungdo do NO no coragdo, achamos interessante
verificar os niveis de nitritos + nitratos (NOx) neste tecido. Os niveis de NOXx
estdo aumentados nas ratas castradas com Hcy. Estudos demonstram que a
HHcy reduz a biodisponibilidade do NO (Suematsu et al., 2007). Enquanto o
estrogénio aumenta a atividade da NOS e aumenta a produgédo de NO no coragao
(Xu et al.,, 2004). Neste trabalho sugere-se que os niveis de NOx estdo
aumentados no coragdo, pois a HHcy reduz a biodisponibilidade de NO
aumentando seus metabdlitos. Como este tratamento € agudo é possivel que
estes metabdlitos ainda ndo tenham sido secretados. Quando correlacionamos a
pressao arterial com os niveis de NOx, observamos uma correlagao positiva,
mostrando que os animais com maiores niveis destes metabdlitos, supostamente
com menores concentragcdes de NO, apresentam uma maior pressao arterial.
Dantas e colaboradores mostram que a inativagao do NO pelo anion superoxido
pode colaborar para a disfungdo endotelial e para a hipertensdao, e que o
estrogénio por sua propriedade antioxidante tem efeito protetor contra o dano
endotelial (Dantas et al., 1999).

Quando analisamos o estresse oxidativo, observamos um aumento na
lipoperoxidagao cardiaca, analisada pela técnica de quimiluminescéncia, no grupo
que recebeu Hcy e tinha baixa concentracdo de estrogénio. Isso demonstra um
aumento do dano oxidativo nestes animais, uma vez que nao tém o efeito
antioxidante oferecido pelo estrogénio. Ja o grupo com estrogénio que recebeu
Hcy ndo apresentou aumento da LPO. Quando correlacionamos a presséao arterial
com a LPO, observamos uma correlagao positiva, mostrando que os animais que
apresentaram maior dano oxidativo também tiveram a pressdo arterial mais

elevada. Estes animais sdo os que receberam Hcy e tinham baixa concentragéo



105

de estrogénio. Estes dados séo corroborados por dados encontrados na literatura
que demonstram que a HHcy aumenta estresse oxidativo (EO) e a LPO no
sistema nervoso (Streck et al., 2003; Matté et al., 2004), e que o EO promove
dano cardiaco (Ungvari et al., 1999). Outro estudo mostra que o 17 B-estradiol
diminui a expressao de pro-oxidantes em células endoteliais e recupera a funcao
cardiaca pos isquemia em coragéo de ratas (Xu et al., 2004). Neste experimento
nao foi observado dano oxidativo a proteinas, provavelmente pelo tempo do
tratamento, uma vez que o dano a proteinas ocorre mais lentamente que o dano a
lipidios. Quando analisamos a capacidade antioxidante total nestes animais,
observamos uma diminuicdo nos antioxidantes ndo enzimaticos, avaliados em
conjunto pela técnica do TRAP, no grupo que recebeu Hcy e tinha baixa
concentragéo de estrogénio. Isso demonstra um maior dano oxidativo neste grupo
que teve aumento na LPO e diminuicdo da capacidade antioxidante total. Estudos
mostram que a Hcy in vitro induz a LPO e diminui as defesas antioxidantes nao
enzimaticas, gerando um quadro de estresse oxidativo (Streck et al., 2003; Matté
et al., 2004). Observamos também que apenas a cirurgia ja € um fator de estresse
oxidativo uma vez que os grupos em que foi feita a cirurgia ficticia apresentaram
uma menor capacidade antioxidante total quando comparado com os animais
intactos.

Spencer e colaboradores demonstraram que a combinagdo de estrogénio
com Hcy bloqueia significativamente a agcao da Hcy (Spencer et al., 2004).

No coragao observamos que houve um aumento do estresse oxidativo nos
animais castrados que receberam Hcy, uma vez que a QL apresentou-se
aumentada e houve uma diminuicdo nas enzimas GST e GPx, que sédo as

enzimas dependentes de glutationa. Novamente observamos que a diminuigao na
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atividade enzimatica da GPx e GST s6 sao observadas no grupo com Hcy e com
baixa concentragdo de estrogénio, mostrando um efeito pré-oxidante da Hcy no
coracgao destes animais.

