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RESUMO

Foram realizados estudos in vitro para verificar a presenca de
componentes fendlicos, capacidade antioxidante total (TRAP) e a reatividade
antioxidante total do suco de uva e vinho tinto. Também foi verificada a
propriedade destas bebidas de inibir a producédo de anion superoxido (O,") pela
xantina oxidase in vitro. Estes estudos comprovaram que o vinho tinto apresenta
maior quantidade (TRAP) e qualidade (TAR) de antioxidantes em relagéo ao suco,
assim como maior porcentagem de inibicdo de producdo de O,". Em
consequéncia, foi realizado um estudo in vivo, utiizando um modelo de
insuficiéncia cardiaca direita (ICD) através da administracdo de monocrotalina
(MCT) na dose de 60mg/kg. Foram utilizados ratos machos Wistar, onde foram
investigados os efeitos da administracdo do suco de uva preta e vinho tinto
Cabernet Franc durante 45 dias. Foram avaliados parametros morfométricos
através da hipertrofia cardiaca direita, esquerda e nivel de congestdo hepética e
pulmonar, parametros hemodinamicos do VD medindo a pressao intraventricular
sistélica direita (PSVD), diastdlica final ventricular direita (PDFVD) e as respectivas
derivadas (+dP/dt e —dP/dt). Seis grupos experimentais foram estabelecidos:
Controle (GC), Insuficiente (Gl), Vinho (GV), Vinho insuficiente (GVI), Suco (GS) e
Suco insuficiente (GSI). As bebidas foram administradas por sonda intragastrica,
na quantidade de 20 mL.kg™.dia™ de suco e &gua, e o vinho na concentracéo de
15 mL.kg™ .dia™. Os animais aos quais foi administrado vinho, iniciaram o
tratamento com suco desde o desmame até 49 dias de idade, devido a bebida ser
isenta de alcool, e somente em idade mais avancada (aos 50 dias de vida) se
introduziu o vinho. Os grupos GC e Gl receberam agua nas mesmas condi¢cbes

durante o protocolo experimental.
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A administracdo de MCT induziu hipertrofia de VD, sendo que o tratamento
apenas com suco (GSI) ndo reduz significativamente este efeito como o faz o
tratamento com suco e vinho (GVI). Em termos hemodindmicos, a MCT promoveu
elevacdo da PSVD e da PDFVD, assim como das suas respectivas derivadas. Nos
grupos GVI e GSI estas respostas foram significativamente reduzidas, sugerindo
uma menor resisténcia pulmonar e, portanto, menor pés-carga ao VD, com
consequente reducdo da hipertrofia e da disfungcédo ventricular. Em termos de
estresse oxidativo, a MCT induziu aumento de lipoperoxidacdo (LPO) avaliada por
guimiluminescéncia (QL) em relacao ao controle (GC). Nos grupos GVI e GSI ndo
houve diferenca em relacdo aos seus respectivos controles, evidenciando uma
protecdo oferecida por estas bebidas em termos de dano oxidativo cardiaco. A
atividade das enzimas antioxidantes também mostrou-se alterada com o
tratamento com MCT: a superéxido dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase
(GPx) foram reduzidas, enquanto a catalase (CAT) ndo se alterou. O tratamento
com suco e suco e vinho (GSI e GVI, respectivamente) conseguiu recuperar a
atividade da GPx em tecido cardiaco, sem mostrar o mesmo efeito na atividade da
SOD. Também a capacidade antioxidante total (TRAP) foi significativamente
reduzida pela MCT, sendo que nos grupos GVI e GSI este efeito ndo foi verificado.
O nivel de metabdlitos do oxido nitrico (NO3” e NOy) foi igualmente reduzido
guando da administracdo de MCT, efeito este revertido pelo tratamento com suco
mais vinho (GVI).

Os resultados demonstram que a administracdo de suco previamente e
suco mais vinho durante o periodo de desenvolvimento da doenca cardiaca (ICD)
protegem o miocéardio, provavelmente pela presenca de substancias bioativas,

como os flavonodides, nestas bebidas.
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ABSTRACT

In vitro studies were performed to verify the presence of phenolic
components, total antioxidant capacity (TRAP), and total antioxidant reactivity
(TAR) of red grape juice and red wine. It was also verified the property of these
beverages of inhibiting the production in vitro of superoxide anion (O,") by
xanthine oxidase. These studies proved that red wine contains antioxidants in
larger quantity (TRAP) and higher quality (TAR) than juice, as well as higher
percentage inhibition of O," production. As a consequence, an in vivo study was
made using a right cardiac hypertrophy model, by administering monocrotaline
(MCT) in the doses of 60 mg/kg. Male Wistar rats were used, in which the effects
of administering juice of red grapes and Cabernet Franc red wine for 45 days were
investigated. Morphometric parameters were evaluated by means of the right and
left cardiac hypertrophy index and the level of hepatic and pulmonary congestion,
and hemodynamic parameters of RV by measuring systolic intraventricular
pressure (RVSP), end diastolic pressure (RVEDP) and the corresponding
derivatives (+dP/dt and —dP/dt). Six experimental groups were established: Control
(GC), Heart Failure (Gl), Wine (GV), Heart Failure Wine (GVI), Juice (GS), and
Heart Failure Juice (GSI). The beverages were administered using an intragastric
probe in the quantity of 20 mL/kg body weight / day of juice and water, and wine at
a quantity of 15mL/kg body weight/day. For those animals to which wine was
administered, the treatment was started with juice from the wean until 49 days of

age, due to the absence of alcohol in juice, and only at a later age (50 days of age)
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the wine was introduced. The groups GC and Gl received water in the same

conditions during the experimental protocol.

The MCT administration induced RV hypertrophy, while the treatment based
only on juice (GSI) did not reduce significantly this effect, as it happens with the
treatment using juice and wine (GVI). In hemodynamic terms, MCT caused an
elevation of RVSP and RVEDP, as well as it corresponding derivatives. In the
groups GVI and GSI, these responses were significantly reduced, suggesting a
lower pulmonary resistance and therefore lower afterload to the RV, with a
consequent reduction of hypertrophy and ventricular dysfunction. In terms of
oxidative stress, MCT induced an increase in lipid peroxidation (LPO), evaluated
by chemiluminescence (CL), as compared to control (GC). In the GVI and GSI
groups there was no difference in relation to their respective control groups,
indicating a myocardial protection against oxidative damage provided by these
beverages. The activity of the antioxidant enzymes was also changed by the MCT
treatment: superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GPx)
activities were reduced, while catalase (CAT) remained unaltered. The treatment
with juice and juice plus wine (GSI and GVI, respectively) was able to recover the
GPx activity in cardiac tissue, without showing the same effect in the SOD activity.
TRAP was significantly reduced by MCT, while in GVI and GSI groups this effect
was not verified. The level of nitric oxide metabolites (NO3” and NO;) was equally
reduced with the MCT administration, and this effect was reverted by the treatment

with juice plus wine (GVI).

The overall results show that the administration of juice prior to and juice
plus wine during the period of right ventricle heart failure development, protects the
myocardium, probably by the presence of bioactive substances, like the flavonoids,

in these beverages.
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1. INTRODUGCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) é classicamente definida como a faléncia do
coracdo em manter um débito cardiaco adequado as necessidades metabdlicas
tissulares caracterizada pela elevacédo das pressdes pulmonar e venosa sistémica.
Descrita, como uma sindrome em que ocorre importante estimulacdo
neurohumoral, caracterizada pela ativacdo do sistema nervoso simpatico e do
sistema renina-angiotensina-aldosterona, além de alteracbes da musculatura
esquelética (Negrdo & Barreto, 1998).

1.1 Epidemiologia

As doencas cardiovasculares tém seu impacto efetivo quanto ao
desenvolvimento das doencas cronicas ndo transmissiveis no Brasil em termos de
importancia socio-econdmica. Segundo dados do Datasus do ano 2001, o numero
de obitos por doengas cardiovasculares no Brasil foi de 27,5% . Este quadro
social poderd aumentar com maior ou menor velocidade, levando em
consideracdo as mudancas nas estratégias governamentais promovendo e

prevenindo a salde por meio de uma populagédo mais conhecedora das causas.
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Na populacdo mundial, a prevaléncia da Insuficiéncia Cardiaca (IC) é de 1 a
2% e constitui um dos maiores problemas de saude publica. Dentre os altos
custos despendidos para os cuidados com saude, estima-se que mais de 8
bilhdes de ddlares sejam gastos anualmente com pacientes portadores de IC nos

Estados Unidos.

No Brasil, segundo dados do Sistema Unico de Saude (SUS), a IC
acomete 2 milhdes de pacientes, com uma incidéncia de 240 mil novos casos por
ano. A mortalidade oscila em torno de 10% da populacéo total e de 30 a 40% para
aqueles adequadamente tratados (Guimardes 1999). Atualmente, cerca de 5
milhdes de pacientes s&o portadores de IC nos Estados Unidos, com 500.000
novos casos diagnosticados a cada ano (Hunt, 2001; Jessup & Brozena, 2003).
Juntamente com a explosdo nos custos de cuidados com a saude, estima-se que
os Estados Unidos tenham um gasto anual de 500 milhdes de doélares em
medicamentos para o tratamento da insuficiéncia cardiaca (IC) (Hunt, 2001). Nos
dltimos 10 anos, o numero anual de hospitalizagdes nos Estados Unidos por
diagndstico primario de IC aumentou de 550.000 para 900.000 (Haldeman & Croft
1999). No Framingham Heart Study foi demonstrado que a insuficiéncia cardiaca é
mais comum em homens do que em mulheres, e que aumenta consideravelmente
com a idade. Os dados desse estudo revelaram que existem 3 casos por 1000
homens em idades de 50 a 59 anos e 2 casos por 1000 mulheres na mesma
idade. JA em homens com mais de 80 anos existem 27 casos por 1000 e 22 casos

por 1000 mulheres quando ajustados para idade (Ho et al., 1993).

Apesar do notavel declinio na mortalidade por doencas cardiovasculares
nos ultimos 30 anos, ambos morbidade e mortalidade por insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC) tém mostrado aumento. Tém havido consideraveis avancos no
entendimento das alteracBes funcionais associadas com as fases precoces de
hipertrofia miocéardica e estagios terminais de insuficiéncia cardiaca. Contudo, os

mecanismos precisos envolvidos na evolucdo da disfuncdo cardiaca e
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insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) permanecem desconhecidos. Embora
cerca de 14 a 34% dos casos de insuficiéncia cardiaca sejam devidos ao
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca direita, os mecanismos envolvidos no
seu desenvolvimento ainda ndo sdo bem entendidos (Comini et al., 1995; Kuchel
et al., 1987).

1.2 Patogénese da Insuficiéncia Cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) é um estado clinico ou sindrome que pode
resultar de um amplo espectro de enfermidades que comprometem o fluxo
sanguineo coronario em relacdo as necessidades metabolicas do miocéardio. A IC
pode se desenvolver em alguns pacientes somente sob condi¢cbes de acentuada
demanda metabdlica; em outros, pode estar presente mesmo sob condicbes
normais de demanda metabdlica basal, tais como, hipertenséo, defeitos na acéo
de valvulas cardiacas, cardiomiopatias idiopaticas, infarto do miocéardio; assim
como, por consequéncias secundarias de determinadas doengcas como a diabetes

ou intervengdes com farmacos como quimioterapicos (McAlister & Teo, 1997).

A anormalidade primaria surge freqientemente em qualquer dos
ventriculos, esquerdo ou direito. Quando o ventriculo direito é insuficiente, o
aumento resultante da pressao venosa sistémica, causa edema periférico e a
ejecdo diminuida de sangue para a artéria pulmonar reduz o débito do ventriculo
esquerdo. Na insuficiéncia ventricular esquerda, a pressdo venosa pulmonar
aumentada impede o fluxo do sangue para fora dos pulmdes que causa dispnéia e
aumenta a pressao capilar pulmonar. Como esta pressao elevada € transmitida
através da circulacdo pulmonar, a elevagdo resultante da pressdo da artéria

pulmonar pode prejudicar a ejecdo do ventriculo direito (Berne & Levy, 1998).
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Durante seu desenvolvimento, o midcito cardiaco passa por varias
modificacbes e, na fase adulta, pode se alterar em resposta a determinadas
doencas. A hipertrofia do miocardio é provavelmente o melhor exemplo de
adaptacédo da estrutura celular a estimulagéo (Terracio et al., 1998). Inicialmente, a
hipertrofia resulta em mais miofibrilas disponiveis para contracdo, e também em
aumento do numero de mitocondrias que suprem ATP adicional para o
cardiomiocito (Brady & Terzic, 2000). Com isso, ocorre um aumento da
contratilidade no coragdo hipertrofico; entretanto, com o passar do tempo, e
persistindo a sobrecarga, ocorre deterioracdo da funcao contratil (0 consumo pode
ultrapassar a producdo de energia) o coracao se dilata e se desenvolve a
insuficiéncia cardiaca (Walsh & Dorn, 1998). As bases celulares do aumento da
massa cardiaca envolvem a hipertrofia dos cardiomiécitos existentes, bem como
sua proliferacdo (hiperplasia) (Zak, 1973). A hipertrofia secundaria a sobrecarga
cronica envolve aumento no comprimento/espessura dos cardiomiécitos,
expressao génica alterada, alteracdes na composi¢do das proteinas contrateis, e
inducdo de marcadores embrionarios (Brady & Terzic, 2000). Os mecanismos que
regulam o crescimento celular, como todas as funcfes reguladoras vitais, sao
extremamente complexos. Assim, o estimulo pelo qual a sobrecarga inicia a
hipertrofia implica alteracdes em diversos mecanismos de controle que traduzem o

aumento de trabalho do coracdo num sinal que aumenta o crescimento celular.

Uma das consequéncias do desenvolvimento do processo de insuficiéncia
cardiaca € um aumento gradual da pressdo diastdlica final e diminuicdo da
pressdo sistolica ventricular final. Na tentativa de compensar este declinio na
funcdo de bombeamento, varios mecanismos sao deflagrados, entre estes, o que
controla a resposta de remodelamento do midcito cardiaco € o mais amplamente
conhecido (Tombe, 1998). Para compensar a perda de células miocardicas,
mecanismos hemodinédmicos e neuro-hormonais sdo ativados com o objetivo de
aumentar a forca contratil do miocéardio ndo lesado e, dessa forma, preservar a
funcdo cardiaca. Inicialmente, a incapacidade de esvaziamento dos ventriculos

durante a sistole resulta em um aumento das pressbes de enchimento
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ventriculares direito e esquerdo, aumenta a distensdo diastélica das células
miocéardicas ndo lesadas, levando ao aumento de sua contracdo (principio de
Frank-Starling). Por outro lado, a diminuicdo do volume sistélico ejetado para a
raiz aortica leva a ativacdo do sistema nervosos simpatico, com resultante
estimulacdo dos receptores B-adrenérgicos miocardicos, aumentando a forca e a

freqiéncia da contracdo, envolvendo vias intracelulares célcio-dependentes.

Atualmente, a insuficiéncia cardiaca tem sido vista como uma doenca da
circulagéo e ndo apenas do coracdo. Quando o débito cardiaco cai apos agressao
miocardica, mecanismos neuro-hormonais sao ativados com o objetivo de
preservar a homeostase circulatéria. Embora originalmente vista como uma
resposta compensatoria benéfica, a liberacdo enddgena de neuro-hormdnios
vasoconstritores parece exercer papel deletério no desenvolvimento da
insuficiéncia cardiaca congestiva, pelo aumento da sobrecarga de volume e da
pods-carga do ventriculo com contratilidade ja diminuida. Isso leva a progresséo da
insuficiéncia cardiaca ja existente. Esses neuro-horménios podem exacerbar as
anormalidades metabdlicas ja existentes, ocasionando o aparecimento de
arritmias cardiacas. Por esses mecanismos, a ativacdo neuro-hormonal contribui
de maneira significativa para os sintomas de insuficiéncia cardiaca, assim como
esta envolvida na alta mortalidade dos portadores dessa doencga (Schlant et al.,
1998).

Apesar dos mecanismos hemodinamicos e neuro-hormonais visarem  ao
aumento do inotropismo do coracdo lesado, aumenta por outro lado a tenséo
diastdlica da parede vascular, levando a alteracdo de sua arquitetura e ao
aumento de seu consumo energético. Para evitar esses efeitos estruturais e
funcionais, a circulacdo tenta regular a evolugdo da dilatacdo ventricular e a
ativacdo simpadtica. Inicialmente, o0 aumento da tens&@o diastdlica na parede
ventricular induz a producado de proto-oncogenes especificos, que levam a sintese
de novas proteinas miofibrilares, que leva ao aumento da espessura da parede
ventricular reduzindo a dilatagdo ventricular por distribuir o excesso de tensdo por
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meio do aumento do nimero de sarcomeros. Assim, a hipertrofia cardiaca reduz o
gasto energético do coragdo com sobrecarga volumétrica, as custas, de aumento
da eficiéncia contréatil. Por outro lado, a distensdo atrial durante a diastole, com
aumento da pressao atrial, estimula os receptores cardiopulmonares que inibem a
via eferente simpética do centro vasomotor, situado no sistema nervoso central,

levando a sua supressao.

Por meio de combinacdes entre dilatacdo e hipertrofia ventricular e da
ativagdo de forgas vasoconstritoras e vasodilatadoras, o organismo busca
equilibrio hemodindmico e neuro-hormonal com o objetivo de restaurar a fungao

cardiaca as custas de minimo gasto energético.

