Universidade Federal do Rio de Janeiro
Instituto de Ciéncias Biomédicas

Programa de Pés-Graduagcdo em Farmacologia e Quimica Medicinal

ESTUDO DA ATIVIDADE CARDIOTOXICA DA MICROCISTINA-LR EM
CORACAO ISOLADO DE CAMUNDONGOS.

Rio de Janeiro
2013



Universidade Federal do Rio de Janeiro

Instituto de Ciéncias Biomédicas

ARAI]“]BM Fernanda de Siqueira Lece

ESTUDO DA ATIVIDADE CARDIOTOXICA DA MICROCISTINA-LR EM
CORACAO ISOLADO DE CAMUNDONGOS.

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias
Biologicas/ Farmacologia e Quimica Medicinal,
Instituto de  Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como
parte dos requisitos necessarios a obtencdo do
titulo de Mestre em Ciéncias Bioldgicas

(Farmacologia).

Orientador: Prof. Dr. Paulo de Assis Melo.

Rio de Janeiro
Janeiro 2013



Fernanda de Siqueira Lece

“ESTUDO DA ATIVIDADE CARDIOTOXICA DA MICROCISTINA-LR
EM CORAGAO ISOLADO DE CAMUNDONGOS”

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao programa de Pdés-graduacdo em
Ciéncias Biologicas / Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias
Biomédicas da Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos

necessarios a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias (Farmacologia).

Aprovada por:

Profa.Dr2. Raquel Moraes Soares

Profa.Dr2.Carlos Alberto Manssour Fraga

Prof.Dr. Luis Eduardo Menezes Quintas

Prof2.Dr2 Valéria do Monti Nascimento Cunha (Revisora)

Prof.Dr. Paulo de Assis Melo (Orientador)

Rio de Janeiro
Janeiro 2013



Lece, Fernanda Siqueira.

Estudo da Atividade Cardiotoxica da Microcistina-LR em
Coracao Isolado de Camundongos/ Fernanda de Siqueira Lece.
—Rio de Janeiro: UFRJ/ICB, 2012.

Orientador: Paulo de Assis Melo
Dissertacdo (mestrado)- UFRJ /ICB/ Programa de POs-
graduacao em Ciéncias Biologicas (Farmacologia), 2012.

Referéncias Bibliograficas:

1. Cardiotoxicidade. 2. Coracéao Isolado de Camundongo. 3.
Microcistina-LR. I. Melo, Paulo de Assis. Il. Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Departamento de Farmacologia
Basica e Clinica. Ill. Titulo.




Agradecimentos:

E sempre uma tarefa dificil declinar os participantes ligados diretamente ou
indiretamente ao objetivo alcancado no final de um trabalho. Portanto tentarei
expressar, a minha gratiddo no conjunto de nomes.

Ao meu orientador Prof. Dr. Paulo Melo de Assis, inalcancavel pelo exemplo,
seriedade, dedicacdo, confianca e humanidade. Minha gratiddo a ele pelo
crescimento ao me permitir fazer parte de seu grupo de pesquisa. Pela “inje¢ao” de
animo e entusiasmo nos momentos mais dificeis.

Aos meus amigos do laboratério Farmacologia das Toxinas, Marcelo Amorim Tomaz;
Marcelo Strauch; Hilmar Dias Ricardo; Marcos Machado; Matheus Tavares; Vinicius
Martins Vieira; José Roberto Rocha; Jonathan Mota; Fernando Patrdo; Jair Neto;
Tatiana Gongalves com os quais, além de farmacologia e assuntos interdisciplinares,
muito me ensinaram sobre convivéncias, relacionamentos e expectativas.

Aos amigos néo citados, mas ndo menos importantes do Laboratério Farmacologia
das Toxinas, que me apoiaram em um ambiente descontraido e animador.

A Profa Raquel Moraes Soares pela orientacdo, disponibilidade e parceria ao longo
dessa jornada e junto com a Profa Sandra Maria Feliciano de Oliveira e Azevedo do
Laboratorio de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias (LETC), por
acreditarem na realizacdo desta dissertacdo e pela expertise na producdo e
fornecimento da toxina alvo do meu estudo.

Ao Prof Samuel Valenca do Laboratério LabioRedox, que me ajudou na etapa final
do meu trabalho com experimentos de estresse oxidativo.

Aos Profs do Departamento de Farmacologia...
As Agéncias Financiadoras Capes e Faperj pelas bolsas e auxilios concedidos.