Suematsu e colaboradores demonstraram que o aumento do estresse
oxidativo pela Hcy reduz a atividade da GPx, diminui a biodisponibilidade de NO e
aumenta os niveis de superoxido (Suematsu et al., 2007).

O risco de infarto aumenta em 12% na HHcy moderada e de 20 a 30% dos
pacientes com doenga coronariana apresenta HHcy moderada. Estes danos estao
associados ao poder oxidante da Hcy, uma vez que ela aumenta os niveis de
anion superoxido e de peroxinitrito que sao potentes oxidantes, além de diminuir o
NO e a atividade da NO sintase endotelial (eNOS), que tendem a manter a fungao
cardiaca (Spencer et al., 2004).

Quando correlacionamos a LPO com a atividade da GST observamos uma
correlagdo negativa, mostrando que os animais que apresentaram maior dano
oxidativo tiveram uma menor atividade antioxidante desta enzima. Isto sugere que
0s animais que receberam Hcy, mas tinham a presenga do estrogénio como
antioxidante, tém um menor dano oxidativo que os animais castrados e que
receberam Hcy, provavelmente porque o estrogénio impede o dano oxidativo
causado pela Hcy.

Robin e colaboradores demonstraram que em tecido sanguineo e hepatico,
nao ha variagao nos niveis de NOx apds suplementagdo com metionina. E ainda
que a Hcy possa aumentar os niveis plasmaticos de cisteina e de GSH em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (Robin et al., 2004).

Neste modelo foram avaliados também alguns parédmetros em aorta. No

entanto, devido a dificuldade em fazer a coleta desta artéria, por ela se apresentar
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muito fragil nos animais que receberam Hcy, e romper faciimente enquanto era
retirada, sé foi possivel avaliar a atividade de duas enzimas antioxidantes. As
enzimas escolhidas foram a GST e a GPx por participarem do metabolismo da
glutationa e por terem se mostrado alteradas no tecido cardiaco. Na aorta
observamos que a Hcy por si s6, independente da agdo do estrogénio, aumenta
os niveis de GST tentando reverter o dano causado pela Hcy. No entanto nos
animais que receberam Hcy e estavam castrados ndao houve um aumento da
GST. Possivelmente a formagao de muitas EAOQ, inibiu a atividade enzimatica da
GST (inativagao oxidativa). Ja a GPx apresentou-se aumentada quando houve a
castracao, independente da presenga de Hcy, mostrando que s6 a retirada dos
estrogénios ja promove uma resposta adaptativa do sistema antioxidante
enzimatico para combater o dano oxidativo em aorta. Este dano também é
observado quando temos Hcy e o estresse cirurgico no grupo sham. Ou seja,
tanto a castragdo quanto a Hcy promovem aumento da atividade da GPx para
reverter o dano oxidativo causado por estes procedimentos. Barp e colaboradores
demonstraram que a castracédo induz um aumento do estresse oxidativo (Barp et
al., 2002). Ja Chagas e colaboradores sugerem que a Hcy causa um efeito lesivo
direto ao endotélio e que este processo € dependente da biodisponibilidade de
oxigénio. Os autores sugerem um mecanismo de dano via radicais livres pelo
aumento do peréxido de hidrogénio (Chagas et al., 2003).

Em experimentos em anel de aorta isolados observou-se que a Hcy causa
uma reducao da biodisponibilidade do NO e um importante aumento do estresse
oxidativo (Eberhardt et al., 2000). Outro estudo demonstra que a HHcy, causada

por altas doses de metionina, produz um efeito angiotoxico na aorta. Este efeito &
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acompanhado de extenso dano endotelial, degeneracao celular e caracteristicas
degenerativas no processo mitocondrial (Matthias et al., 1996).