1.3 Modelo de Insuficiéncia Cardiaca por Monocrotalina

monocrotaline

Figura 1.1 Monocrotalina (Adaptado Taylor et al., 1997)

Diferentes modelos de hipertrofia ventricular direita foram criados e
caracterizados. O alcal6ide monocrotalina (MCT) (Fig. 1.1) tem sido utilizado para
produzir hipertensdo pulmonar, seguida de sobrecarga de pressdo no ventriculo
direito, hipertrofia ventricular direita e eventualmente insuficiéncia cardiaca

congestiva (ICC) (Pan et al.,, 1993). A monocrotalina (MCT) é um alcalbide
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pirrolizidina, presente numa variedade de plantas em todo o mundo, mais
frequentemente encontrada nas sementes de Crotalaria spectabilis (Smith &
Culvenor, 1981). Uma unica injecdo intraperitoneal (60-90 mg/kg) de MCT em
ratos produz, nas 2 ou 3 semanas subsequentes, caracteristicas clinicas que se
assemelham a hipertensdo pulmonar idiopatica em humanos (Kay et al., 1982;
Rodeheffer & Lerman, 1992; Steven et al., 2000). Brunner (1999) e Mathew (1995)
utilizando injecdo subcutanea de MCT (50 e 80 mg/kg, respectivamente) em ratos,
constataram que, apdés uma semana da administragdo, ndo foram observadas
alteracdes enddgenas no metabolismo do 6xido nitrico (NO), e nos niveis de
endotelina-1 (ET-1). Os vasos pulmonares estavam normais, ndo havia evidéncia
de hipertens@o pulmonar ou hipertrofia ventricular direita. Duas semanas apos a
administracdo da MCT, ocorreu uma deterioracdo da funcdo endotelial, resultante
da inibicdo da liberacdo de NO endotélio-dependente e elevacdo dos niveis de
ET-1 nos vasos pulmonares. Segundo Mathew (1995), no modelo de trabalho que
utilizou na Insuficiéncia Cardiaca congestiva (ICC) com MCT, sugere que a ET-1 é
um potente vasoconstritor e inotrépico positivo, estando aumentada 2 a 3 vezes na
insuficiéncia cardiaca. A injuria endotelial ndo esté limitada a receptores isolados,
mas a uma disfuncdo endotelial generalizada. Estas alteracdes estdo associadas
com a hipertensdo pulmonar e hipertrofia ventricular direita. A ET-1 estimula o
crescimento de cardiomidcitos e fibroblastos cardiacos e a angiotensina Il induz a
expressdo e secrecdo de ET-1 em cardiomidcitos e miocitos sugerindo um
estresse mecanico. A secrecdo de ET-1 e angiotensina Il resultam em uma
resposta sinérgica de hipertrofia, sugerindo que a ET-1 atua como fator da
hipertrofia miocardica (Brunner, 1999). Este modelo é ideal porque ndo séao
necessarias intervencdes cirdrgicas e a hipertrofia cardiaca direita e a insuficiéncia
cardiaca direita se desenvolvem rapida e reprodutivelmente (Pan et al., 1993).
Apés trés semanas de tratamento, se observam elevadas a pressao sistdlica
ventricular direita (PSVD) e a presséo diastolica final direita (PDFVD), sugerindo
uma fase compensatéria onde o débito cardiaco é mantido através do
bombeamento de sangue contra uma pressao elevada através da circulagédo

pulmonar estreitada. Quando a MCT é transportada para os pulmdes, ela induz
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uma sindrome vascular pulmonar, caracterizada por elevagdo da pressdo na
artéria pulmonar (Thomas et al., 1998). A depressao no crescimento corporal dos
animais € outro sinal dependendo da dose que se torna aparente apés alguns dias
da administracdo de MCT. Este efeito é provavelmente devido a disturbios
gastrointestinais e/ou hepéticos induzidos pela intoxicacdo por MCT. A MCT é
bioativada no figado a um composto intermediario, a dihidromonocrotalina, que
afeta varios tecidos (Todorovich-Hunter et al., 1992; Wilson et al., 1999), induzindo

hepatotoxicidade, pneumotoxicidade e efeitos nefrotoxicos (Medeiros et al.;2000).

1.4 Hipertens&o Pulmonar

A hipertensdo pulmonar pode ocorrer como um fenémeno isolado ou
associado a varias alteracdes cardiopulmonares e esta relacionada a altos niveis
de morbidade e mortalidade. Ela € uma condicdo progressiva caracterizada por
um aumento da resisténcia vascular pulmonar e definida como um aumento da
pressédo arterial média que em seu processo final leva a insuficiéncia cardiaca e
morte (Mathew et al., 1995).

Teorias a respeito dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos na
hipertensdo pulmonar tém dado atencéo ao endotélio e células do musculo liso, a
producéo de fatores quimicos e resposta a diferentes mediadores (Veyssier-Belot
& Cacoub, 1999).

Com o descobrimento das endotelinas (ETs) permitiu-se o entendimento da
sua patogénese. As ETs sdo uma familia de peptideos que se formam nas células
endoteliais e algumas em células vasculares. Todas sao potentes
vasoconstritoras. Estes compostos induzem a contracdo do mausculo liso, ativado
inicialmente pela fosforilacdo que abre os canais de Ca* e produzem um

processo de constricdo. As células endoteliais tém receptores principalmente
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para a ET-1. Os mecanismos da vasoconstricio medida por estes receptores

ainda ndo sado bem compreendidos (Gschwend et al., 2003).

Evidéncias indicam um papel potencial das ETs na disfuncdo endotelial
assim como na patofisiologia da doenca vascular pulmonar que € precedida de
alteracbes morfologicas (Runo et al., 2003). Niveis elevados de ET-1 tém sido
encontrados em pulmdes de pacientes com hipertensdo pulmonar (Hervé et al.,

1998), e em ratos com hipertensdo pulmonar idiopética (Mathew et al., 1997).

Os niveis plasmaticos das endotelinas estédo elevados: 1- em pacientes com
hipertensdo primaria e secundaria (Runo et al., 2003); 2- em modelos
experimentais que produzem hipdxia cronica (DiCarlo, 1995), 3- com a
administracdo de monocrotalina (Miyauchi 1993; Prié et al.,, 1997); 4- com
insuficiéncia cardiaca congestiva induzida por infarto, que tem sido associado com
aumento da expressao da ET-1 no pulmdo (Sakai et al., 1996 e Nguyen et al.,
1998).

A reduzida producdo de NO também pode estar envolvida na hipertensdo
pulmonar induzida pela MCT (Mathew et al., 1997). O NO produzido no endotélio
€ um segundo mensageiro. Ele atua na musculatura lisa, se houver estimulo,

como por exemplo a acetilcolina, que ira liberar o 6xido nitrico.

O oxido nitrico € gerado quando a L-arginina é convertida a L-citrulina,
reacdo esta catalisada pela enzima oxido nitrico sintase (NOS) (Michel & Feron,
1997; Sasaki et al., 2004). A NOS consiste de trés isoformas: a nNOS (neuronal);
a INOS (induzivel) que foi isolada em células de macréfagos e € expressa em
diversas células como midcitos cardiacos, células gliais e células do musculo liso
vascular; e a eNOS (endotelial) encontrada em miocitos cardiacos, plagueta,
cérebro. O papel fisioldgico no tdnus vascular e regulacdo da funcéo plaquetéaria
sdo atribuidos a eNOS. Logo, sua inativagdo implica em risco de vasoespasmo e

trombose.
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Estudos indicam que ambos, Oxido nitrico e endotelina-1, tém um papel
relevante na patogénese da hipertensdo pulmonar (Runo et al., 2003),
relacionadas a estas condicdes fisioldgicas, ocorre a producdo de espécies ativas
de oxigénio e nitrogénio (EAON), e a ativacdo dos sinalizadores do processo

redox que induzem uma série de genes regulatérios da fungéo vascular.

0OB0EOED 60 ©
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No estado singlet delta  superéxido Peréxido de singlet sigma hidroxil
fundamental hidrogénio

Figura 1.2: Estrutura eletrénica de espécies reativas de oxigénio (EAQ). S6 mostramos os dois
orbitais n* externos. Os demais orbitais internos (cls, o*1s, 62s, o2p € n2p) encontram-se todos
plenamente ocupados. As flechas representam o sentido dos spins. (Adaptado Halliwell &
Gutteridge, 1999).

Nas células endoteliais, a producdo excessiva EAO gera uma série de
produtos oxidativos induzindo apoptose, que gera uma perda de células

endoteliais, e como consequéncia resulta numa disfungcédo endotelial.

As espécies ativas de oxigénio (EAO) sao aquelas derivadas da reducéo
monoeletrénica do oxigénio (figura 1.2): radical superéxido (O;"), o radical
hidroxil (OH®), o peréxido de hidrogénio ( H,O,), e o oxigénio singlet, um estado
excitado do oxigénio molecular que pode apresentar-se de duas formas: o
estado sigma (mais reativo), e o estado delta (ndo é radical) (figura 1.3 Bast et al,
1991).
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Figura 1.3: Redugdo monoeletrénica do oxigénio formando EAO (Bast et al., 1991).

O anion radical superéxido (O,") é o primeiro intermediario da reducéo
monovalente do oxigénio a agua; a partir do mesmo serdo formadas as demais
EAO. A sua dismutacdo é catalisada pela enzima superéxido dismutase (SOD),
(Yu, 1994). O peréxido de hidrogénio € o segundo intermediario do processo
oxidativo, podendo ser produzido indiretamente, pela reducdo univalente do
oxigénio, seguida da dismutacdo do anion radical superoxido e/ou diretamente,
pela reducéo bivalente do oxigénio molecular. Apesar de ndo ser um radical livre,
esta espécie ativa pode originar o radical hidroxil, 0 que seria bastante prejudicial
a célula, além de ter a propriedade de ser muito permeavel através das
membranas bioldgicas (Del Maestro, 1980; Halliwell & Gutteridge, 1999). O radical
hidroxil (OH®), por sua vez, € um dos mais potentes oxidantes dos sistemas
biolégicos. Pode reagir com biomoléculas, como lipidios insaturados e o DNA,

apesar de seu curto tempo de meia vida (Halliwell & Gutteridge, 1999).



32

O radical hidroxil é formado através de reacdes que necessitam a presenca
de ions metais de transicdo como o ferro e o cobre. A reacdo do peroxido de
hidrogénio com ions ferroso ou cuprico € chamada de reacdo de Fenton (1894)

que leva a producao do radical hidroxil, altamente reativo (Reacdo 1.1).

H,0, +Fe” /Cu" ——>Fe™/Cu™ +OH" +OH"~

Reacdo 1.1: Reacdo de Fenton

O radical hidroxil também pode ser formado a partir da reagdo do anion
superoxido com o peroxido de hidrogénio em presenca de ions divalentes de

metais de transicao, reacao esta descrita por Haber-Weiss em 1934 (Reacéo 1. 2).
H,0, +0; —="'% ,OH"+OH"
Reacdo 1.2: Reacdo de Haber — Weiss

Além das EAO, ha outros radicais livres (RLs) que desempenham um
importante papel na fisiologia e patologia humana, sdo as espécies ativas do
nitrogénio (EAN). O oOxido nitrico (NO) é, fisicamente, um radical livre (RL),
considerando o elétron desemparelhado. Sua caracteristica como radical livre é
limitada, pois ndo s&o conhecidas reagdes de propagacdo do NO. Por outro lado,
o NO reage facilmente com o radical superéxido produzindo o peroxinitrito (ONOO"

), numa reacao de terminacao da lipoperoxidacdo (Boveris, 1998).

O NO esta relacionado com varias acdes cardioprotetoras como, por
exemplo, vasodilatagdo, inibicdo da agregacdo plaquetaria e inibicdo do
crescimento de células do musculo liso vascular (Moncada, 1991; Dubey et al.,
1995).
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1.5 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo pode ser definido como “um disturbio do equilibrio pro6-
oxidante/antioxidante em favor dos pro-oxidantes, levando ao dano potencial”
(Halliwell & Gutteridge, 1999).

Em principio, o estresse oxidativo pode resultar de:

1 — Diminuicdo dos antioxidantes — por exemplo: diminuicdo da atividade das
enzimas de defesa antioxidante como cobre-zinco superéxido dismutase
(CuznSOD), manganés-superoxido dismutase (MNnSOD) ou glutationa peroxidase
(GSH-Px) ou a deficiéncia nutricional de antioxidantes ou outros constituintes
dietéticos essenciais pela inadequada ingestdo ou absorcdo dos nutrientes da
dieta (alfa-tocoferol, acido ascorbico, aminoacidos contendo enxofre necessario
para a sintese de glutationa, ou riboflavina, necesséria para a producéo de FAD,
um cofator da glutationa redutase) (Zhang et al., 2001);

2 — Producédo aumentada de EAO/EAN, pela exposicéo elevada ao O,, a presenca
de toxinas que sao metabolizadas produzindo EAO/EAN, ou excessiva ativagao de
sistemas “naturais” de producdo de EAO/EAN como a ativacdo demasiada de
células fagociticas nas doencas cronicas inflamatorias, como artrite reumatoide ou

colite ulcerativa.

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 mesmo. O estresse oxidativo intenso pode produzir danos irreversiveis levando

a morte celular (Halliwell & Gutteridge, 1999).

1.6 Efeitos Biologicos dos Radicais Livres

Por apresentarem grande namero de ligacdes insaturadas, os lipidios de

membrana sdo um alvo preferencial dos radicais livres. Este processo € conhecido
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como Lipoperoxidagdo (LPO) e resulta em reagcbes em cadeia. As reagdes em
cadeia tém trés etapas: iniciacdo, propagacao e terminacéao (figura 1.4) (Meerson
et al., 1982; Machlin & Bendich, 1987; Halliwell & Gutteridge, 1989).

A LPO constitui-se num processo importante na renovagao das membranas
celulares, sendo também essencial para biossintese de prostaglandinas e
leucotrienos, assim como na fagocitose, pinocitose. No entanto, este processo
pode levar a profundas alteracdes celulares tais como: mudancas no
microambiente lipidico de enzimas ligadas a membrana nos canais i6nicos e
receptores, ativando ou inibindo a atividade dessas proteinas; b) formacéo de
novos canais de permeabilidade; c) formacdo de ligacdes cruzadas entre
proteinas e fosfolipidios, inativando-os irreversivelmente; d) oxidacdo dos grupos -
SH nos sitios ativos de enzimas ligadas a membrana ocasionando perda de suas
funcdes. Dependendo do grau de severidade, a LPO pode causar desde
alteracbes na permeabilidade até perda da funcdo secretdria e morte celular
(Meerson, et al. 1982). Além disso, se a LPO atingir a membrana lisossomal pode
haver a liberacdo de enzimas lisossébmicas e fosfolipases, acelerando a
degradacdo das membranas. Em adicdo, as alteragdes na permeabilidade podem
levar a um acumulo de calcio intracelular, o que ativaria as fosfolipases calcio-
dependentes, ocasionando a formacg&o de um ciclo vicioso (Richter & Frei, 1988
Apud Bauermann, 2000).
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Figura 1.4: Reagdes em cadeia da lipoperoxidacdo (Adaptado de Bauermann, 2000; Halliwell

& Gutteridge, 1999).
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1.7 Sistemas de Defesa Antioxidante

Os organismos aerébios possuem sistemas de defesa para protegerem-se
contra os efeitos causados pelas EAO. Substancias que neutralizam a acdo dos
radicais livres na fase de iniciacdo ou propagac¢do da lipoperoxidagéo, levando a
formacdo de produtos menos toxicos, sdo chamadas de sequestradoras
(scavengers) como as enzimas, tocoferéis e polifendis. Aquelas que atuam
absorvendo a energia de excitacdo dos radicais livres, neutralizando-os, séo
chamadas de quenchers como os carotendides e o acido ascérbico. O sistema de

defesa antioxidante € composto de elementos enziméticos e nao enzimaticos
(Figura 1.5).

ENZIMAS
CITOSOLICAS

PEROXISSOMAS

ROOH 208H NADP* OHz
wine
GPX .
H,0 snroH =333 NADPH + H 0
Figura 1.5: Esquema geral das principais fontes celulares de producdo e metabolizacdo
das EAO. GSSG= Glutationa Oxidada; GSH= glutationa reduzida; DH, e D= sistemas redutores de

NADP néo especificos; SOD = superoxido dismutase; GPx = glutationa peroxidase; CAT =
catalase; B e BH, = doadores de hidrogénio (Adaptado de Chance et al., 1979).
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1.7.1 Antioxidantes Enziméaticos

Dentre as defesas enzimaticas responsaveis pela detoxificacdo das
espécies ativas de oxigénio (EAO) salientam-se trés enzimas: a superoxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (Sies, 1997).

O anion radical superéxido (O,") é o primeiro intermediario da reducédo
monovalente do oxigénio a agua; a partir do mesmo serdo formadas as demais
EAO. A sua dismutacdo é catalisada pela enzima superoxido dismutase (SOD),
(Reagédo 1.3\) (Yu, 1994). 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 reducéo bivalente do oxigénio molecular.

0"+ 0" 5% Hz Oz + Oz

Reacdo 1.3: Metabolizacéo do Radical Superdxido pela SOD

Nos peroxissomas, ha a presenca de catalase (CAT), uma hemoproteina

que reduz cataliticamente o peréxido de hidrogénio a agua (Reacéo 1.4).

2H,0, AT 0., 2H,0

Reacdo 1.4: Metabolizacdo do H,O, pela Catalase

Entretanto, ha outros mecanismos para tratar com o fluxo intracelular de
H,O, em todos os tecidos. O maior sistema intracelular de decomposicédo de
H,O, é a glutationa peroxidase (GPx). A familia das glutationas peroxidases (GPx)
removem o H,O, acoplando sua reducdo a agua com a oxidacdo da glutationa
reduzida (GSH) (Reacéo 1.5). A GPx se utiliza de uma variedade de doadores de
elétrons e também de glutationa reduzida (GSH), esta por sua vez pode ser

oxidada (GSSG) pelo peroxido de hidrogénio, removendo-o e formando agua
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(Reacdo 1.6). A glutationa  peroxidase também  catalisa a reducdo de
lipoperoxidos, prevenindo, desta forma, a lipoperoxidacao (LPO) (Del
Maestro,1980; Southorn Powis, 1988).