Um agradecimento especial a minha familia pelos inidmeros momentos de
compreensao quando eu estava ausente, ocupada nos meus afazeres e por todos
0S momentos que passamos juntos.

Por fim agrade¢co aos animais que nos permitiu intervir em suas vidas em prol da
ciéncia.



Vi

“Generalizagbes sobre o desconhecido, embora satisfagam a mente
organizada, ndo devem ser interpretadas como explicacdes ou avancgos de
conhecimento” (Dukes-Elder, 1962).



vii

RESUMO

LECE, Fernanda de Siqueira. Biblioteca e memaria: preservacéo do limiar do
ano de 2013: subsidio a partir da analise conceitual de bibliotecas nacionais. Rio de
Janeiro, 2013. Dissertacdo de Mestrado apresentada ao programa de POs-
graduacdo em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas

da Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2013.

Investigamos a cardiotoxicidade da microcistina-LR (MC-LR) em coracdo de
camundongo isolado, em condicdes fisioldgicas basais e sob condi¢cdes de estresse
induzido, tais como a exposicdo a menadiona e a isquemia/reperfusdo (I/R). A
cardiotoxicidade foi avaliada pela preparacdo de Langendorff, pela atividade
enzimatica de creatina kinase (CK) no perfusato cardiaco e pela avaliacdo
macroscopica por cloridrato de trifenil tetrazolium (TTC). A tensdo cardiaca e o
eletrocardiograma (ECG) foram gravados continuamente. Os coracdes apos
perfusdo com solugdo nutridora por 30 minutos foram expostos a diferentes
concentragbes de MC-LR (0,1-1.0 pg/mL; n=4). A MC-LR induziu efeito inotrépico
negativo progressivo e concentracdo dependente, levou o aumento da pressdo de
perfusdo e alterou os parametros ECG, com cronotropismo negativo e diminuicdo da
amplitude do complexo QRS. A exposicdo a menadiona (50,0 uM; n=4) neste
protocolo, revelou citotoxicidade cardiaca e esta alteracdo cardiaca foi aumentada
guando associada MC-LR. O protocolo I/R ndo apresentou alterac6es nos registros
mecanicos e elétricos do controle, bem como as andlises do CK. Entretanto a
exposicdo a (0,1 -0,3 pg/mL de MC-LR; n=4) apoés I/R, mostrou reducdo em 50% da
tensdo cardiaca. Por fim a associacdo destas duas ferramentas citotéxicas com a
exposicao a MC-LR revelou aumento da citotoxicidade cardiaca. O estudo mostrou
os efeitos diretos da MC-LR na funcdo cardiaca e estes foram aumentados em

condicOes de estresses.

Palavras-chaves: cardiotoxicidade; coracao isolado camundongo; microcistina-LR.
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ABSTRACT

LECE, Fernanda de Siqueira. Biblioteca e memaria: preservacdo do limiar do
ano de 2013: subsidio a partir da andlise conceitual de bibliotecas nacionais. Rio de
Janeiro, 2013. Dissertacdo de Mestrado apresentada ao programa de Pos-
graduacdo em Farmacologia e Quimica Medicinal, Instituto de Ciéncias Biomédicas

da Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2013.

We investigated the cardiotoxicity of microcystin-LR (MC-LR) in isolated mouse
heart both in basal condition and after stress-inducing protocols, such as exposure to
menadione and to ischemia/reperfusion (I/R). Cardiotoxicity was studied in
Langendorff preparation, where the amplitude of heart tension and the
electrocardiogram (EKG) were continuously recorded. Creatine kinase (CK) activity
and macroscopic evaluation by triphenyl tetrazolium chloride (TTC) were performed
as well. The isolated hearts were allowed to stabilize for 30 minutes in nutritional
solution, and after stabilization MC-LR was added to the solution in different
concentrations (0.1-1.0 pg/mL, n= 4). MC-LR induced progressive and concentration-
dependent negative inotropic effect, increased the perfusion pressure, and changed
EKG parameters, reducing the heart rate and the amplitude of the QRS complex.
Menadione (50.0 uM, n= 4) in this same protocol, has been shown to be directly
cytotoxic, but when menadione-treated hearts were further exposed to MC-LR, this
one’s effects were increased. The protocol of I/R alone caused no changes in
mechanical, electrical and enzymatic parameters. However the exposure of hearts to
MC-LR (0.1 -0.3 pg/mL, n=4) after I/R resulted in up to 50% reduction in the cardiac
tension. Finally, the combination of these two stress-inducing protocols caused a
further increase in MC-LR cardiotoxicity. The present study showed the direct effects
of MC-LR in cardiac function and its effects under stress conditions.