Também foi avaliado com este protocolo experimental, o estresse oxidativo
sisttmico, como marcadores periféricos, uma vez que €é uma analise
minimamente invasiva e a mais utilizada na clinica médica. Observamos
sistemicamente que a LPO apresenta-se diminuida, bem como a atividade da
GST e os metabdlitos do NO. Acredita-se que o vaso é o primeiro érgao-alvo de
dano causado pela Hcy, até pelo seu aspecto apos o tratamento. Entdo para
proteger o vaso do dano oxidativo, possivelmente, sao mobilizados antioxidantes
de outros 6rgaos. Palace e colaboradores demonstraram que 6rgaos como o
coragao, o figado e os rins podem depletar suas reservas de antioxidantes para
diminuir o estresse oxidativo sistémico em resposta ao insulto isquémico ao

miocardio (Palace et al., 1999).

6.4 EXPERIMENTO 4

Outro objetivo deste trabalho foi ver o efeito da hiperhomocisteinemia
cronica, em ratas castradas e ndo-castradas. Porém, devido ao alto custo da Hcy,
fomos buscar na literatura um tratamento alternativo. O que encontramos foi que
o tratamento crénico com metionina na agua de beber causa uma
hiperhomocisteinemia moderada, com valores de homocisteina entre 15 —
30umol/L (Welch & Loscalzo, 1998). Uma vez que a unica fonte de Hcy no
organismo é o metabolismo da metionina, a administragdo crbnica deste
aminoacido essencial pode levar a HHcy. O modelo de HHcy utilizado foi baseado

no estudo de Ungavari et al., 1999, o qual demonstrou uma elevagdo da
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concentragdo plasmatica de Hcy para valores de 23,6 umol/L, indicando HHcy
moderada. Em um estudo realizado por Hanratty et al., 2001, foram considerados
dois grupos de pacientes, tendo o primeiro recebido metionina oral e o outro
recebido homocisteina oral. Foi observado um aumento na homocisteina
plasmatica e na concentragcdo de metionina do primeiro grupo, sendo que no
segundo grupo foi observado um aumento na homocisteina plasmatica, com
pouco efeito na concentragdo de metionina. Ambos os tratamentos indicaram
danos endoteliais, sugerindo que a homocisteina é o agente causador.

Ap0Gs estabelecido o modelo, o objetivo foi o de demonstrar a disfungdo no
ventriculo esquerdo em ratos, submetidos a hiperhomocistenemia (HHcy), a qual
foi correlacionada com o estresse oxidativo do miocardio e redugdo de
metabalitos do NO.

Como ja demonstrado por outros autores, a Hcy contribui para a
mortalidade cardiovascular por agdées no miocardio, em adicdo aos efeitos
vasculares (Joseph et al., 2002; Joseph et al., 2003). Uma elevada concentragao
da Hcy plasmatica tem sido associada a danos no endotélio vascular, contribuindo
para doencas das artérias coronarianas, trombose e doencas cerebrovasculares
(Hermann et al.,, 2006). A HHcy pode também exercer efeitos deletérios no
coracdo, causando remodelamento cardiaco adverso, que se caracteriza por
fibrose intersticial e perivascular, resultando no aumento de rigidez do miocardio
(Joseph et al.,, 2002). No entanto, o mecanismo pelo qual a elevagdo da Hcy
pode levar a redugcdao da fungcdo mecanica do coragao ainda esta sob
investigacao. Estudos destes mecanismos ainda sao raros. Recentemente, tem

observou um aumento na concentragdo da Hcy plasmatica em pacientes com
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insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), representado um fator de risco adicional
(Vassan et al., 2003).

Neste estudo, objetivamos investigar a fungdo ventricular por meio do
cateterismo cardiaco de ratos com HHcy. Foi verificada uma elevagao significativa
da PDFVE nas ratas com auséncia de estrogénio. A menopausa foi induzida por
ovariectomia bilateral. Este procedimento foi utilizado baseado na observacido de
que os niveis de Hcy aumentam significativamente em mulheres apds a
menopausa. Isto pode justificar, em parte, o aumento do risco de doengas
cardiovasculares nessas mulheres (Verhoef et al., 1999; Sundstrom et al., 2004).