H.O, + 2GSH _GPx , GSSG + 2H;0

Reacdol.5: Reducédo do H,O, a agua catalisada pela GPx

A GPx atua acoplada a enzima glutationa redutase (GR) que, por sua vez,

catalisa a reducdo de GSSG usando NADPH como enzima (Reacéo 1.6).

ROOH+ 2GSH _GPx_, ROH+GSSG + 2H0

Reacdo 1.6: Reducéo de hidroperdxido organico (ROOH) a agua catalisada pela
GPx

Ha dois tipos de GPx: uma utiliza selénio como cofator, a qual é
encontrada tanto na mitocondria como no citosol a outra; um selénio
independente, que se encontra apenas no citosol e metabolisa exclusivamente

hidroperoxido organicos (Reacgéo 1.6).

A GPx tem alta atividade no figado e nos eritrocitos, moderada atividade no

coracao e nos pulmdes e baixa atividade no muasculo (Mills, G.C., 1960).

Outra classe de enzimas que também tem um importante papel fisiol6gico
na detoxificacdo sdo as enzimas chamadas glutationa S-transferases (GSTSs).
Estas enzimas agem na detoxificacdo de potentes agentes alquilantes, incluindo
compostos farmacologicamente ativos como herbicidas, pesticidas e xenobiéticos.
Como pode ser visto na figura 1.6, as GSTs catalisam a reacdo destes compostos

(no exemplo, o cloro dinitrobenzeno) com o grupamento-SH da glutationa,
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neutralizando assim seus sitios eletrofilicos e transformando-os em produtos mais

hidrossoluveis, que sdo mais facilmente metabolizaveis (Habig, 1974).

SG
N02 NOZ
GST
+ GSH —_— + HCl
02 02

CDNB

Figura 1.6: Exemplo de reacdo de detoxificacdo do cloro dinitrobenzeno (CDNB) através

Cl

da glutationa S-transferase (GST).

1.7.2 Antioxidantes Nao Enzimaticos

Existe uma variedade de antioxidantes ndo enzimaticos que previnem o
dano dos RL nos tecidos. Estes, podem ser lipofilicos como tocoferdis,
carotendides, polifendis, e os hidrofilicos como o ascorbato, glutationa, inddis e
catecOis. O o-tocoferol, também denominado vitamina E, é um antioxidante
lipossoluvel eliminador de reacdo em cadeia de elevada importancia: ligado a
membrana da célula; reage com o radical superoxido, radical hidroxil, radical
peroxil convertendo-os em formas menos reativas, agindo como scavenger (Sies
& Murphy, 1991). Reage também com oxigénio singlet, absorvendo a energia de
excitacdo com acgdo de quencher (Kaiser et al., 1990). O B-caroteno € o quencher
mais potente do oxigénio singlet, impedindo a formacao de lipidios hidroperdxidos
(Krinsky, 1989). A vitamina C é um antioxidante hidrossoltuvel eliminador de
reacdo em cadeia; reage diretamente com o superdxido e com oxigénio singlet;
regenera o tocoferol, quando interage com o radical tocoferil convertendo-se em
radical ascorbil, forma mais estavel (Bisby, 1990; Sies, & Murphy, 1991). Estudos
tém atribuido atividade antioxidante a uma variedade de componentes bioativos

denominados polifendis presentes naturalmente em alimentos de origem vegetal.
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Tem-se demonstrado uma relacéo inversa entre a ingestao de frutas e vegetais e

a incidéncia de doencas cardiovasculares e cancer (Rice-Evans et al, 1997).

1.8 Poder Antioxidante dos Polifenois

Os polifendis incluem uma grande familia com mais de 4000 metabdlitos
secundarios em plantas, que compreendem cinco subclasses: antocianinas,
flavonais, flavonas, catequinas e flavononas (Merken et al., 2000) com variedade
de compostos, entre eles os flavonoides encontrados em muitas plantas, as quais
se tem dado grande atenc&o, por sua atividade antioxidante. Os componentes
fendlicos sdo importantes para as plantas fisiologicamente por Ihe atribuirem a
resisténcia a microorganismos e insetos, lhes dao a pigmentacéo e caracteristicas
organolépticas (odor e sabor), além de preservar sua integridade devido a
exposicdo continua ao estresse ambiental causado principalmente por
temperaturas elevadas e raios solares UV (Penny, 2002; Visioli et al., 2000;
Bocco et al., 1998).

A estrutura quimica dos polifenois é fundamental para suas propriedades
biolégicas: atividade antioxidante, interacbes especificas com o0s receptores
celulares e sua biodisponibilidade, entre outras (Jayaprakasha et al., 2001). Os
polifendis apresentam mais de um anel aromético com cada um contendo pelo
menos um grupo hidroxil, que lhes confere propriedade antioxidante (Figura 1.7)
(Noroozi et al., 1998). Seu papel esta relacionado com sua estrutura basica e
variagdo quimica (Wang, 2004). Os polifendis podem atuar como scavengers de
RL, quelar metais de transicdo, estabilizar e deslocar os elétrons
desemparelhados dos radicais livres (Ndiaye et al., 2003; Rice-Evans et al., 1997).
Estudos in vitro tém mostrado que sua capacidade antioxidante € mais efetiva que

das vitaminas C e E (Rice-Evans et al., 1997).
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Os polifendis sdo antioxidantes importantes presentes nos alimentos e
bebidas que fazem parte da nossa alimentacéo diaria. Investigacdes tém sugerido
associacfes quanto ao consumo destes componentes e prevencao de doencas,

sendo que estes dados tém aumentado o interesse em estuda-los.

Figura 1.7 — Estrutura Bésica dos Polifendis (Adaptado Rice-Evans et al, 1997).

1.9 Os Polifenois da Uva em Doencas Cardiovasculares e

Hipertensdo Pulmonar

Numerosos estudos prospectivos em diversas populacdes tém mostrado
uma relagdo inversa entre o consumo de vinho tinto e doencas
cardiovasculares (St Leger et al., 1979; Renaud & Gueguen 1998; Gronbaek et
al., 2000). Embora, os mecanismos pelos quais o vinho tem proporcionado
efeitos benéficos ainda ndo sejam bem compreendidos, muitos destes se
atribuem aos constituintes polifendlicos (Luz et al., 1999). Os polifendis da uva
e do vinho tinto tém sido relacionados a inibicdo in vitro da oxidacdo da
lipoproteina de baixa densidade (LDL) (Frankel et al., 1995; Jayaprakasha et al.,

2001), podendo representar protecdo efetiva contra doengas cardiovasculares,
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além de aumentarem a formacédo de NO e fator anti-aterosclerético nas células
endoteliais, com importante vasoprotecdo (Andriambelosom et al.,1997),
inibem a agregacao plaquetaria, participam na atividade de vasorelaxamento,
modulam o metabolismo lipidico (Dell’ Agli et al., 2004), reduzem os fatores de
risco cardiovasculares como a elevacdo do colesterol LDL e da pressao
sistdlica (Estruch 2000). O vinho tinto tem poder de regular a expressao do

gene da NOS nas células endoteliais que aumenta a producdo do NO
(Gorinstein et al., 2004). O NO tem também a func&o de controlar a expresséo

de genes envolvidos na aterogénese (Wallerath & Poleo, 2003). Os
componentes polifendlicos da uva sdo potentes vasodilatadores pela
estimulacdo do fator hiperpolarizante derivado do endotélio (Ndiaye et al.,
2003). Vérios processos foram mostrados em modelos animais com o uso dos
polifendis do vinho como a modulacdo da pressdo sanglinea, inibicdo da
migracdo e proliferacdo das células do musculo liso e inibicdo da agregacao
plaquetaria (Figura 1.8) (Dell Agli et al., 2004).
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Polifendis do

Células endoteliais
eNOS

ET-1

Degradagdo NO
EDHF e PGl1

Musculo Liso

1 Expressdo Gene (Ciclina
A, PI3K)
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4 Proliferagdo Inflamagao
—

—_— i

Protecdo contra aterogénese

Figura 1.8. Efeitos protetores dos polifendis do vinho na parede arterial. (Adaptado
Dell’Agli et al., 2004).

ET1 —-Endotelina 1
PGI1 - Prostaciclina 1

NO - Oxido nitrico

PDGF - Fator crescimento derivado plaquetario
VEGF - Fator crescimento endotélio vascular

PI3K — Fosfatidilinositol 3 Quinase
eNOS - Oxido nitrico sintase endotelial
EDHF - Fator hiperpolarizante derivado do endotélio

A utilizacdo in vitro de quercitina e acido taninico, polifendlicos presentes
na uva, produziu vasorelaxamento dependente do endotélio, enquanto que na

artéria onde o endotélio foi removido ndo foram observados os mesmos efeitos
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(Fitzpatrick et al., 1993). Um importante polifenol € o resveratrol, que é
encontrado em 72 espécies de plantas, sendo que € mais abundante na uva
preta (Tyler Varro, 1997). Sua concentracdo encontra-se principalmente
elevada na casca e sementes da uva. Pelo fato do resveratrol ter propriedades
estrogénicas (fitoestrégeno) participa dos efeitos benéficos de protecdo
cardiovascular (Broiher, 1999). O suco de uva preta aumenta a capacidade
antioxidante total do plasma e protege a LDL da oxidagdo; estes efeitos séo
similares aos produzidos pelo vinho tinto (Day et al., 1997). Um estudo
realizado na Inglaterra sobre a agregacdo plaquetaria em mulheres, observou
que o vinho tinto ou suco de uva apresentavam 0s mesmos efeitos na reducéo
da agregacao plaquetaria, enquanto que o grupo tratado com vinho branco nao
apresentava esta protecao (Heather et al., 1995). Em outro estudo realizado
por Demrow e colaboradores (1995) em modelo animal no qual relacionou o
vinho tinto, vinho branco e suco de uva preta quanto a atividade de adeséao
plaquetéria e formagdo tromboética constatou que o vinho tinto e suco de uva
eram efetivos quanto a prevengdo enquanto o vinho branco nédo produzia tal
efeito. Os resultados foram atribuidos aos polifendis por estarem presentes
principalmente nas uvas com cor vermelha. O consumo de suco de uva tem
sido relacionado com decréscimo de risco de tromboses coronarianas e infarto
do miocardio, quando comparado aos sucos de laranja e graipefruit (Keevil et
al., 2000). Os flavondides inibem a producdo de tromboxana A,, talvez por

inibirem a atividade da ciclooxigenase (Heather et al., 1995).

Assim, diversos estudos descritos sugerem que as propriedades
antioxidantes do suco de uva e vinho tinto tém sido identificadas na prevencéo de

danos oxidativos e nas doencas cardiovasculares.
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1.10 Hipotese

O presente projeto de estudo foi elaborado com a intencdo de testar a
hipétese de que os animais submetidos a ingestdo de suco de uva preta e de
vinho tinto Cabernet Franc melhoram o quadro de hipertrofia compensada e
insuficiéncia cardiaca direita induzidos por monocrotalina, através da modulac&o

do dano oxidativo.

1.11 Objetivo

1.11.1 Objetivo Geral

Este estudo teve por verificar a agdo antioxidante in vitro do suco de uva
preta e vinho tinto Cabernet Franc, assim como seu efeito in vivo num modelo

experimental de hipertrofia cardiaca direita induzida pela monocrotalina.

1.11.2 Objetivos Especificos

Estudos in vitro:

a) medir a capacidade antioxidante total (TRAP) no suco e vinho tinto;

b) medir a reatividade antioxidante total (TAR) no suco e vinho tinto;

c) medir a producdo de anion superoxido pela xantina oxidase no suco e

no vinho tinto.

Estudos in vivo:

a) avaliar os parametros de crescimento e ingestdo das dietas pelos animais
submetidos ao tratamento;

b) observar a aparéncia geral dos animais e quantificar o indice de
mortalidade;

c) averigtar o grau de congestao dos pulmdes e figado;
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d) quantificar o grau de hipertrofia ventricular direita, esquerda e cardiaca;

e) averiglar o perfil hemodinamico, através das medidas de pressao ventricular
sistolica e diastdlica final do ventriculo direito e suas respectivas derivadas;

f) analisar a lipoperoxidacdo em tecido cardiaco, através da técnica de
quimiluminescéncia (QL);

g) verificar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx) e catalase (CAT), em tecido cardiaco;

h) medir a capacidade antioxidante total no tecido cardiaco (TRAP);

i) medir o nivel de metabdlitos do 6xido nitrico no tecido cardiaco através de

nitratos e nitritos (NO3z e NOy).
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2. MATERIAIS E METODOS

I. Analises in Vitro

2.1 Screening Fitoquimico Qualitativo

O Screening fitoquimico realizou-se no Laboratério de Quimica do Instituto
de Quimica da UFRGS, mediante metodologia utilizada em todas as analises do
Screening fitoquimico descrita por Martinez, M. (1996; 2001), com objetivo de se
conhecer a composicdo qualitativa dos metabdlitos secundarios presentes nas

matérias em estudo.

No extrato alcoolico vinho Casa Valduga. 1999. Vinho Fino. Tinto seco-
Cabernet Franc Seculum. N° 2369) e extrato aquoso suco de uva 100% Natural.
Qualidade casa Madeira. Fab. 12.1999) foram realizados os testes fitoquimicos

descritos:

Procedimentos:

Descricao dos testes realizados:

2.1.1.1 Ensaio de catequinas:

Para a realizacdo do teste, com ajuda de um capilar, adicionou-se 1 gota

do extrato alcéolico sobre o papel de filtro. Sobre a mancha produzida aplicou-se
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uma solucdo de carbonato de sodio. A aparicdo de coloracéo verde na luz U.V. é
indicativo de resultado positivo.

2.1.2 Ensaio deresinas:

Para detectar este tipo de composto, adicionou-se em 2ml da soluc¢do, 10ml

de 4gua destilada. A aparicdo de um precipitado, indica resultado positivo.

2.1.3 Ensaio de Fehling:

Permite identificar no extrato a presenca de agucares redutores. Para isso, se
a aliquota do extrato nao estiver em agua, deve-se evaporar o solvente em banho-
maria e o residuo redissolver-se em 1-2ml de agua destilada. Adicionou-se 2 ml do
reativo de Fehling e aqueceu-se em banho- Maria por 5 — 10 minutos a mistura.
Resultado: Positivo se a solucdo coloriu-se de vermelho ou ocorreu aparecimento

de um precipitado vermelho.

2.1.4 Ensaio de Baljet:

Permite identificar a presenca de compostos lactonicos, em particular
cumarinas, mesmo que outros compostos lactdnicos possam dar resultado
positivo neste ensaio. Caso o0 extrato ndo seja alcoolico, deve-se evaporar 0
solvente em banho-Maria e redissolver-se ha menor quantidade de alcool (1ml).
Nestas condicbes adiciona-se 1ml de reativo de Baljet, considerado o ensaio
positivo com a aparicdo de coloracdo ou precipitado vermelho ( ++ e +++),
respectivamente.
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2.1.5 Ensaio de Lieberman-Burchard:

Permite identificar triterpenos e/ou esterois, baseando-se no fato de que
ambos grupos possuem um anel androstano, geralmente insaturado no anel B e
na posicdo 5-6. Para isso, se a aliquota do extrato ndo era cloroférmica, se
evaporava 0 solvente em banho-Maria e o residuo redissolvido em 1ml de
cloroférmio. Adicionava-se 1 ml de anidrido acético e misturava-se bem, pelas
paredes do tubo de ensaio. Adicionava-se 2-3 gotas de acido sulfirico
concentrado, sem agitar. Um resultado positivo era expresso por uma troca de
coloracao:
1-Rosa-Azul, muito rapido.
2-Verde intenso-visivel, rapido.

3-Verde escuro Preto-escuro, final da reacéo

2.1.6 Ensaio de Espuma:

Permite identificar a presenca de saponinas, tanto esteroidais como
triterpénicas. Se a aliquota encontra-se em alcool, dilui-se 5 vezes de seu volume
em agua e agita-se a mistura vigorosamente por 5 — 10 minutos. Resultado
Positivo se ocorrer o surgimento de uma espuma persistente por mais de 2

minutos, na superficie do liquido.

2.1.7 Ensaio Cloreto Férrico:

Permite identificar a presenca de compostos fendlicos e/ou taninos em um
extrato vegetal. Caso 0 extrato esteja em alcool, o ensaio determina tanto fenois
como taninos. A uma aliquota do extrato alcdolico adicionou-se 3 gotas de uma

solucao de tricloreto férrico 5% em uma solugédo salina fisiolégica (cloreto de sodio
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0,9% em agua). Caso o extrato seja aquoso, 0 ensaio determina principalmente
taninos. Na aliquota do extrato aquoso adicionou-se acetato de sodio para
neutralizar e 3 gotas de uma solucdo de tricloreto férrico 5% em solucdo salina
fisiologica. Resultado: Positivo- Desenvolvimento de coloragdo vermelho-vinho,
compostos fendlicos em geral; - Desenvolvimento de coloracdo verde intensa
taninos do tipo Pirocatéquicos; - Desenvolvimento de coloracdo azul, taninos do

tipo pirogélhicos.

2.1.8 Ensaio de Borntraeger:

Permite a identificacdo de quinonas. Para isso se a aliquota do extrato ndo
for cloroférmica, deve-se evaporar o solvente em banho-Maria e o residuo
dissolver em 1ml de cloroférmo. Adicionava-se 1 ml de hidréxido de sddio 5% em
agua. Agitava-se misturando as fases e deixava-se em repouso até a separagao
das fases. Resultado: fase aguosa alcalina superior adquire coloragcao rosada (++)

ou vermelha ( +++).