Keywords: cardiotoxicity; isolated mouse heart; microcystin-LR.
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1 INTRODUCAO
1.1 As Cianobactérias: Importancia e suas Toxinas.

As toxinas em geral constituem um grande problema de salde publica em
diversos paises nos diferentes continentes. Neste sentido, o estudo das toxinas
continua sendo alvo de pesquisas cientificas que objetivam o tratamento sintomatico
ou a cura clinica de individuos que apresentam intoxicacfes. As toxinas também sao
estudadas por auxiliarem revelar aspectos desconhecidos das fungdes celulares e de
diversos tecidos. Sendo assim, podem ser usadas como ferramentas para o estudo
de diferentes mecanismos de sinalizacdo e funcao intracelular. (CHANGEAUX et al,
1970; RAPPOLI e MONTECUCCO, 1997; BENTON et al, 1998; AKTORIES, 2006;
LOPES et al, 2012).

As cianobactérias pertencem a um antigo grupo de microorganismos, presentes
no planeta ha cerca de 3,5 bilh6es de anos. Sdo também chamadas de cianoficeas,
algas-azuis ou  cianoprocariontes. Sao  microorganismos  procariontes,
fotossintetizantes com caracteristicas bioldégicas que se assemelham as algas e,
concomitantemente, as bactérias (GOVINDJEE e SHEVELA, 2011). Estes
procariontes apresentam ampla distribuicdo geografica, sendo encontrados em
ambientes aquéticos, planctbnicos ou bentbnicos, terrestres e em simbiose com
plantas e animais, revelando diversidade genotipica e fenotipica (AZEVEDO, 1998).
Podem habitar ambientes com condi¢cbes extremas de salinidade, fontes termais com
temperatura de aproximadamente 74°C e lagos antarticos com temperaturas proximas
de 0°C. Entretanto, é relevante ressaltar que o habitat de maior ocorréncia destes
microorganismos sao 0s ecossistemas de agua doce (naturais ou artificiais), mares,
aguas salobras e mesmo fontes de agua para consumo (HUMM e WICKS, 1980;
KONDO et al, 1992).

Morfologicamente, as cianobactérias podem ser encontradas na forma unicelular,
como nos géneros Synechococcus e Aphanothece, em colbnias de seres
unicelulares, como Microcystis, Gomphospheria, Merispmopedium ou podem se
apresentar como ceélulas organizadas em forma de filamentos, como Oscillatoria,

Planktothrix, Anabaena, Cylindrospermopsis, Nostoc. Além disso, as cianobactérias



podem apresentar diferentes tamanhos celulares que variam de 2.0 um a 40.0 um de
diametro (KAEBERNICK e NEILAN, 2001).

Em condicfes naturais, as cianobactérias vivem em equilibrio com os demais
grupos de algas. No entanto, em situacdes de eutrofizacdo, que é o enriquecimento
por nutrientes (principalmente nitrogénio e fosforo) dos corpos d’agua continentais e
costeiros, hd o favorecimento de cianobactérias, que muitas vezes podem se
apresentar como espessas camadas de células na superficie do corpo d’agua
(HUMM e WICKS, 1980).

Atualmente, a maior preocupacdo quanto ao surgimento das floracbes de
cianobactérias € o fato de que as elas sdo potencialmente produtoras de varios
metabolitos secundarios, entre eles as toxinas. Estas toxinas possuem efeito nocivo
sobre tecidos e células de organismos da biota aquatica e de outros animais que
vivem e consomem a agua deste meio (CARMICHAEL, 1997). Entretanto, ainda nao
estd bem elucidado na literatura o motivo pelo qual as cianobactérias produzem
toxinas, bem como o real papel fisiolégico e ecoldgico destas toxinas (KAEBERNICK
e NEILAN, 2001).

Em ambientes aquéticos, as cianotoxinas normalmente permanecem contidas
nas células das cianobactérias e sdo liberadas em quantidade consideravel apés a
lise celular. Esta liberacdo ocorre em algumas situacdes, como por exemplo, durante
a fase de senescéncia (morte natural), ou em situacées que levam ao estresse
celular, ou mesmo devido ao uso de algicidas como sulfato de cobre (ESTEVES,
1998; DUY et al, 2000).