Uma vez que Spencer et al.,, 2004 demonstraram que a combinagao de
Hcy e estrogénio inibem significativamente os efeitos adversos da Hcy, foi
observada somente a disfuncdo ventricular na auséncia deste hormoénio. Este
resultado reforgca a caracteristica cardioprotetora do estrogénio. Também
achamos um decréscimo na quantidade de nitritos+nitratos (NOx) no miocardio de
ratos submetidos a ovariectomia e que receberam metionina, quando comparados
a outros grupos. Foi demonstrada uma correlacdo negativa bastante forte entre
NOx e PDFVE, indicando uma possivel participacdo do decréscimo da
biodisponibilidade do NO na disfungdo ventricular (Elahi et al., 2007). Esta
reducdo da biodisponibilidade do NO pode também ser resultante de uma
supressdo indireta da atividade da NO sintase endotelial (eNOS) pela Hcy (Zhang
et al., 2000). Outro mecanismo para explicar a redugao na biodisponibilidade do
NO é devido a formacédo de peroxinitrito, resultante da reacdo entre o NO e o
anion superoxido (0O2"), o qual é reconhecido como sendo produzido pela reagao
de oxidagao da Hcy (Ungavari et al., 2002). Assim, a medida dos marcadores de

estresse oxidativo no miocardio passa a ser de interesse. Neste trabalho foi
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avaliado o dano oxidativo a lipidios por meio do TBARS. Este marcador esta
aumentado em animais castrados, demonstrando que o estrogénio inibe o
estresse oxidativo no miocardio. Barp et al., 2002, demonstraram este efeito uma
semana apdés a castragcdo. Quando associados a castragcdo e a
hiperhomocisteinemia, o estresse oxidativo foi potencializado e também se
verificou dano a proteinas avaliados por carbonilas. Estes achados corroboram o
estudo de Bayes et al., 2003, onde foi verificada uma associagédo entre a HHcy
induzido por metionina e a lipoperoxidacdo. Devi e colaboradores também
demonstraram que a HHcy aumenta o TBARS em miocardio de ratos SHR,
sugerindo que a HHcy aumenta o estresse oxidativo e a LPO miocardica (Devi et
al., 2006).

A terapia de reposicao hormonal em ratas castradas ou administracéo de
SOD mimético foram associadas com uma melhor recuperagao cardiaca apos
isquemia-reperfusao (Xu et al., 2004). O estrogénio tem sido associado também
como protetor contra o estresse oxidativo induzido por Hcy, prevenindo injuria
endotelial (Dimitrova et al., 2002b).

Um dos resultados obtidos neste trabalho foi a verificagdo do aumento da
atividade das enzimas antioxidantes SOD, CAT, GPx e GST no grupo com
auséncia de estrogénio associado com a administracdo da metionina. De fato, as
enzimas antioxidantes parecem responder ao desequilibrio no estresse oxidativo
aumentando suas atividades numa tentativa de minimizar o dano oxidativo.
Resultados similares foram produzidos no nosso laboratério com a utilizacdo de
outras situagdes de estresse oxidativo. Neste trabalho foi demonstrado que as
enzimas antioxidantes também se encontravam elevadas quando o estresse

oxidativo era induzido pela administragao de tiroxina (Araujo et al., 2006).
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Como a Hcy pode levar a produgao do anion superéxido e de peroxido de
hidrogénio (Chambers et al., 1999; Perna et al., 2003), o aumento da atividade
antioxidante pode ser devido a uma elevagao nos substratos dessas enzimas. A
atividade da SOD e os metabdlitos do NO apresentaram um padrao de oscilagéo
oposto. Isto significa que quanto maior a atividade da SOD, menor a quantidade
de metabdlitos de NO. Esta alteracdo foi verificada em ratas castradas
submetidas a tratamento com metionina. A atividade aumentada da SOD pode ser
devida a um aumento da produgcdo do anion superoxido, o qual por sua vez
inativa o NO, conforme citado anteriormente. No grupo que recebeu metionina
com concentragao fisioldgica de estrogénio, a atividade da SOD nao foi alterada,
sugerindo que a producao do superoxido pode também estar inalterada (Perna et
al., 2003; Suematsu et al., 2006).