2.1.9 Ensaio de Shinoda:

Permite identificar flavondides em um extrato vegetal, utilizando um extrato
alcéolico. Diluia-se com 1ml de &cido cloridrico concentrado e uma lasca de
magnésio metdalico. Depois do inicio da reacdo, esperava-se 5 minutos,
adicionava-se 1ml de alcool amilico, misturava-se as fases e deixava-se repousar
até a separacdo das fases. Se a aliguota do extrato misturava-se a agua,
procedia-se da mesma maneira, a partir da adicdo do acido cloridrico
concentrado. Resultado: Positivo, quando o alcool amilico coloria-se de amarelo,

laranja, avermelhado ou vermelho, intenso em ambos os casos.



51

2.1.10 Ensaio de Kedde:

Permite identificar a presenca de glicosideos cardiotdnicos num extrato,
utilizando uma aliquota do extrato alcoolico. Misturava-se com 1ml do reativo de
Kedde e deixava-se repousar durante 5- 10 minutos. Resultado: Positivo quando

ocorria desenvolvimento de coloracao violacea, persistente durantel-2h.

2.1.11 Ensaio de alcaldides:

2.1.11.1 Ensaio de Dragendorff:

Permite reconhecer em um extrato a presenca de alcaldides. Para isso, se
a aliquota do extrato estivesse dissolvida em solvente organico, este devia
evaporar-se em banho-Maria, e o residuo devia ser redissolvido em 1 ml de acido
cloridrico 1% em agua. Caso o extrato fosse aquoso, na aliquota se adicionava-se
1 gota de &cido cloridrico concentrado (esquentava-se suavemente e deixava-se
esfriar até acidez). Com a solugdo aquosa acida realizava-se 0 ensaio
adicionando-se 3 gotas do reativo de Dragendorff. Resultado: se o liquido

tornava-se opaco(+), turvacao bem definida(++) e precipitado(+++).

2.1.11.2 Ensaio de Mayer:

Procedia-se da mesma forma descrita, anteriormente, até a obtencdo de
uma solugéo &cida. Adicionava-se uma pitada de cloreto de s6dio em p0, agitava-
se e filtrava-se. Adicionava-se 2 ou 3 gotas de solucdo reativa de Mayer.
Resultado: se o liquido tornava-se opaco(+), turvacdo bem definida(++) e

precipitado(+++).



52

2.1.12 Testes especificos para Flavonoides
2.1.12.1 Reacdo da Cionidina ou Shinoda:

A técnica baseia-se na reducgdo dos derivados flavonicos, de cor amarela,
em antocianicos, vermelhos. O método ndo € comum de todos os flaevonodides, as
chalconas e isoflavonas ndo determinam o aparecimento desta cor.

Dissolvia-se o residuo da solucéo extrativa em 5 ml de &lcool 60° Juntava-
se 1ml de &cido cloridrico e 0,1g de magnésio, cortado em pequenos fragmentos.

Formava-se cor laranja (flavonas), vermelha (flavondides) e violeta (flavononas).
2.1.12.1.1 Reacéao oxalo-bérica:

Reacédo para identificar flavondis (fluorescéncia amarelo-esverdeada): as
flavonas, flavononas e isoflavonas nado acusam esta propriedade; os
antocianosideos e antociandis que coram mais ndo produzem fluorescéncia
amarelo-esverdeada.

2.1.12.1.2 Reacdo com os hidréxidos alcalinos:

Ndo € uma reacdo especifica para um tipo de flavondides, pois todos
adquirem coloragdo amarelada. Dissolvia-se o residuo em alguns mililitros de uma
solucéo diluida de hidréxido de sédio: a solucdo adquiria cor amarela.

2.1.12.1.3 Reacao com o cloreto férrico:

Dissolvia-se o residuo em alguns mililitros de &lcool e juntava-se, depois,

uma gota de solucdo aquosa de cloreto férrico a 4,5% formava-se cor verde
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(flavonas e isoflavonas), verde castanho (flavondis e flavanonas), amarela

(chalconas).

Além destes testes preliminares realizou-se mais alguns testes especificos
para flavonoides, segundo Costa, 1994 e Martinez, 2001, sendo estes:
Com meio alcalino, com &cido concentrado, reacdo de cianidina ou

Shinoda, reacdo Oxalo-bdrica, Cloreto férrico.

2.2 Capacidade Antioxidante Total (TRAP) in vitro

Nos alimentos existem substancias bioativas com capacidade
antioxidante. A concentracdo relativa destas espécies nos alimentos
determina a capacidade antioxidante total dos mesmos. Se utiliza uma
técnica quimiluminescente na qual se usa como iniciador da reacdo o
2,2-azo-bis (2-amidinopropano) dihidrocloreto (ABAP). Este composto gera
radicais peroxil por decomposi¢cdo térmica espontanea. O peréxido de
ABAP formado abstrai hidrogénios do luminol (5-amino-2,3-dehidro-1-4-
ftalazinediona, que por sua vez forma um radical. As reacdes dos radicais
peroxil sdo seguidas pela quimiluminescéncia induzida por luminol (5-
amino-2,3-dehidro-1-4-ftalazinediona). Os radicais do Iuminol podem
interagir com O, e H,O, gerando um peroxido do luminol, que é empregado
como fonte de quimiluminescéncia, mediada por radicais, uma vez que este
composto emite intensa luminescéncia quando é oxidado por radicais livres
na presenca do oxigénio. Os antioxidantes presentes na amostra reagem
com os radicais do luminol e fazem com que esta emisséo fique reduzida
até que todo o antioxidante tenha sido consumido. Para avaliar a
guantidade relativa de antioxidante se determina o tempo de inducédo que
se define como o tempo que leva para regenerar os radicais do luminol
responsaveis pela emissdo de luz, que coincide com o momento em que
toda a carga de antioxidantes presentes na amostra foi consumida.

A determinacdo ocorre em um meio de reagdo constituido por ABAP(20mM)

em tampéao fosfato 50 mmol/L (pH=7,4), 40umol/L de luminol em NaOH. A medida
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se realiza em contador beta (LKB Rack Beta Liquid Scintilation Spectrometer-
1215; LKB Produkter AB, Brommma, Sweden) com o circuito de coincidéncia
desconectado. Se faz uma medida basal e logo se agregam aliquotas do alimento
em estudo, registrando-se a emisséo até voltar aos valores basais. Os resultados

sao expressos em umol/L de Trolox (Lissi et al.,1992).

2.3 Reatividade Antioxidante Total (TAR) in vitro

A TAR mede a qualidade de antioxidantes totais presentes na amostra em
estudo. A relativa variabilidade destas espécies nos alimentos, determina a
qualidade antioxidante dos mesmos. O fundamento do método € o mesmo
do TRAP sua diferenca esta nas concentracdes de AZO, luminol e amostras
adicionadas, sendo que é medida a queda na emissao da luz, mostrando o
guanto a amostra consegue neutralizar esta reacao de quimiluminescente
(Llesuy & Repetto, 2002).

2.4  Ensaio para Determinagdo da Xantina Oxidase (XO)

A atividade da XO foi determinada medindo a velocidade de formacéo de
acido Urico na seguinte reacdo: xantina 100 umol/L em tampéao fosfato 0,1
mol/L pH 7,4, xantina oxidase 0,005U/250uL. Foi avaliado o efeito de varias
concentracbes de suco e vinho na formacdo do acido Urico. A reacdo se
mediu a 295 nm, apos 10 minutos de incubacdo a 25°C (Roback &
Gryglewski, 1988).
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II. Analises in Vivo

2.5 Animais

Foram utilizados, neste trabalho, ratos  machos  Wistar  recém
desmamados (21 dias de idade), pesando entre 35 a 40 gramas, adquiridos do
Biotério do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, onde foram colocados em caixas plasticas agrupados em 4
animais. Aos 24 dias de vida, os animais foram colocados em caixas plasticas
individuais, com assoalho recoberto com serragem, quando deu-se inicio ao
tratamento. Receberam racdo e agua ad libitum. Os animais foram submetidos a
um periodo de jejum das 11:00 h as 17:00 h quando foram administradas as
bebidas. Nos demais horéarios tiveram livre acesso a racdo (Guabi-Industria de
Alimentos Alisul Ltda). Foram mantidos sob ciclos de claro-escuro de 12 horas,

com temperatura aproximada de 25°C, e umidade relativa de 70%.

Todos os procedimentos com os animais foram de acordo com as
normas estabelecidas pela Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde do
grupo de Pesquisa e Pés-graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(Goldim e Raymundo, 1997).

2.6 Grupos Experimentais
Foram estabelecidos 6 grupos experimentais, sendo eles:
1. Grupo Controle — sem insuficiéncia cardiaca, que recebeu agua durante todo

o periodo do experimento.

2. Grupo Insuficiente — com insuficiéncia cardiaca por monocrotalina (MCT), que

recebeu agua durante todo o periodo do experimento.
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3. Grupo Vinho — sem insuficiéncia cardiaca, que recebeu suco até 50 dias de

idade e a partir de 51 dias, recebeu vinho tinto Cabernet Franc.

4. Grupo Vinho Insuficiente — com insuficiéncia cardiaca por MCT, que recebeu

suco até 50 dias de idade e, ap0s, recebeu vinho tinto Cabernet Franc.

5. Grupo Suco— sem insuficiéncia cardiaca, que recebeu suco durante todo o

periodo experimental.

6. Grupo Suco Insuficiente — com insuficiéncia cardiaca por MCT, que recebeu

suco durante todo o periodo experimental.

2.7 Protocolo Experimental

O inicio do tratamento se deu aos 24 dias de vida dos animais, e a inducéo
da insuficiéncia cardiaca ocorreu no 49° dia (25 dias de tratamento). A inducéo da
Insuficiéncia Cardiaca (IC) foi efetuada utilizando uma dose de 60 mg/kg peso de
MCT (Mathew et al, 1995). Apdés, permaneceram por mais 3 semanas (21 dias)
em tratamento, durante um periodo total de 46 dias. Todos 0s grupos

experimentais se encerraram no 70° dia de vida dos animais (Figura 2.1).

Os animais aos quais foi administrado vinho, iniciaram o tratamento com suco
na quantidade de 20 mL/Kg peso, devido a bebida ser isenta de alcool, e somente
em idade mais avancada se introduziu o vinho na quantidade 15mL/kg peso
(Keevill et al., 2000; Pataki et al., 2002). Ao final do periodo de tratamento, os
animais foram caterizados para registro hemodinamico (70° dia de vida) e,
imediatamente apds, foram mortos, por deslocamento cervical, para coleta e

homogeneiza¢éo de 6rgaos.
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24dias 49 dias 70dias
inicio J final
tratamento  Agua (20mL/Kg) injecdo  Agua (20mL/Kg) tratamento
1) Grupo Controle salina
inicio J final
tratamento  Agua (20mL/Kg) injecdo  Agua (20mL/Kg) tratamento
MCT
2) Grupo Insuficiente
inicio J final
tratamento  Suco (20mL/Kg) injecdo  Vinho (15mL/Kg) tratamento
Salina
3) Grupo Vinho
inicio J final
tratamento Suco (20mL/Kg) injecdo  Vinho (15mL/KgQ) tratamento
MCT
4) Grupo Vinho Insuficiente
inicio \ final
tratamento  Suco (20mL/Kg) injecdo  Suco (20mL/Kg) tratamento
Salina
5) Grupo Suco
inicio L final
tratamento Suco (20mL/Kg) injecdo  Suco (20mL/Kg) tratamento
MCT

6) Grupo Suco Insuficiente

Figura 2.1: Protocolo de Tratamento dos Animais
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2.8 Avaliacdo do Crescimento e Demais Parametros Nutricionais

Desde o inicio do tratamento, foi acompanhado o consumo alimentar e a
curva de crescimento para monitorar a evolucdo dos animais. As medidas foram
tomadas trés vezes por semana onde cada animal foi pesado individualmente,
porém € mostrado apenas uma medida/semana. O consumo foi avaliado pela

quantidade oferecida e sua respectiva sobra na pesagem seguinte (Jong, 1998).

2.9 Inducdo da Insuficiéncia Cardiaca

Para inducdo de insuficiéncia cardiaca, que ocorreu aos 49 dias de idade,
foi aplicada uma injecédo intraperitonial dose Unica para cada animal (60 mg/kg) da
droga Monocrotalina (Crotaline — C240 SIGMA) diluida em 0,5 mL de HCI 1N,
sendo adicionado 0,5 mL de HCI 0,1N, para ajustar o pH (7.4) e com NaOH 1N, o
volume final foi complementado com solucéo salina (Chaper et al., 2000; Mathew
et al., 1997).

Os animais dos grupos controle, vinho e suco receberam uma injecdo com

mesmo volume de solucdo salina nas mesmas condi¢des e tempos experimentais.

2.10 Aparéncia Geral e Mortalidade dos Animais

Os animais nos quais foi induzida a Insuficiéncia Cardiaca Direita, por

MCT, apresentavam sinais clinicos diferenciados dos que ndo receberam MCT,

no entanto estes dados nao foram medidos, apenas observados. Entre os sinais
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observados foram pélos, respiracdo, aparéncia do volume abdominal, cor das
patas e focinho. A incidéncia de mortes durante o periodo experimental, apds a

inducéo da insuficiéncia cardiaca direita por MCT, também foi registrado.

2.11 Nivel de Congestéo Hepética e Pulmonar

Imediatamente apds a morte dos animais, figado e pulmao foram extraidos
e pesados. Estes o6rgdos foram posteriormente submetidos a processo de
secagem em estufa (65°C até peso constante) e novamente pesados. A
congestao hepatica e pulmonar foi avaliada a partir da razdo do peso umido/seco

dos 6rgaos (Chaper et al., 2000).

2.12 Hipertrofia Cardiaca, Ventricular Direita e Esquerda

Apoés registro das pressodes intraventriculares, os animais foram mortos com
pancada na cabeca e deslocamento cervical. O térax foi aberto com auxilio de
uma tesoura e o coracédo foi rapidamente retirado e lavado por trés vezes em KCI
1,15%. Apds seco em papel filtro, obteve-se o peso total do musculo cardiaco. A
hipertrofia cardiaca foi avaliada através da razdo do peso do coragdo isolado
pelo peso corporal e expressa em mg/g. Os atrios foram separados dos
ventriculos, sendo os ventriculos direito e esquerdo, pesados separadamente. A
hipertrofia direita foi avaliada pelo peso do ventriculo direito sobre peso corporal
(mg/g) e, a hipertrofia esquerda foi avaliada pelo peso do ventriculo esquerdo

sobre peso corporal (mg/g) (Chaper et al., 2000; Mathew et al., 1995).
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2.13 Avaliacao Hemodinamica

Para avaliacdo de parametros hemodinamicos, os animais foram
anestesiados com ketamina (50 mg/Kg) e xilazina (20 mg/Kg) administradas
intraperitonialmente. A veia jugular direita foi exposta e uma canula (cateter
de polietileno PE-50) foi introduzida e avancada até o atrio direito e o
ventriculo direito. A pressédo ventricular sistélica direita (PSVD) e a presséao
ventricular diastdlica final direita (PDFVD), as derivadas positiva (+dP/dt) e
negativa (-dP/dt) foram monitoradas usando um transdutor de pressao
(Strain-Gauge — Narco Biosystem Miniature Pulse Transducer RP-155,
Houston, Texas, USA) ligado a um amplificador de sinais (pressure
Amplifier HP 8805C). Os sinais analogicos de PA foram digitalizados
(CODAS - Data Acquisition System, PC) com frequéncia de amostragem de
100 Hz (Chaper et al., 2000).

2.14 Morte dos Animais e Preparo dos Homogeneizados

Os animais foram mortos com pancada na cabeca e deslocamento cervical,
imediatamente apO0s o0 cateterismo. Posteriormente a morte dos animais, 0
coracdo foi rapidamente retirado e homogeneizado durante 30 segundos em ultra -
Turrax, na presenca de KCI 1,15% (5mL por g de tecido) e de fluoreto de fenil
metil sulfonila (PMSF), na concentracdo de 100 mmol/L em isopropanol (10uL por
mL de KCI adicionado). O PMSF é um inibidor de proteases e foi utilizado para
que ndo houvesse degradagdo das enzimas cuja atividade foi medida. Os
homogeneizados foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm em centrifuga
refrigerada (Sorvall RC 5B — Rotor SM 24) e o sobrenadante foi retirado e
congelado em freezer a -80 °C para realizar as medidas bioquimicas de estresse
oxidativo (Llesuy et al., 1985).
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2.15 Quantificacao de Proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Lowry
(1951) e colaboradores, que utiliza como padrdo uma solucdo de albumina
bovina na concentracdo de 1 mg/mL. Para a realizacdo das dosagens foram

utilizados os seguintes reagentes:

a) NaHCOg3; (bicarbonato de sédio) 2% em NaOH (hidréxido de sodio)
0,1N;

b)CuS04.5H,0 (sulfato de cobre)1%;

c) KNaC4H406.4H,0 (tartarato de sodio e potassio) 2%

Foi preparada a fresco uma mistura utilizando-se 50 ml do reagente
"a", 0,5 ml do "b" e 0,5 ml do "c".

Foram adicionados 20uL de homogeneizado de tecido em 0,78 mL de
agua destilada e 2 mL do reativo descrito acima, aguardando-se 10
minutos. ApoOs esse tempo, foi adicionado com agitacdo 0,2 mL do reativo
de Folin Ciocalteau, diluido em &gua destilada na propor¢cao 1:3. Ap6s 30
minutos, a solucdo adquiriu coloracdo azulada que foi medida em

espectrofotbmetro marca Varian, modelo Cary a 625 nm.

O célculo foi feito utilizando-se fator de correcdo, calculado a partir
da curva de calibracdo construida utilizando-se solucdo padrdo de

albumina na concentracdo 1mg/mL.
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2.16 MEDIDAS DE ESTRESSE OXIDATIVO

2.16.1 MEDIDAS DE LIPOPEROXIDACAO ( LPO)

2.16.1.1 Quimiluminescéncia Iniciada por t-BOOH

Este método consiste em adicionar um hidropéroxido organico de origem
sintética, o hidroperéxido de tert-butil (t--BOOH), ao homogeneizado de tecido
avaliando a capacidade de resposta produzida pela amostra. A realizacdo deste
tipo de teste consiste no fato de que os hidroperoxidos sdo espécies quimicas
bastante instaveis, reagindo com lipidios por um mecanismo radicalar, no qual
gera produtos que emitem luz pela amostra em estudo. este método é um dos

mais sensiveis para a medida de LPO.

A QL foi medida em um contador beta (LKB Rack Beta liquid scintilation
Spectrometer-1215; LKB Produkter AB, Brommma, Sweden) com o circuito de
coincidéncia desconectado e utilizado o canal de tritio. As determinacdes foram
realizadas em sala escura, em frascos de vidro mantidos na penumbra para evitar
a fosforescéncia ativada pela luz fluorescente. O meio de reacdo no qual foi
realizado o ensaio consistiu em 4mL de uma solucdo reguladora de KCI
140mmol/L, fosfatos 20mmol/L, pH 7,4 a qual foi adicionado 10uL de
homogeneizado de tecido. Apds, foi realizada uma leitura inicial, considerada esta
a emissado de luz basal. O hidroperéxido organico utilizado foi o hidroperoxido de
tert-butil, na concentracdo de 400mmol/L, do qual foram adicionados 30 uL no
meio da reagdo para uma concentracdo final de 3mmol/L. Foi medida, entdo, a
emisséo de luz e, dessa, foi descontada a emisséo basal para fins de calculos. Os
resultados foram expressos em contagens por segundo (cps) por miligrama de

proteina (Gonzéalez-Flecha et al., 1991).
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2.16.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

2.16.2.1 Superéxido Dismutase (SOD)

Esta enzima catalisa a reacdo de dois anions superoxido, com a
consequente formacao de peroxido de hidrogénio, que € menos reativo e pode ser
degradado por outras enzimas, como a catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GPx). A velocidade da reacdio catalisada pela SOD é 10 maior do que a
velocidade de dismutacdo espontanea em pH fisiolégico (Southorn & Powis,
1988; Boveris et al., 1983). Reacao 2.1.

0, +0, +2H" _59°,  H,0+0,

Reacédo 2.1

A técnica utilizada neste trabalho para determinacdo da SOD baseou-se na
inibicdo da reacdo do radical superoxido com pirogalol. O superoxido é gerado
pela autooxidagdo do pirogalol quando em meio basico. A SOD presente na
amostra compete pelo radical superoxido com o sistema de deteccdo, portanto
guanto maior fosse a concentracdo de SOD na amostra, menor seria a auto-

oxidacdo do pirogalol.

A oxidagdo do pirogalol, leva a formacdo de um produto colorido, detectado
espectrofotometricamente a 420 nm. A atividade da SOD ¢é determinada medindo-
se a velocidade de formacdo do pirogalol oxidado (Marklund, 1985). Utilizou-se
uma solucdo tampéo (Tris-base na concentracdo de 50mmol/L; EDTA na
concentracdo de Immol/L em pH 8,2), pirogalol 24mmol/L (em acido cloridrico a
10mmol/L) e catalase a 30umol/L. Foi realizada uma curva padrdo com uma
solugcédo de SOD de concentracdo conhecida. Desta forma, calculou-se o fator de
calibracdo necessario para converter a porcentagem de inibicdo da autooxidagao
em unidade de enzima. No ensaio, adicionou-se a cubeta 988uL de tampao tris,

4uL de catalase, zerou-se o espectrofotobmetro e adicionou-se 8ulL de pirogalol,



64

observando-se a oxidacdo do mesmo. Desta forma, obtivemos o méaximo (100%)
de oxidacdo desta substancia. Com a amostra, procedeu-se da mesma forma,
apenas com o0 ajuste de volume do tampdo de acordo com a quantidade de
homogeneizado de tecido adicionada, para se ter um volume final de 1mL. Os

resultados foram expressos em U SOD/mg proteina.

2.16.2.2 Catalase (CAT)

Esta enzima é altamente especifica e possui atividade apenas para
peréxido de hidrogénio, hidroperoxidos de metila e etila. A CAT é uma
hemoproteina e catalisa a decomposicdo do peroxido de hidrogénio a agua e

oxigénio (Boveris & Chance, 1973).

A atividade da CAT é diretamente proporcional a taxa de decomposicdo do
peroxido de hidrogénio, e obedece a uma cinética de pseudo primeira ordem.
Sendo assim, a atividade de enzima catalase pode ser medida através da

avaliacdo do consumo de peroxido de hidrogénio.

Este teste consiste em avaliar a diminuicdo da absorbancia no comprimento
de onda de 240nm, sendo esse o comprimento de onda onde ha a maior absor¢cao
pelo peroxido de hidrogénio, utilizando-se cubetas de quartzo devido a alta

energia no comprimento de onda no qual foram realizadas as medidas.

Para realizagcdo deste ensaio foram utilizados 0s seguintes reagentes:
Solucao tampéao de fosfato de sédio a 50mmol/L (pH 7,4) e peroxido de hidrogénio
0,3mol/L. Em cubetas de quartzo, foram adicionados 955uL do tampé&o fosfato e
10uL de amostra de tecido ou 30uL de amostra de sangue, essa cubeta foi
colocada em espectrofotbmetro e descontada contra um branco de tampdao
fosfato. Apds, foram adicionados 35uL do peroxido de hidrogénio e foi feito o

monitoramento da diminuicdo da absorbancia no comprimento de onda
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selecionado. Os resultados foram expressos em nmoles por mg de proteina
(Boveris & Chance, 1973).

2.16.2.3 Glutationa Peroxidase (GPx)

A enzima glutationa peroxidase (GPx) catalisa a reacdo de hidroperoxidos
com a glutationa reduzida (GSH) para formar glutationa oxidada (GSSG) e o
produto da reducdo do hidroperdxido. Por isso, a sua atividade pode ser
determinada medindo-se o consumo de NADPH, na presenca de GSH e glutationa
redutase (GR) na reacdo de reducédo acoplada a reacdo da GPx. A azida sodica

(NaNg3) é adicionada para inibir a catalase (reacao 2.2) (Wendel, 1981).

ROOH + 2GSH GPx ROH + GSSG + H,0O
. EEEE——
Reacédo 2.2

A amostra foi previamente preparada adicionando-se uma mistura de
cianetos (cianetos de potassio KCN 9mmol/L e ferrocianeto de potassio
Ks[Fe(CN)s) (0,9mmol/L), para inibir a atividade pseudo-peroxidase da
hemoglobina. Inicialmente, utilizou-se a mistura de cianetos para se obter o reativo
de Drabkin, para medir a quantidade de hemoglobina. Depois de conhecida a
concentracdo de hemoglobina, essas mesmas solu¢bes foram utilizadas, em
diferentes proporc¢des, para se obter a solucdo transformante, que vai transformar

toda hemoglobina em cianometahemoglobina.

SOLUCAO DE DRABKIN:

0,85mL de KCN 9 mmol/L;

6,6mL de K3 [Fe(CN)g] 0,9 mmol/L;
g.s.p. 10mL agua destilada.

SOLUGCAO TRANSFORMANTE:
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5,0mL de KCN 9 mmol/L;
5,0mL de Ks[Fe(CN)s] 0,9mmol/L

A atividade da GPx foi medida em um espectrofotdmetro da marca Varian;
modelo Cary. Foi monitorada a diminuicdo da absorbancia do NADPH a 340 nm.
Em um meio de reacdo contendo os seguintes reagentes:

a) Solucdo tampéao de fosfatos 143mmol/L e EDTA 1mmol/L, pH 7,5;
b) NADPH 0,24mmol/L;

c) azida sédica 1mmol/L;

d) GSH 5mmol/L;

e) Glutationa redutase (GR) 0,25U/mL;

f) Hidroperoxido de tert-butil 0,5mmol/L.

Na cubeta do espectrofotdmetro, foram adicionados 330 uL de tampéo,
50uL de homogeneizado de tecido, 500 uL de NADPH, 10uL de azida sédica
50uL de GSH e 10uL de GR. A absorbancia foi registrada por um periodo de
aproximadamente 3 minutos, até haver uma certa estabilizagdo da linha base.
Apés foram adicionados 50uL de hidroperoxido de tert-butil, e a diminuicdo da
absorbancia, devido ao consumo de NADPH, foi monitorada por aproximadamente
5 minutos. Os resultados foram expressos em nmoles por minuto por mg de
proteina (Flohé & Gunzler, 1984).

2.16.3 Medida da Capacidade Antioxidante Total (TRAP)

Nos tecidos e outros fluidos corporais existem substancias com
capacidade antioxidante. A relativa concentracdo destas espécies no tecido
determina a capacidade antioxidante total do mesmo. O fundamento desta

medida esta explicado no item 2.2, experimento in Vvitro.
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A determinacdo ocorre em um meio de reagéo formado por ABAP (20mM)
em tampéao fosfato 50 mmol/L (pH=7,4), 40umol/L de luminol em NaOH. A medida
se realiza em contador beta (LKB Rack Beta Liquid Scintilation Spectrometer-
1215; LKB Produkter AB, Brommma, Sweden) com o circuito de coincidéncia
desconectado. Se faz uma medida basal e logo se agregam aliquotas do
homogeneizado de tecido, registrando-se a emissdo até voltar aos valores
basais. Os resultados sdo expressos em puM de Trolox/mg proteina (Lissi et
al.,1992).

2.17 Determinacdao de Nitratos e Nitritos

Os niveis de nitratos e nitritos no tecido cardiaco foram medidos pela
reacdo das amostras com o reagente de Griess. Aliquotas de 50uL foram
incubadas com cofatores enziméticos e nitrato redutase por trinta minutos em
temperatura ambiente, para conversdo de nitrato a nitrito. Os nitritos formados
foram, entdo, analisados pela reacédo destes com o reagente de Griess. Forma-se
um composto corado que foi medido em espectrofotdbmetro no comprimento de

onda de 540 nm e expresso em mmol/L (Granger, 1999).

A quantificacdo dos niveis de nitratos foi feita utilizando-se os seguintes
reagentes. Reativo de Griess (1g de Sulfanilamina, 0,1g de naftiletiienodiamina,
2,3mL de &cido ortofosforico 85%, 97,7mL de agua); Tris 1mol/L, pH 7,5; NADPH
0,02mM; Glicose 6-fosfato (G6P) 5 mmol/L; Glicose 6-fosfato desidrogenase
(G6PDH) 10U/mL e Nitrato redutase (NR) 0,1U/mL. No meio de reacdo foram
adicionados 50uL de amostra, 10 uL de NADPH, 7 uL de Tris, 23 uL de uma
mistura de G6P/G6PDH e 10 uL de NR. A mistura foi incubada a temperatura
ambiente, sob agitacdo, por 30 minutos. Apés, foram adicionados 100uL do
reagente de Griess, foi incubado, novamente, a temperatura ambiente sob
agitacdo por mais 10 min e a absorbancia foi lida a 540 nm. Os resultados foram
avaliados comparando-se com uma curva padrdo feita utilizando-se nitrato de

soédio 1 mmol/L e expressos em mmol/L (Granger,1999).
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2.18 Analise Estatistica

Apoés efetuados todos os testes, foram calculadas as médias e 0s erros
padrbes das médias para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos
grupos estudados. Para anadlise estatistica dos dados foi realizado o teste de
andlise de variancia complementado com o teste de compara¢cdes mdltiplas de
Student-Newmann-Keuls, sendo as diferencas consideradas significativas para

p<0,05 (nivel de significAncia de pelo menos, 5%).
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3. RESULTADOS

1. Estudos In Vitro

3.1 Analise de Compostos Fitoquimicos Presentes no Vinho e Suco de

Uva

Analisou-se a composicao dos fitoquimicos do vinho e do suco de uva onde
foram encontrados (Tabela 3.1). catequinas, lactonas, acUcares redutores,
saponinas, taninos, fendis geral, flavonoides, antocianidina. Os resultados
mostram que no suco de uva 0S compostos de catequinas, saponinas, taninos,
fendis em geral, flavondides, antocianidina estavam presentes, no entanto trés
componentes: lactonas, agucares redutores e lavonodides ndo foram detectados

nas amostras do produto (Tabela 3.1).
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Tabela.3.1 Analise de Fitoquimicos presentes no suco de uva e no

vinho tinto
Polifenois Vinho Suco Uva
Catequinas Presente Presente
Lactonas Presente Ausente
Acucares Redutores Presente Ausente
Saponinas Presente Presente
Taninos Presente Presente
Fendis em Geral Presente Presente
Flavonodides Presente Presente
Antocianidina Presente Presente
Lavondides Presente Ausente

O screening dos produtos permitiu identificar a presenca dos fitoquimicos em cada produto.
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3.2 Medida da Capacidade Antioxidante Total (TRAP) no Vinho

A TRAP mede a quantidade de antioxidantes presentes na amostra. O
vinho puro (100%) possui capacidade antioxidante total 54% superior ao ser
relacionado com o vinho diluido a 50%. O mesmo se repete ao serem
comparadas as diluicdes de 50% com 25% (Figura 3.1). Os resultados indicam a

proporcionalidade da TRAP com as dilui¢des.
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200 4

100

25 Diluicéo (%)

Figura 3.1: Capacidade antioxidante total (TRAP) (mmol de Trolox/L) in vitro no vinho a
diferentes diluicOes.
Os resultados estdo expressos como média + EPM. n = 10 repetices.

Utilizam-se as notagdes de significancia:

a= diferenga significativa em relacdo as outras dilui¢des do vinho (p<0,001).
b= diferenca significativa em relacdo as amostras do vinho a 25% de dilui¢éo (p<0,001).
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3.3 Medida da Capacidade Antioxidante Total (TRAP) no Suco de Uva

A quantidade de antioxidantes presentes na amostra do suco puro (100%)

mostrou-se 37% superior ao suco diluido a 50%. Esta propor¢do foi aumentada a

medida que o suco foi diluido, mostrando uma diferenca significativa de 54%

guando comparadas as diluicbes de 50% com 25% (Figura 3.2).
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Figura 3.2: Determinaco da capacidade antioxidante total (TRAP) em (mmol de Trolox/L) in vitro
dosuco de uva a diferentes diluigdes.
Os resultados estdo expressos como média + EPM. n = 10 repetigdes.

Utilizam-se as notagdes de significancia:

a= diferenca significativa em relagéo as outras diluicdes (p<0,001).
b= diferenca significativa em relagéo as amostras do suco diluido a 25% (p<0,001).
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3.4 Medida da Capacidade Antioxidante Total (TRAP) no Vinho e Suco
de Uva

O vinho possui uma maior capacidade antioxidante total que o suco, sendo

em média 50% maior que o0 suco em amostras puras de vinho. A medida que

ocorre a diluicdo, esta diferenca também vai sendo reduzida proporcionalmente
(Figura 3.3).

TRAP (mmol de Trolox/L)
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Vinho  Suco Vinho  Suco Vinho Suco  Diluicdo (%)
100%  100% 50% 50% 25%  25%

Figura 3.3: Determinacdo da Capacidade antioxidante total (TRAP) do vinho e suco de uva a
diferentes dilui¢Ges in vitro (mmol de Trolox/L).

Os resultados estdo expressos como média + EPM. n = 10 repeticOes.
Utilizam-se as notagdes de significancia:

a= diferenca significativa em relacéo a todas as amostras (p<0,001).

b= diferenca significativa em relacdo as amostras do suco em todas diluicbes (p<0,001).
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3.5 Medida da Reatividade Antioxidante Total (TAR) do Vinho e do
Suco de Uva

A reatividade antioxidante total mede a qualidade dos antioxidantes
presentes nos alimentos. A TAR do vinho mostrou-se 19% superior quando

comparada ao suco de uva (Figura 3.4).
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Figura 3.4: Determinacgdo da reatividade antioxidante total (TAR) (mmol de Trolox/L)do vinho e
suco in vitro.
Os resultados do vinho e suco de uva estdo expressos como média + EPM. de 10 experimentos.

Utilizam-se as notacdes de significancia:

a= diferenca significativa em relagéo as amostras do suco (p<0,001).
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3.6 Xantina Oxidase in Vitro
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Ao se analisar a atividade da xantina oxidase in vitro pode-se observar que

o0 vinho consegue inibir em maior propor¢cdo a taxa de producdo do &nion

superoxido in vitro pelo sistema xantina-xantina oxidase ao ser comparado ao

suco (Figura 3.5).
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Figura 3.5: Determinagdo da Xantina Oxidase in vitro do Suco e Vinho (% inibicéo)
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II. Estudos In Vivo

3.7 Avaliagao Subjetiva Global e Mortalidade

Na avaliacdo subjetiva global, apés duas semanas da administracdo da
MCT, foram observados, nos animais com hipertrofia cardiaca direita, sinais como
perda da massa muscular, dispnéia, patas e focinho cianoticos, pélos quebradicos

e amarelados, maior agressividade.