De fato, o estrogénio pode preservar a biodisponibilidade do NO nao
apenas pelo aumento da produgado de NO, mas também por sua agao scavenger,
reduzindo ou inibindo o estresse oxidativo (Virdis et al., 2000).

Nossos dados demonstram uma associagéo entre a HHcy e a disfungéo
ventricular em ratas menopausadas, o qual foi correlacionado com a diminuigao
da biodisponibilidade de NO, bem como com o aumento do dano oxidativo no
miocardio. Estes achados demonstram a importancia da restituicdo do balanco
NO/redox em mulheres menopausicas de maneira a melhorar a funcdo cardiaca
na HHcy, influenciando favoravelmente o prognostico da insuficiéncia cardiaca.

Outro objetivo deste estudo foi verificar o efeito crénico da metionina como
causadora de HHcy sobre o figado. O figado é o principal érgéo responsavel pela
metabolizacdo da metionina e da homocisteina, principalmente pela rota de

transulfuracédo da Hcy a cistationina (Robin et al., 2004).
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No figado n&do foram observadas alteragcbes nos metabdlitos do NO. Ji e
Kaplowitz sugerem que a HHcy piora quadros de doencgas hepaticas e que a
biodisponibilidade do NO é importante no balango redox nestes casos (Ji &
Kaplowitz, 2004). A lipoperoxidagdo hepatica, avaliada pelo método do TBARS,
apresentou-se aumentada no grupo castrado que recebeu metionina. Observou-
se também um aumento no dano a proteinas avaliado pelo método das
carbonilas. Robert e colaboradores demonstraram que ha um aumento nas
carbonilas em figado de camundongos com deficiéncia da cistationina -sintase e
que esta deficiéncia é uma das causas da hiperhomocisteinemia (Robert et al.,
2005).

Outros estudos também mostram que a LPO é um importante mecanismo
na patogénese do dano hepatico. E que o aumento nos niveis de Hcy promove
um aumento da LPO e do estresse oxidativo em figado de ratos (Huang et al.,
2001; Robin et al., 2004).

Outro resultado obtido neste experimento foi a diminuicdo da atividade das
enzimas antioxidantes SOD e GST. Alguns estudos sugerem que a homocisteina
atua inibindo a atividade das enzimas antioxidantes no tecido hepatico. Huang e
colaboradores demonstraram que o aumento nos niveis de Hcy, por deplegao de
folato, resulta em uma diminuicdo da atividade da GPx e da SOD, sem alterar a
atividade da catalase em tecido hepatico (Huang et al.,, 2001). J& Robin e
colaboradores mostraram uma diminuigdo significativa na atividade das enzimas
antioxidantes GPx e glutationa redutase em figado de ratos SHR (Robin et al.,
2004). Estes dados no tecido hepatico sugerem um grande dano oxidativo no
figado, pois durante a metabolizagédo da Hcy, ocorre a sua auto-oxidagdo e a

geracgao de espécies ativas de oxigénio.
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7. Conclusao

1) A administragédo crénica de homocisteina a animais neonatos ndo aumenta o
dano oxidativo cardiaco avaliado imediatamente apds o término do tratamento,

provavelmente pela aumentada atividade antioxidante no miocardio.

2) A homocisteina, administrada cronicamente a ratos neonatos, induz aumento
do dano oxidativo ao miocardio quando estes animais se tornam maduros, sendo
que esses danos foram minimizados pela suplementagdo com folato. Estes
dados sugerem que o folato atua como protetor cardiovascular na

hiperhomocisteinemia.

3) O dano oxidativo miocardico foi induzido no miocardio de fémeas castradas
tratadas agudamente com homocisteina, efeito esse que nao se observa na
presenca de niveis estrogénicos fisiolégicos. Estes dados apontam para um

efeito cardio-protetor do estrogénio na hiperhomocisteinemia.

4) O tratamento crénico com metionina induz disfuncao diastélica do ventriculo
esquerdo que foi associada a reducido da biodisponibilidade do Oxido nitrico
(NO), assim como ao aumento do dano oxidativo no miocardio. Estes achados
sugerem a importancia do balango NO/redox na melhora da fung&o cardiaca na

hiperhomocisteinemia.
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