Registrou-se nos animais um indice de mortalidade geral, por diversas
causas no Gl um total de 20% (p<0,001) sendo 61,5% superior em relagdo ao
GVI que teve 7,7% de mortalidade, e o Gl foi 65% maior em relagdo ao GSI

que teve um indice de 7% de taxa de mortalidade.
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3.8 Ganho de Peso dos Animais

O ganho de peso ndo apresentou variacdo significativa entre os grupos
(Figura 3.6). A média de peso inicial variou de 46 a 529 e a final foi de 219 a
250g. Foi observada tendéncia de maior peso no grupo GS com uma media de

peso final de 250g, e o grupo Gl o0 menor com média final de 219g.
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Figura 3.6: Ganho de peso (g) nos distintos grupos experimentais durante o periodo de tratamento.
Os resultados estdo expressos como média + EPM de 8 a 12 animais por grupo.
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3.9 Consumo Alimentar nos Distintos Grupos

Quanto ao consumo de racdo durante o periodo experimental, ndo foi
observada diferenca estatisticamente significativa, apesar de haver uma tendéncia
de 6% menor consumo no GI em relagédo ao GS que foi o0 de maior quantidade de

consumo (Figura 3.7).
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Figura 3.7 : Consumo alimentar (g) nos distintos grupos durante o periodo de tratamento. Os

resultados estdo expressos como média + EPM de 8 a 12 animais por grupo.



79

3.10 Anélise da Congest&o de Org&os

A congestéo de orgaos foi avaliada pela razdo peso umido sobre peso seco
dos mesmos. Quanto a congestdo hepatica ndo foi observada diferenca
significativa entre os distintos grupos. Enquanto na congestdo pulmonar foi
observada uma diferenca significativa dos grupos GVI e GSI com seus
respectivos controles. Ocorreu um aumento significativo do grupo Gl em relagéo
aos grupos GVI e GSI de 16,3% e 14,6%, respectivamente (Tabela 3.2). Quando
comparados aos seus grupos controles, o GVI e GSI apresentaram diferenca

significativa

Tabela 3.2- Relag&o peso Umido/peso seco (em g/g) de pulméo e figado nos

distintos grupos durante o periodo de tratamento

Relacdo Peso umido/Peso seco

Grupos

Figado (g/g) Pulma&o (g/g)
GC 4,71 + 0,06 567 + 0,23
Gl 488 + 0,17 80 +027°
GV 496 + 0,02 586 + 0,24
GVI 552 + 0,47 720 +10%°
GS 457 + 0,07 548 + 0,19
GSI 464 + 0,11 734 +027%°

Os resultados estdo expressos como média + EPM de 8 a 12 animais por grupo.

Utilizam-se as notagdes de significancia:
a = diferenca significativa (p<0,05) quando comparado a seu respectivo grupo controle
b = diferenca significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo GI.
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3.11 Anéalise de Parametros Morfométricos

Como esperado, a injecdo de MCT induziu hipertrofia ventricular direita e
ndo esquerda. Portanto a hipertrofia cardiaca observada se deve ao ventriculo
direito (VD). O GI mostrou hipertrofia 31% superior ao ser comparado a seu
controle (GC). Nos animais com administracdo da MCT tratados com suco mais
vinho (GVI) a hipertrofia de VD diminuiu 23% em relagdo ao GI, no entanto o
tratamento onde somente foi usado suco (GSI) ndo diminui significativamente a
hipertrofia de VD. Entre GSI e GVI ndo ocorreu diferenca significativa, apesar de

haver uma tendéncia de reducdo em 12% do GVI em relacédo ao GSI (Tabela 3.3).

Quanto a hipertrofia ventricular esquerda, ndo foi observada diferenca

significativa entre os grupos estudados.

A hipertrofia cardiaca ao se comparar os distintos grupos com seus
controles o GVI foi maior em 13% ao ser comparado ao seu controle GV, os

demais grupos ndo mostraram diferenca.



Tabela 3.3—- ParAmetros morfométricos nos distintos grupos durante o periodo de

tratamento
Grupos HVD HVE HC
VD/Peso Corporal VE/Peso Corporal Peso Coracdo/Peso Corporal
(mg/g) X 10 (mg/g) (mg/g)
GC 6,3+ 0,30 2,03 + 0,60 3,10 + 0,06
Gl 9,1+ 0,43° 2,08+ 0,33 3,42+ 0,17
GV 56+ 0,18 1,93+ 0,32 2,84+ 0,04
GVI 7,0+ 055%° 2,15+ 0,53 3,23+ 0,12°
GS 58+ 0,27 2,14+ 0,38 3,16 £ 0,06
GSI 79+ 0,29° 2,08+ 0,88 3,36 + 0,06

Os resultados estdo expressos como média + EPM de 8 a 12 animais por grupo.
HVD (Hipertrofia Ventricular Direita), HVE (Hipertrofia Ventricular Esquerda), HC (Hipertrofia Cardiaca).

Utilizam-se as notagdes de significancia:

a
b

diferenca significativa (p<0,001) quando comparado a seu controle
diferenca significativa (p<0,05) quando comparado ao grupo Gl.
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3.12 Medidas Hemodinamicas

Quanto a medida da presséao intraventricular sistélica direita (PSVD), ocorreu
um aumento significativo de 52% do Gl em relacdo ao seu controle (GC). Os
grupos GVI e GSI tiveram um aumento de 39% e 37% respectivamente, em
relacdo a seus controles (GV e GS). Relacionando os grupos GVI e GSI com Gl,
observou-se uma reducdo da PSVD de 28,5% e 23,8%, respectivamente (Tabela
3.4).

A medida da presséao diastdlica final do ventriculo direito (PDFVD) apresentou
um aumento significativo (p<0,01) no Gl em relagdo ao GC (Tabela 3.4). Nos
grupos tratados foi registrada uma reducéo nos grupos GVI de 42% e no GSI 29%

quando comparados ao Gl (Tabela 3.4).

Quanto a velocidade de contracao ventricular direita (+dP/dt) ocorreu variacao
significativa na contratilidade entre os grupos experimentais. O grupo Gl mostrou
diferenca significativa de 47% superior ao seu controle (GC). Pode-se observar
uma reducdo no grupo insuficiente tratado com vinho (GVI) de 30,7% quando
comparado ao Gl (Tabela 3.4). No GVI, a +dP/dt foi em 27% maior ao ser
comparada ao seu controle (GV) e o GSI teve um aumento de 42% em relagédo ao
GS.

A velocidade de relaxamento ventricular direita (-dP/dt) mostrou que o Gl teve
diferenca significativa superior de 48% em relacdo ao seu controle (GC), o GVI foi
39% maior ao ser comparado ao seu controle (GV) e o GSI teve um aumento de
44% em relacdo ao GS. Observa-se uma tendéncia de estar elevada no Gl em
relacdo aos grupos GVI (25,4%) e GSI (22,3%) (Tabela 3.4).



Tabela 3.4 - Medidas hemodindmicas nos distintos grupos durante o periodo de

tratamento
Grupos PSVD PDFVD +dP/dt - dP/dt
(mm Hg) (mm Hg) (mm Hg/s) (mm Hg/s)
GC 285+1.2 40+£04 962,8 + 119,0 890,2+91,0
Gl 60,1+2,72 8,9+0,72 1816,3 +132,0® 1709,5 + 156,02
GV 26,2+ 0,7 41+04 914,8 £ 80,0 769,2 + 60,0
GVI 43,0431 52+0,5" 1258,6 + 145,0 ab 1275,3+ 94,02
GS 28,8+ 2,0 41+1,0 893,2 +125,0 736,0 £ 105,0
GSI 458 +3,72° 6,3+0,7" 1547,2 + 176,02 1328,3+ 134,02

Os resultados estdo expressos como média + EPM de 8 a 12 animais por grupo
PSVD =Pressao Sistélica VD; PDFVD= pressao Diastélica Final do VVD; +dP/dt= indice de contratilidade; -

dP/dt= indice de relaxamento.

Utilizam-se as notagdes de significancia:

a = diferenca significativa (p<0,001) quando comparado a seu respectivo controle
b = diferenca significativa (p<0,01) em relac¢do ao grupo Gl
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3.13 Medidas de Estresse Oxidativo (EO)

3.13.1 Medida de Lipoperoxidacdo por Quimiluminescéncia (QL)

Para os niveis de QL, a andlise de variancia demonstrou diferenca
significativa entre os grupos no tecido cardiaco. Foi constatado um aumento
significativo de QL de 23% no Gl em relagdo ao GC (p<0,01). Nos grupos GVI e
GSI néo foi observada diferenca significativa em relacdo aos seus respectivos
controles (GV e GS). O grupo GVI apresentou uma reducgao significativa de 22%
em relagdo ao Gl, e o grupo GSI foi 72% inferior ao ser comparado ao Gl
(p<0,001) (Figura 3.8). Constatou-se uma QL de 64% superior no grupo de GVI
(p<0,001) ao compararmos com o GSI (Figura 3.8). O grupo controle tratado com
suco (GS) teve uma lipoperoxidacdo medida por QL, significativamente inferior

em relagcéo aos grupos controles GC e GV, (227% e 217% respectivamente).
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Figura 3.8: Quimiluminescéncia (QL em cps/mg prot) em homogeneizados de tecido cardiaco
nos diferentes grupos experimentais. Os resultados estdo expressos como média + EPM de 8 a 12

animais por grupo.

Utilizam-se as notagdes de significancia:

a - diferenca significativa (p<0,001) em relagdo aos demais grupos
b — diferenga significativa (p<0,001) em relagéo ao grupo GSI.

¢ — diferenca significativa (p<0,001) em relacéo ao grupo GC e GV.
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3.13.2 Andlise das Enzimas Antioxidantes

3.13.2.1 Enzima Superéxido Dismutase (SOD)

Ao avaliar a atividade da enzima SOD em homogeneizado de tecido
cardiaco, a andlise de variancia, demonstrou diferenca significativa entre o0s
grupos. Quanto ao Gl foi observada uma reducdo de 82% da sua atividade em
relacdo ao seu controle (GC). O Gl mostrou uma tendéncia da enzima estar
reduzida em 15% ao ser comparada ao grupo GVI. O grupo GSI mostrou uma
atividade de 78% superior ao Gl na atividade da SOD (Figura 3.9). Foi também,
observada uma diminuicdo significativa de 35% na atividade da SOD no grupo
GVI gquando comparado com o GSI. A atividade da SOD néo foi reduzida no GSI
ao ser comparado ao seu grupo controle, enquanto no grupo GVI teve uma
reducédo de 30% ao seu controle GV (Figura 3.9).
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Figura 3.9 Medida da atividade da enzima Super6xido Dismutase (U SOD/mg proteina) em

homogeneizados de tecido cardiaco nos diferentes grupos experimentais. Os resultados estdo

expressos como média + EPM de 8 a 12 animais por grupo.

Utilizam-se as notagdes de significancia:

a - diferenca significativa (p<0,001) em relagdo a seu grupo controle.
b - diferenca significativa (p<0,001) em relacéo a GSI.



88

3.13.2.2 Enzima Catalase (CAT)

Ao avaliarmos a atividade da enzima catalase em homogeneizados de
tecido cardiaco, ndo foi observada diferenca significativa entre os grupos
estudados, apesar de haver uma tendéncia de estar reduzida no Gl em relacéo

aos grupos GVI e GSI, (22% e 8%) respectivamente (Figura 3.10).
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Figura 3.10: Medida da atividade da enzima catalase (nmoles/mg proteina) em homogeneizados de

tecido cardiaco nos diferentes grupos experimentais. Os resultados estdo expressos como média =+

EPM de 8 a 12 animais por grupo.
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3.13.2.3 Enzima Glutationa Peroxidase (GPx)

Ao avaliarmos a enzima GPx foi observada diferenca significativa entre os
grupos. Foi observada uma diminuicdo significativa da atividade da enzima em
33% (p<0,001) no grupo Gl ao ser comparado com o seu controle. Nos demais
grupos esta diferenca ndo se repetiu ao serem comparados aos seus respectivos
controles. Nos grupos tratados observou-se um aumento significativo da atividade
da GPx do grupo GVI em 47% ao ser comparado ao Gl (p<0,001), e esta
também teve sua atividade superior em 35% no GSI em relacdo ao Gl (p<0,001)
(Figura 3.11)
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Figura 3.11: Medida da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) (nmoles/min/mg proteina)
em  homogeneizados de tecido cardiaco nos diferentes grupos experimentais. Os resultados estdo

expressos como média + EPM de 8 a 12 animais por grupo.

Utilizam-se as notac@es de significancia:

a - diferenca significativa (p<0,001) em relacdo aos demais grupos.
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3.14 Medida da Capacidade Antioxidante Total (TRAP)

A andlise da TRAP em homogeneizado de tecido cardiaco mostrou
diferenca significativa do grupo insuficiente (GI) com 81% inferior em relacédo a
seu controle (GC) (p<0.001). Os grupos tratados GVI e GSI néo tiveram diferenca
significativa em relacdo aos seus respectivos controles. A TRAP teve diferenca
significativa superior no GVI (58%) em relacdo ao Gl (p< 0.01). Esta também

mostrou-se maior no GSI (45%) ao ser comparado ao Gl (p< 0.01) (Figura 3.12).

Figura 3.12: Medida da Capacidade Antioxidante Total (TRAP) (mmol de Trolox/mg proteina) em
homogeneizados de tecido cardiaco nos diferentes grupos experimentais.

Os resultados estéo expressos como média + EPM de 8 a 12 animais por grupo.

Utilizam-se as notagdes de significancia:

a - diferenca significativa (p<0,001) em relagcdo a GC
b — diferenca significativa (p<0,01) em relacdo a GVI e GSI.
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3.15 Avaliagdo da Concentracdo dos Metabolitos do Oxido Nitrico

3.15.1 Concentracédo de Nitrato (NO3) em Tecido Cardiaco

A concentracdo de nitratos em tecido cardiaco apresentou uma variacao
significativa entre os grupos experimentais. Na figura 3.13, podemos observar
uma diminui¢éo significativa (p<0,001) do grupo Gl em relacdo a seu controle GC.
Este efeito ndo foi observado nos grupos tratados com vinho (GVI) e suco (GSI).
Estes dois Ultimos sdo 81% e 27%, respectivamente maiores que GIl. Mas no GSI
foi significativamente (p<0.01) inferior (30%) ao ser comparado com GVI. O
mesmo foi observado entre grupos controles com 34% (p<0.01) inferior do GS em

relacdo ao GV.
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Figura 3.13: Concentracdo de Nitrato (NO3?) (mmol /L/) em homogeneizados de tecido cardiaco
nos diferentes grupos experimentais.

Os resultados estéo expressos como média + EPM de 8 a 12 animais por grupo.

Utilizam-se as notagdes de significancia:

a - diferenca significativa p<0,001 em relagcdo ao aos demais grupos.
b — diferenca significativa p<0,01 em relagdo ao grupo GVI.
¢ - diferenca significativa p<0,001 em relacdo ao grupo GC e GV.
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3.15.2 Concentracédo de Nitrito (NO2) em Tecido Cardiaco

A concentracao de nitritos nos diferentes grupos experimentais apresentou
variagcoes de perfil semelhante a de nitratos. O grupo Gl foi significativamente
inferior em 37% (p<0,001) quando comparado a seu grupo controle. O grupo GSI
foi significativamente inferior em 41% (p<0,05) em relacdo ao grupo GVI. O grupo

GS mostrou-se menor ao ser comparado ao GV (57%) e GC (58%) (Figura 3.14).
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Figura 3.14: Concentracdo de Nitrito (NO;) (mmol /L) em homogeneizados de tecido cardiaco nos
diferentes grupos experimentais.

Os resultados estdo expressos como média + EPM. de 8 a 12 animais por grupo.
Utilizam-se as notagdes de significancia:

a - diferenca significativa (p<0,001) em relacdo a seu controle.
b — diferenca significativa (p<0,05) em relacéo ao grupo GVI.
¢ - diferenca significativa (p<0,001) em relacdo ao grupo GV e GC.
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4. DISCUSSAO

4.1 Estudos In vitro

As moléculas de polifendis tém sido identificadas em uma ampla variedade
de alimentos de origem vegetal. Estas moléculas sdo metabdlitos secundarios das
plantas e ndo podem ser sintetizadas pelos humanos. Nas plantas, geralmente
estdo envolvidos na defesa contra a agressdo da radiagcao ultravioleta e

patdgenos.

O vinho tinto, como 0 suco contém compostos polifenolicos, com mais de
200 substancias, incluindo os flavonoides, os quais podem reduzir a agregacao
plaquetéria e isto tem sido associado a baixa incidéncia das enfermidades
cardiovasculares (Keevil et al., 2000).

Os flavondides tém uma estrutura quimica basica como se observa na

Figura 4.1.
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Figura 4.1 Estruturas dos distintos flavonoides (Adaptado Peterson & Dwyer, 1998).

Eles contém multiplos grupos hidroxilas (-OH). S&o antioxidantes por

serem doadores de hidrogénio, “quenchers” de oxigénio singlet, potentes agentes

qguelantes de metais, podem atuar blogueando as reacfes em cadeia da

lipoperoxidacdo. (Shi et al, 2003).

Os flavondides das uvas sao primariamente flavondis, antocianidinas e

proantocianidinas, enquanto que no vinho 0s principais componentes Ssao
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catequinas. Os antioxidantes identificados no vinho tinto incluem &cidos fendlicos,
flavonadis, catequinas monomeéricas, antocianidinas poliméricas. A catequina é o
componente no vinho que se apresenta em maior concentragdo: sao encontrados
em média 300mg/L. Os flavondides estdo presentes na concentracdo de 30mg/L
(Quercitina e Kaempferol) e 140 mg/L de acidos fendlicos (Penny et al., 2002).
Todos estes componentes, incluindo o resveratrol, tém mostrado possuir
propriedades antioxidantes in vitro. O resveratrol é um estilbeno presente
principalmente na casca da uva, que confere propriedades cardioprotetoras
associadas ao moderado consumo de vinho (Keevil et al., 2000; Penny et al.,
2002).

Nos ultimos anos, se tem efetuado o processo analitico de muitas bebidas
para quantificar seu potencial antioxidante. Lugasi & Hovari (2003) ao analisaram
variedades de sucos de frutas, cerveja, vinho branco e tinto observaram um poder
antioxidante superior no vinho tinto em relacdo as demais bebidas. Durak e
colaboradores (1999) ao avaliaram o vinho tinto, vinho branco e suco de uva preta,
guanto a atividade antioxidante puderam observar que todos tinham um potencial

antioxidante, sendo que o alcool isoladamente ndo mostrou esta propriedade.

A atividade antioxidante de extratos do suco de uva preta foi avaliada por
Jayaprakasha e colaboradores (2001) pelo método do tiocianato (Yen & Hsieh,

1998), onde varios extratos mostraram 65-90% de atividade antioxidante.

Neste trabalho, foi avaliada a capacidade antioxidante total (TRAP) nos
diferentes alimentos através do método de quimiluminescéncia que € um método
extremamente sensivel, como sdo todos os métodos luminescentes. Pode ser
constada a diferenca entre os mesmos, uma vez que a composicdo também foi
distinta com uma maior capacidade antioxidante no vinho em relacdo ao suco. Ao
se medir a qualidade total dos antioxidantes (TAR) no vinho e suco este dado se

repetiu, mostrando sua eficacia quanto ao seu potencial antioxidante.
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No nosso estudo, foram encontrados no suco e vinho vérias subclasses de
polifendis, isto nos tem mostrado a variedade e ndo igualdade de substancias
bioativas presentes nestes alimentos, e das diferentes fun¢cdes que possam

proporcionar através destes compostos.

Outra determinagcédo realizada para analisar a capacidade antioxidante
destes compostos foi a medida a producdo de anion superoxido através da reacao
catalisada pela xantina oxidase. A adicdo de suco e vinho na reagdo produz uma
inibicdo dependente da dose adicionada. Ambos compostos inibem a reagéo, no

entanto o vinho foi utilizado em menores concentragdes.

Em resumo, tanto o vinho como o0 suco mostraram ter uma boa capacidade
antioxidante e também uma boa reatividade antioxidante, porém o vinho se

destaca em relagéo ao suco.
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4.2 Estudos In vivo

A grande maioria dos estudos disponiveis na literatura utilizam extratos de
polifendis e flavonodides isolados aplicados diretamente a vasos sanglineos ou
outras células isoladas (Fitzpatrick et al., 1993; Jayaprakasha et al., 2001; Ndiaye
et al., 2003).

O presente estudo se prop6s a reproduzir em ratos uma situacdo possivel
de ocorrer na pratica alimentar em humanos. A proposta foi tentar proteger o
tecido cardiaco, através de suplementacdo com componentes polifenélicos, desde
o desmame, onde era oferecido o suco de uva e, ap0s a vida adulta, era
administrado o vinho tinto. Desta forma, se evitaram os efeitos deletérios do alcool
durante o desenvolvimento e amadurecimento do animal. Apds o periodo de 25
dias de tratamento preventivo com estes alimentos ricos em polifenadis, foi induzida

a doenca cardiaca, sendo que continuava-se o tratamento por mais 21 dias.

Foi utilizado o modelo da monocrotalina para induzir hipertrofia ventricular

direita e insuficiéncia cardiaca direita.

A monocrotalina é metabolizada no figado (Figura 4.2) via citocromo P450 a
um composto ativo denominado dehidromonocrotalina (DHA). Este composto é
transportado via glébulos vermelhos ao pulmao, coracdo e rins (Mathew et al.,

1997), causando lesdes nestes 6rgaos (Soto-Blanco et al., 2001).
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Figura 4.2: Metabolismo da Monocrotalina (Adaptado Taylor et al., 1997)
DHA = dehidromonocrotalina ~ GSH = Glutationa
GSH- DHP = dehidroretocinidina

A DHA tem a capacidade de se conjugar com a glutationa (GSH) formando
um metabdlito pirrélico, a dehidroretocinidina (GSH-DHP) (Figura 4.2) que é
solivel em agua e mais estavel que a DHA (Wang et al., 2005). A GSH é uma
substancia com capacidade de detoxificar compostos, estabilizar reagdes
intermediarias ou converter componentes toxicos em produtos mais facilmente
excretaveis (Wang et al.,, 2005). A administracdo da MCT induz lesbes
pulmonares com consequente elevacdo da pressdo pulmonar. Podem ser
observadas alteragfes histolégicas tais como: espessamento medial dos vasos de
resisténcia, espessamento subendotelial e fragmentacdo da lamina elastica nas
principais artérias pulmonares (Mathew et al., 1995). Lee et al., (2005) utilizando a
dose de 60 mg/kg de MCT subcutaneamente, observaram, apds 2 semanas de

tratamento, hipertrofia muscular da camada média de artérias e arteriolas
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pulmonares, sem alterac6es notaveis no parénquima pulmonar, veias pulmonares
e bronquiolos. Ap6s 5 semanas, os referidos autores observaram, além dos
efeitos citados, espessamento dos septos alveolares com fibrose e infiltracdo de
macrofagos no pulméo destes animais. O remodelamento estrutural ao nivel de
vasos pulmonares parece ser o principal fator contribuinte para o aumento da
resisténcia vascular pulmonar, culminando com hipertensédo pulmonar (Meyrick et
al., 1980). Este fendbmeno conduz a uma elevacdo da pos-carga do ventriculo
direito, o que desencadeia o processo de hipertrofia ventricular direita, que

progride para a insuficiéncia cardiaca (Farahmand et al., 2004).

Assim, o modelo de hipertensdo pulmonar induzido pela MCT em ratos é
um modelo ndo invasivo, reprodutivel, de lento desenvolvimento, que mimetiza
a sindrome da hipertensdo pulmonar primaria em humanos, podendo levar a

hipertrofia de VD e eventualmente IC.

A hipertensao pulmonar esta relacionada com a hipertrofia ventricular direita
com subsequente alteragcdo de estrutura e funcdo. A este estado clinico,
alteracbes de estrutura e funcdo cardiaca devido a patologia pulmonar se
denomina Cor pulmonale. Ap6s uma semana da administracdo da MCT, os
animais desenvolveram uma dificuldade respiratéria, que foi se acentuando com a
evolucdo do tempo. Na terceira semana, 0s animais apresentavam dispnéia, patas
e focinho cianoticos Além disso, os animais tratados com MCT mostraram um
indice de mortalidade de cerca de 20% na 3% semana ap6s a administracdo da
droga. O tratamento com suco e suco mais vinho reduziu significativamente este
indice (para cerca de 7%), indicando uma melhora no estado geral de saude

destes animais.

Nakazawa e colaboradores (1999) observaram uma depressao do peso nos
animais aos quais haviam administrado 60 mg/Kg peso de MCT, apos 21 dias.

Farahmand et al., (2004) também utilizando 60 mg/kg de MCT, apds 2 semanas,
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nao registraram perda de peso, mas com 6 semanas esta mudanca foi

significativa, em consequéncia dos efeitos toxicos da droga.

Neste estudo ndo foi observada diferenca significativa de peso entre os
grupos, apesar haver uma tendéncia de reducdo no grupo Gl e de aumento no
GS. Como nédo houve diferenca no consumo alimentar entre oS grupos, a
tendéncia a variacdo de peso deve ser resultado do estado de doenca dos

animais.

Como citado anteriormente, apds 3 semanas de aplicacdo da MCT na dose
de 60 mg/kg peso produz-se hipertensdo pulmonar seguida de hipertrofia
ventricular direita que leva a um remodelamento do musculo cardiaco (Pichardo
et al., 1999 e Farahmand et al., 2004). Neste trabalho, ao avaliarmos o0s
parametros morfométricos, apos 21 dias da administragcdo da MCT, no grupo que
recebeu apenas agua (Gl), foi verificada HVD. Outro parametro, analisado foi a
HVE que, neste grupo de animais (Gl), ndo foram constatadas alteragGes. Este
dado indica que a MCT nao teve efeito sobre o ventriculo esquerdo, no entanto
mostrou sua eficacia quanto a producdo da HVD. Os resultados corroboram os
achados da literatura que apontam para uma disfuncdo endotelial de vasos
pulmonares com consequente aumento de poés-carga para o VD, estimulando o
processo hipertréfico da camara ventricular direita. Meyrick e colaboradores
(1980), utilizando 60 mg/kg de MCT, observaram uma elevacdo de seis vezes na
resisténcia vascular pulmonar em ratos, apés 30 dias da injecdo da MCT. Lee e
colaboradores (2005) com o modelo da MCT (60 mg/kg peso), apos 5 semanas
da administracdo, avaliaram um aumento da expressao de fatores de crescimento
tecidual pulmonar nos animais, e verificaram um aumento significativo da pressao

sistolica ventricular direita e aumento do peso ventricular direito.

Nossos dados estdo de acordo com diversos outros autores, utilizando o

modelo da MCT para induzir insuficiéncia cardiaca direita, nos quais igualmente
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nao se observaram alteracdes de peso nos ventriculos esquerdos (Brunner, 1999;
Farahmand et al., 2004).

No nosso trabalho, foi observada uma reducdo na HVD nos animais que
receberam suco mais vinho e eram insuficientes (GVI) quando comparados aos
animais que foram submetidos a inducdo da insuficiéncia cardiaca direita por
MCT e que receberam agua (Gl). Nos animais que receberam apenas suco e
foram tornados insuficientes (GSI) ndo foi observada a mesma prote¢do que
nos animais com suco mais vinho, havendo apenas uma tendéncia a reducao
de HVD.

Landmesser e colaboradores (2002), em seu trabalhou avaliando pacientes
com hipertrofia cardiaca, demonstraram uma reduzida atividade da SOD
extracelular associada a um aumento do estresse oxidativo que contribui para a

disfungéo endotelial nestes pacientes.

Em seus estudos, Giordano (2005), coloca que as EAON estariam
relacionadas a sinalizacdo intracelular para a hipertrofia cardiaca. Muitos
fatores extracelulares sédo capazes de induzir a hipertrofia, e estes fatores
podem ser ativados diretamente ou indiretamente pelas EAON. Uma vez que,
como ja discutido, o vinho tem uma maior capacidade e reatividade antioxidante
total in vitro, poderia reduzir em maior escala a ativacao da hipertrofia mediada
por EAON. Adicionalmente, como a disfuncdo endotelial pulmonar parece ser a
causa preponderante para o desencadeamento da hipertrofia de VD, a melhora
desta disfuncdo poderia aliviar a hipertensdo pulmonar, reduzindo o processo
hipertréfico. Neste sentido, tem sido acumulada evidéncia para um papel
vasodilatador para os polifenéis do vinho tinto por estimulo do fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) em artérias coronérias (Ndiaye
et al., 2003).
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Os flavonoides do vinho tinto podem também diminuir a producéo de ET-
1, bloquear a expressdo do NFKR e aumentar a producdo de NO em células
endoteliais (Luz & Coimbra, 2004).

Assim, o tratamento com vinho tinto poderia estar melhorando a
disfuncdo endotelial pulmonar induzida pela MCT. O suco de uva tem também
sido reconhecido como possivel agente vasodilatador, porém menos efetivo do
gue o vinho tinto (Stein et al., 1999).

Pichardo e colaboradores (1999), ao avaliarem a hipertrofia cardiaca produzida
com a administracdo de 50 mg /kg peso de MCT, por 3 semanas, néo
observaram alteracdo de peso no figado e pulmdo dos animais quando
comparados aos controles. Contudo, Farahmand e colaboradores (2004), apés
6 semanas da administracdo de MCT (60 mg/kg peso), puderam observar uma
elevacdo da razdo peso umido/seco de pulméo e figado nos animais com MCT

guando comparados a seus controles.

Neste estudo, a MCT na dose de 60 mg/kg n&o induziu congestao
hepatica apos 21 dias de tratamento. Estes resultados corroboram os achados do
grupo do Dr. Singal. No entanto, em termos de congestdao pulmonar nossos
resultados diferem, uma vez que o grupo de animais tratados com MCT (GlI)
apresentou aumento neste parametro, que foi reduzido nos animais tratados com

suco mais vinho e suco.

A insuficiéncia cardiaca é uma sindrome clinica caracterizada por reducéo de
capacidade de enchimento ou ejecdo ventricular que podem ser o resultado de

alteracdes estruturais e funcionais.
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7

No processo da insuficiéncia cardiaca uma das consequéncias é um
aumento gradual da pressdo diastdlica final e diminuicdo da presséo sistolica

ventricular final.

Pichardo e colaboradores (1999), utilizando a MCT (50 mg/Kg peso) por 3
semanas, observaram um aumento da pressdo intraventricular sistélica e da
diastdlica final do ventriculo direito (PDFVD) e hipertrofia ventricular direita.
Farahmand e colaboradores (2004) usando 60 mg/kg peso de MCT nos animais
durante 2 e 6 semanas constataram que, ap0s 2 semanas, a pressdo
intraventricular sistdlica direita (PSVD) e pressdo diastélica final do ventriculo
direito (PDFVD) estavam aumentadas. Ap0s 6 semanas, entretanto, a pressao
intraventricular sistolica direita (PSVD) estava reduzida e a pressao diastolica final

do ventriculo direito (PDFVD) progressivamente aumentava.

No nosso trabalho, constatamos no grupo que recebeu agua e foi
administrado MCT (GlI), quando comparado a seu controle (GC), um aumento da
PSVD. Isto se deve a elevacdo da pdés-carga que por sua vez estimulou o
processo hipertrofico levando ao aumento da forca contratil do ventriculo direito;
esta fase € um estagio compensatoério. Neste estudo, a velocidade de contracdo
(+dP/dt) estava elevada, assim como a velocidade de relaxamento também foi
reduzida (—dP/dt) nos animais tratados com MCT. Nos grupos insuficientes que
receberam suco mais vinho (GVI) e somente suco (GSI) foi observada uma
reducdo da PSVD e da PDFVD que pode ter sido resultado de melhora do
processo de hipertensdo pulmonar nestes grupos. Estes dados sugerem que
ocorreu um aumento da biodisponibilidade do NO para aliviar a hipertensao

pulmonar.

Brunner (1999) e Mathew et al., (1995) num modelo de estudo com injecéo
subcutanea de MCT (50 e 80 mg/kg, respectivamente) em ratos, constataram que,

apés uma semana da administragdo, nao foram observadas altera¢des enddgenas
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no metabolismo do 6xido nitrico (NO) e nos niveis de ET-1. Os vasos pulmonares
estavam normais, ndo havia evidéncia de hipertensdo pulmonar ou hipertrofia
ventricular direita. Duas semanas ap0s a administracdo da MCT, ocorreu uma
deterioracdo da funcdo endotelial, resultante da inibicdo da liberacdo de NO
endotélio-depende e elevacdo dos niveis de endotelina-1 (ET-1) nos vasos

pulmonares.

Os polifendis presentes no suco e vinho poderiam estar estimulando a

sintese do NO melhorando a disfuncéo endotelial.

A inducéo da insuficiéncia cardiaca direita pela MCT produz o aumento das
EAO como também uma diminuicdo dos antioxidantes enziméticos e né&o
enzimaticos. A diminuicdo dos antioxidantes permite que se aumentem 0s pro-
oxidantes celulares, levando ao aumento da lipoperoxidagdo (Halliwell &
Gutteridge,1999).

Vérios trabalhos foram publicados com este modelo os quais se referem ao
aumento de pro oxidantes. Entre eles, podemos citar o trabalho de Guarnieri e
Muscari, em 1988, que haviam descrito que em homogeneizados de coragdes de
ratos aos quais foi administrada MCT (21 dias, dose de 105 mg/kg peso) foi
observado um aumento na producdo do anion superoxido e da concentracdo de
malondialdeido. Pichardo e colaboradores (1999) mostraram que, ha
determinacdo de lipoperoxidos, os mesmos se encontravam significativamente
aumentados (125%), em comparacao com 0s animais controles, usando uma dose
de MCT de 50 mg/kg. Em trabalho de 2004, Farahmand e colaboradores,
observaram que ocorreu um aumento nas substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico na sexta semana de tratamento com MCT 60 mg/kg, ndo observando

mudangas nas 2 primeiras semanas
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Mathew e colaboradores em 2002, informaram que, quando se administra
MCT, se observa que ocorre uma diminuicdo dos niveis dos tidis totais nos

pulmdes destes ratos, 0s quais apresentam hipertensdo pulmonar.

Nosso trabalho coincide com as observagbes informadas pelos autores
anteriormente citados. Neste trabalho, foi utilizado outra técnica para a
determinacgédo de lipoperoxidos, a quimiluminescéncia iniciada por hidroperéxido
de tert-butil (Gonzalez et al., 1991).

Com os resultados observados poderiamos sugerir que a administracdo de
MCT produz um aumento dos lipoperéxidos devido a sua metabolizacdo
hepética que conduz a uma diminuicdo da GSH e também de citocromo P450.
Isto leva a produzir anion superoxido e peroxido de hidrogénio, gerando radical

hidroxil que atacaria os lipidios das membranas produzindo esse dano.

Figura 4.3 Lipoperoxidacao (LPO) produzida pela MCT

Quando nbs avaliamos a agdo da administragdo de suco e vinho durante 45 dias, observamos que se
produziu uma diminui¢do significativa dos niveis de lipoperoxidag¢édo cardiaca dos
animais tratados com MCT. Os antioxidantes exdgenos do suco e vinho poderiam
atuar como doadores de hidrogénio, “quenchers” de oxigénio singlet e de anion
superoxido, que podem atuar na cadeia de reacdo de radicais livres na
lipoperoxidagéo ( Shi et al.,, 2003). No entanto, os animais ndo insuficientes do
grupo suco comparados ao grupo que recebeu suco mais vinho mostraram niveis

significativamente menores de oxidacéo dos lipidios.
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Ao comparamos 0s grupos controles que receberam a4gua com o grupo
suco mais vinho ndo foi observada diferenca. E importante destacar que os
animais que receberam suco durante todo o periodo de crescimento, estavam
protegidos contra os danos oxidativos produzidos pelo metabolismo. Isto € um
dado novo ndo muito discutido na literatura que tem uma grande importancia
pois mostra 0o uso do suco com caracteristicas que se assemelham a um
alimento funcional.

As concentragdes teciduais de radicais livres séo limitadas pelos sistemas
antioxidantes enzimatico e nao enzimatico, que tém sido desenvolvidos e
conservados com a evolucdo da vida aerébia. Trés sdo as enzimas de maior
importancia, entre elas: SOD, GPx e CAT. Muitas investigacdes tém se referido a
alteracfes nas enzimas antioxidantes em resposta ao estresse oxidativo nas

doencas cardiovasculares.

Estudos indicam que, no estado de hipertrofia cardiaca, a atividade das
enzimas antioxidantes inicialmente tem-se apresentado aumentada, e com o
avancar do quadro da doenca, as mesmas mostraram estarem reduzidas,

associadas ao aumento do estresse oxidativo.

Em um estudo com pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca, Keith e
colaboradores (1998) mostraram uma reducgéo da GPx. Hill & Singal (1996), em
modelo de hipertrofia cardiaca, subsequiente a infarto em ratos, mostrou que
durante a fase de hipertrofia cardiaca ocorreu aumento da SOD e GPx; a CAT
ndo estava alterada. No estado de insuficiéncia cardiaca, contudo, estes
animais apresentavam a SOD levemente reduzida, a GPx e CAT mostravam
uma progressiva reducdo. Em outro estudo, Ecarnot-Laubriet e colaboradores
2003, estudaram as alteracbes na expressdo das enzimas antioxidantes,
posterior a inducdo da hipertrofia cardiaca direita (HCD) e conseqiente
insuficiéncia cardiaca direita (ICD) pela MCT, onde observaram uma elevacao

da GPx e SOD; a CAT nédo apresentou alteragdo nesta fase. Ao serem
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avaliadas na fase de insuficiéncia cardiaca direita, a GPx e SOD foram

reduzidas e a CAT estava elevada.

Pichardo e colaboradores (1999), que trabalharam a ICD em resposta a
sobrecarga de pressdo, avaliaram as enzimas antioxidantes, e puderam
observar que a GPx e SOD mostraram-se aumentadas na hipertrofia cardiaca
e a CAT néo teve alteracbes. No entanto, ao avaliar as enzimas na ICD a GPx
e SOD tiveram sua atividade reduzida e a CAT aumentada. Farahmand e
colaboradores em 2004, usando 60 mg/kg peso de MCT, investigaram as
alteracfes antioxidantes em periodos de 2 e 6 semanas apos injecdo da MCT.
Apés duas semanas da administracdo da MCT, ocorreu um aumento da
atividade da GPx e, em seis semanas foi observado um decréscimo, quando
comparado aos animais do grupo controle. O mesmo se repetiu com a CAT. A
atividade da SOD foi ligeiramente aumentada com duas semanas de uso da
MCT.

Os nossos resultados mostram que, apos o tratamento com MCT, ocorreu
uma diminuicdo de 82% na atividade da SOD. A diminuicdo da SOD pode
induzir a pensar que se deveria produzir um aumento do anion superéxido nos
homogeneizados dos coragdes de ratos tratados com MCT. Este radical poderia
ser parte das espécies ativas de oxigénio que poderiam produzir oxidacao das

membranas nos cardiomiocitos.

Ao determinar os niveis da CAT nao observamos alteragdes nos niveis da
atividade desta enzima. Isto pode sugerir que o peréxido de hidrogénio nao seja a

principal EAO envolvida na toxicidade da MCT.

A GPx, € uma enzima que realiza a detoxificacdo de diferentes tipos de
peroxidos que podem ser: lipoperoxidos e peroxido de hidrogénio. Nossos
resultados indicam uma diminuicdo significativa de 33% nos niveis de GPx. Na

revisdo bibliografica, observa-se que os niveis de GSH dos cardiomiécitos nos
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animais tratados com MCT encontram- se diminuidos, e que este composto é
substrato para a GPx. Como consequéncia, € muito provavel que a concentracao

dos hidroperoxidos também se elevem por esta causa (Farahmand et al., 2004).

Os resultados obtidos por Farahmand e colaboradores (2004) mostram que
na 62 semana de tratamento, existe uma diminuicdo cerca de 15% na SOD, 45%
na CAT e de 45% na GPx. Neste mesmo trabalho, em 2 semanas de tratamento
se produz um aumento das trés enzimas correspondendo 20% a SOD, 37% a
CAT e 45% a GPx. Este resultado nos mostra como o tratamento com MCT altera
a atividade das enzimas antioxidantes em funcédo do tempo. No nosso trabalho,
encontramos nas 3 semanas uma diminuicdo da SOD e GPx como conseqiéncia,
€ provavel que tenha ocorrido um aumento na concentracdo de peréxidos. Nesta
fase, os animais com hipertrofia iniciam a sua perda quanto a protecdo
antioxidante.
Quanto as enzimas antioxidantes no grupo GVI, ocorreu uma diminui¢cao
da SOD total (SOD-CuZn e SOD-Mn); o GV ndo mostrou diferenca com

respeito ao grupo que somente recebeu agua (GC).

Quando comparamos 0s grupos aos quais foi induzida hipertrofia
cardiaca direita por MCT e receberam suco e vinho (GVI), ou somente suco
(GSI), podemos mostrar que a administracdo de suco durante todo o periodo
produz uma maior atividade da SOD total que nos leva a pensar que este grupo
do suco insuficiente € um grupo com alta protecdo frente ao dano oxidativo
produzido por MCT.

A GPx se encontra aumentada tanto no GVI e GSI. Isto poderia dever-se a
regeneracdo da glutationa com a ingestao de polifendis produzindo um aumento

das defesas antioxidantes.
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Os antioxidantes ndo enziméticos foram avaliados em conjunto pela
determinacéo da capacidade antioxidante total. Esta mede os antioxidantes nao
enzimaticos presentes no tecido. Estes se encontraram muito diminuidos com o
tratamento da MCT, sendo os principais componentes a glutationa, a vitamina C, a

vitamina E, os carotendides, presentes no tecido.

Ao analisar a TRAP entre os grupos GSI e GVI nés observamos um
comportamento semelhante entre ambos os grupos, podendo dizer que ha um

aumento nestes dois grupos em relacdo ao Gl.

A capacidade antioxidante total do tecido cardiaco parece ndo se alterar
com a presenca de pro-oxidantes produzidos pela MCT nos grupos tratados com

SuUCO e suco mais vinho.

Um estudo de Lotito & Frei, (2003) demonstrou que a maior parte da
capacidade antioxidante total plasmatica em pacientes sob tratamento com maca,
um alimento também muito rico em flavondides, era devido a frutose presente no
alimento. No nosso estudo, a recuperacdo da TRAP nos animais onde a MCT foi
administrada e que receberam suco de uva, poderia também estar relacionada a
frutose. Como ndo trabalhamos com flavondides isolados, véarios compostos

presentes nestas bebidas, podem estar contribuindo na defesa antioxidante.

Outros parametros analisados, foram os metabdlitos do 6xido nitrico (NO), os
nitratos (NO3) e nitritos (NO,") cardiacos. Esta é uma medida indireta, porém
amplamente aceita na literatura como indicativo do nivel de NO produzido no

tecido.
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Em pacientes com insuficiéncia cardiaca, que séo caracterizados pelo tonus
vasomotor sistémico aumentado, e concomitantemente a uma reduzida perfusao
periférica, a disfuncdo endotelial parede estar associada a inabilidade do vaso
relaxamento em resposta a estimulos fisiol6gicos. Um dos mecanismos envolvidos

é a reduzida biodisponibilidade do NO.

Em um modelo de hipertenséo pulmonar (HP) induzida pela MCT (80mg/kg
peso) em ratos, Mathew e colaboradores (1997) mostraram que, ap0s duas
semanas da sua administracdo, os niveis plasmaticos de NO3™ eram reduzidos em
48% quando comparados aos animais controles. Em outro estudo, Mathew e
colaboradores (1995) com o mesmo modelo, ap6s o uso da MCT, observou-se
nos animais com MCT a inibicdo da liberacdo do NO derivado do endotélio nos
vasos pulmonares e elevacdo dos niveis da endotelina-1 (ET-1), sugerindo

associacao com a HP.

Brunner (1999) ao usar em ratos 50mg/kg peso de MCT durante dez
semanas, determinou os niveis de ET-1 e big ET-1 em homogeneizados dos
ventriculos direitos, efluente coronariano e plasma. Nos ventriculos a big ET-1 e
ET-1 eram inferiores nos animais tratados com MCT em relagdo ao grupo controle.
No efluente coronariano, ambas as endotelinas eram similares ocorrendo o
mesmo nos niveis plasmaticos. Os dados deste estudo supbem que a big ET-1 e

ET-1 séo possiveis mediadores da hipertensédo pulmonar.

Jasmin e colaboradores (2003), usando 60 mg/kg peso de MCT, para
avaliar os niveis de ET-1 no ventriculo direito e plasma, puderam constatar que,
apés 3 semanas da sua administracdo, foi encontrado, no ventriculo direito, um
aumento de 198% em relacdo ao controle e no plasma também eram elevados
em 68% comparado ao grupo controle. Demonstrou-se uma associacao entre a
hipertensdo pulmonar e hipertrofia ventricular direita induzida por MCT com o

aumento dos niveis de ET-1.
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Sasaki e colaboradores (2004) em seu estudo com ratos administrando
dose Unica por injecdo de MCT (40mg /kg peso) durante 23 dias, dividiram o0s
animais em trés grupos: controle e MCT que recebiam ambos agua via oral e um
terceiro grupo com MCT que recebia dgua com L-arginina a 2,25% diariamente.
Apoés 23 dias da intervencéo, foi observado, no grupo que recebia L-arginina, um
decréscimo na presséao arterial pulmonar e hipertrofia ventricular direita. Mostrou-
se também uma melhora no relaxamento derivado do endotélio, sendo que a L-
arginina inibiu a elevagédo plasmatica da ET-1. Ocorreu um aumento significativo
da excrecdo urinaria de NOs que é um indicador endégeno de formacgédo de NO,
enquanto enquanto que, no grupo com MCT que recebia somente agua, estes
efeitos ndo foram observados. A administracdo oral de L-arginina é efetiva contra

o remodelamento vascular pulmonar.

Os resultados obtidos em nosso trabalho mostram que, apés 3 semanas
de tratamento com MCT, ocorreu uma diminuicdo de 52% nos nitratos no grupo
insuficiente em relacdo ao controle. Em relacédo aos nitritos a reducéo foi de 39%
no grupo insuficiente em relacdo ao controle. Isto coincide com os resultados
encontrados por outros autores (Nakaki et al., 1990; Mathew et al., 1995). Esses
resultados podem ser consequéncia de uma variedade de fatores como:
competicdo pelo precursor L-arginina (através do uso de anéalogos), inibicdo da
eNOS, aumento do consumo do NO, producdo de prostaglandinas
vasoconstritoras, faléncia da resposta do NO no musculo liso (Nakaki et al., 1990;
Mathew et al., 1995). Nao existem dados na literatura onde é avaliado o NO nas
primeiras semanas de tratamento, sendo que néo temos referéncia quanto aos
niveis deste composto neste periodo. Uma possivel explicacdo da reducédo do NO
poderia ser devido a sua interacdo com o anion superéxido, formando
peroxinitrito, este por sua vez pode produzir danos dos lipidios e gerar maior dano
oxidativo. Uma outra possivel explicagdo estd no trabalho de Nakazawa e
colaboradores (1999) onde se observou que o vaso relaxamento é mediado por
NO e a concentracdo intracelular de Ca®* impedia a ativagédo da iNOS. Como

consequéncia deste resultado a concentracdo de NO n&o poderia aumentar. Esta
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hipotese sugere que isto nos poderia estar indicando que a agéo toxica da MCT no

tecido cardiaco poderia estar envolvida em mecanismo semelhante (Figura 4.4).

HO, CHa HO CHa
- L
o]
CHa~

o

Monocrotalina

l

f
31 psvD

JTPDVFD
JT +dPrdt
4 - dP/dt
? .
de > J Disfuncao J 1 Resisténcia

Pulmonar

Figura 4.4 Mecanismo proposto para explicar as altera¢cdes hemodindmicas

Os nitratos e os nitritos se encontraram diminuidos tanto no grupo suco
como no grupo vinho, assim como também nos animais insuficientes. Isto
poderia ser devido aos polifendis, presentes na uva, atuariam diminuindo a
concentracdo do anion superoxido no tecido cardiaco, e este estaria se
comportando como reativo limitante, impedindo que se produza a reagdo com o

NO gerando peroxinitrito e por sua vez os produtos de degradagéo.



115

T H,0,
1T 02"
J GSH

Monocrotalina

Figura 45 Efeito da MCT em termos de biodisponibilidade de NO, producdo de EAO e
sinalizacdo intracelular para hipertorfia cardiaca e papel do suco de uva e vinho tinto

GSH = Glutationa reduzida DHA = Dehidromonocrotalina
GSSG = Glutationa oxidada ROOH = Lipidio hidroperéxido

A figura 4.5 resume os principais aspectos abordados neste estudo. A MCT
induziu processo hipertrofico de ventriculo direito, através das alteragbes
promovidas em termos de remodelacdo de vasos pulmonares, resultando em

disfuncdo endotelial. Este Ultimo processo caracteriza-se por uma redugdo na
biodisponibilidade do NO, pela producdo aumentada de peroxinitrito (ONOO ). A

MCT induz aumento na producdo de EAO, levando a aumentos ha
lipoperoxidacdo e consequente adaptacdo do sistema antioxidante enzimatico e

nao enzimatico. A administracdo de suco de uva e vinho tinto poderia minimizar
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estas acbes da MCT pelo incremento nas defesas antioxidantes, atuando de
maneira a inibir estas vias de sinalizacao intracelular, reduzindo o processo

hipertréfico e reducdo do dano oxidativo.
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5. CONCLUSOES

A partir dos estudos in vitro, podemos concluir que:

a) O vinho tinto Cabernet Franc apresenta uma capacidade antioxidante

total (TRAP) cerca de 50% maior em relac&do ao suco de uva;

b) A reatividade antioxidante total (TAR) do vinho mostrou uma tendéncia

de ser superior a do suco;

c) O vinho inibe a taxa de produc¢éo de anion superoéxido pela xantina

oxidase em maior propor¢éo do que 0 suco.

A andlise dos resultados dos experimentos in vivo, nos leva a concluir que:

a) Nao houve diferenca no consumo alimentar entre 0s grupos
experimentais e as dietas com suco de uva e vinho tinto ndo produziram
alteragcdo nos parametros de crescimento dos animais nos distintos
grupos;

b) Os animais tratados com suco de uva ou suco mais vinho tornados
insuficientes mostraram indices de mortalidade significativamente

reduzidos;



c)

d)

f)

)

h)
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A MCT induziu congestdo pulmonar, sem alterar a relagdo peso
umido/seco do figado. As dietas administradas reduziram o nivel de

congestao pulmonar dos animais tratados com MCT;

A injecdo de monocrotalina (MCT) produziu hipertrofia ventricular
direita, sem alterar o peso da camara ventricular esquerda. Este efeito

foi reduzido pela administracdo de suco e suco mais vinho;

As pressdes intraventriculares direitas sistolica (PSVD) e diastdlica
(PDFVD) foram elevadas pela administragédo de MCT, assim como suas
derivadas temporais (+dP/dt e —dP/dt). O tratamento com Suco e suco

mais vinho conseguiu modular significativamente estas alteracoes;

Nos animais onde a MCT foi administrada mostrou-se uma elevacéo
significativa no dano aos lipidios do miocardio, sendo que este efeito

foi revertido pelo tratamento com suco e suco mais vinho;

A atividade da SOD foi reduzida pelo tratamento com MCT, sendo que
0 tratamento com vinho ndo reverteu este efeito, mas o suco o fez. A
atividade da CAT nado foi alterada em nenhum dos grupos
experimentais. A atividade da GPx foi reduzida pela MCT, sendo que

tanto o vinho como somente o0 suco reverteram este efeito;

A administracdo de MCT reduziu significativamente a capacidade
antioxidante total (TRAP) do tecido cardiaco, sendo esta recuperada

pelo tratamento com suco mais vinho e com suco;

O nivel de nitratos e nitritos cardiacos foi reduzido pela MCT, sendo que

0 tratamento com suco mais vinho restabeleceu estes niveis.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho constitui-se num estudo de prevencdo primaria inédito que
demonstrou protecao cardiovascular com a administracdo in vivo de suco de uva
preta desde o desmame dos ratos e inclusdo de vinho tinto Cabernet Franc na
dieta de um sub-grupo de animais onde foi induzida insuficiéncia cardiaca direita
pela injecdo do alcalbide vegetal monocrotalina. Este modelo experimental de
hipertrofia de VD e, eventualmente, insuficiéncia cardiaca direita mimetiza a
hipertensdo pulmonar primaria em humanos, numa sindrome conhecida como Cor
pulmonale. Desta forma, este modelo €& muito util para se estudar o
remodelamento da camara ventricular direita. Neste modelo, o suco de uva e o
suco mais vinho mostraram seus efeitos protetores tanto em termos estruturais,
hemodinadmicos como de estresse oxidativo. Por se tratarem de bebidas com
composicdo complexa ndo se pode atribuir os efeitos protetores a um ou outro
composto. Acreditamos que os efeitos benéficos encontrados com a utilizacdo
destas bebidas possam ser resultado de um somatério de fatores. Contudo, a
presenca de polifendis como os flavondides e também da frutose do suco como
sugere ricamente a literatura, possam representar uma parcela importante deste

efeito protetor observado.

Na continuidade deste estudo, pretende-se explorar 0os mecanismos
responsaveis por esta cardio-protecdo, investigando principalmente o
remodelamento vascular pulmonar, através de avaliacdes moleculares no pulméo

€ vasos.
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