A presenca da grande biomassa de cianobactérias nas superficies de rios e lagos
geram alteragcbes na coloragdo da agua com aumento da turbidez e odor
desagradavel, alterando o sabor da agua mesmo tratada (KLAPPER, 1991). A
decomposicdo das floracbes de algas leva a desoxigenacdo, que ocasiona 0
comprometimento da sobrevivéncia de varios organismos aquaticos. A elevada
producdo de toxinas afeta diretamente e indiretamente a salde de animais, inclusive
do homem (CARMICHAEL et al, 1996; YUNES, 1998).



Atualmente, existe uma preocupacao mundial quanto aos riscos impostos pela
ocorréncia de cianobactérias em fontes de agua utilizada para o abastecimento
publico. No Brasil, grande parte das cepas de cianobactérias, isoladas de corpos
d’agua se mostraram produtoras de toxinas (COSTA e AZEVEDO, 1994; SANT'ANNA
e AZEVEDO, 2000). Sabe-se que muitos destes mananciais sao utilizados para o
abastecimento publico, o que torna a liberacdo dessas toxinas na agua de consumo,
um risco para a saude publica. (FUNARI e TESTAI, 2008).

Uma espécie de cianobactéria pode produzir mais de um tipo de toxina, bem
como dentro de uma mesma espécie, pode ainda existir cepas ndo produtoras de
toxinas. Em geral as toxinas sdo classificadas em trés classes principais:
dermatoxinas, neurotoxinas e hepatotoxinas. Os mecanismos que geram os efeitos
toxicos das cianotoxinas séo diferentes devido ao fato de que as toxinas possuem

diferencas em suas estruturas quimicas (CARMICHAEL, 1997).

As neurotoxinas tém sido isoladas dos seguintes géneros de cianobactérias:
Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria, Trichodesmium, Lyngbya e
Cylindrospermopsis. Dentro desta classe estdo as anatoxina-a e anatoxina-a(s), que
atuam como blogueadores neuromusculares pés-sinapticos, uma vez que agem como
agonistas de receptores nicotinicos, e dificiilmente sdo degradadas pela acédo das
acetilcolinesterases. Outra neurotoxina, de origem marinha produzida por
cianobactérias € a saxitoxina, que é um alcal6ide carbamato e sua presenca esta
fortemente relacionada a episédios conhecidos como as marés vermelhas. Sao
também conhecidas como “toxinas paralisantes de mariscos” e seu mecanismo de
acdo é através da inibicdo do impulso no nervo por bloqueio de canais de sodio,
levando a morte de animais e seres humanos por paralisia (CARMICHAEL et al, 1997;
GEOFFREY, 2000).

As hepatotoxinas tém sido isoladas dos principais géneros: Microcystis,
Nodularia, Cylindrospermopsis, Anabaena, Oscillatoria, Nostoc, Anabaenopsis. Dentro
desta classe estdo as microcistinas (conhecidas como heptapeptideos ciclicos), as
nodularinas  (conhecidas como pentaptideos ciclicos) e o alcaloide
cilindrospermopsina (CHORUS e BARTRAM, 1999). As microcistinas bem como as

nodularinas, possuem mecanismo de agdo muito semelhante. Isto se faz devido a



presenca do mesmo aminoacido, chamado de 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-
fenildeca-4,6-acido diendico (Adda), que € o responsavel em grande parte pela
atividade biolégica destas toxinas. A presenca deste aminoacido induz alteracdes
celulares, devido a inibicdo de enzimas intracelulares conhecidas como fosfatases.
Estas enzimas estdo envolvidas na regulacdo de vias metabdlicas, como as vias de
sinalizacdo genética (ZOLNIEROWICZ et al, 1996). Portanto, a disfuncdo e leséo
hepatica ocasionada por estas toxinas, levam a hemorragia e morte. A terceira
hepatotoxina é chamada cilindroespermopsina e € conhecida como um alcaldide
triciclico guanidinico (HAWKINS et al, 1985). Apesar de frequentemente serem
denominadas como hepatotoxina, apresenta efeitos bem mais amplos, que envolvem
outros orgaos além do figado. A cilindroespermopsina é conhecida como inibidora da
sintese de proteinas e também depleta glutationa, levando a danos renais, danos em
outros 6rgdos como baco, intestino, coracdo, timo além dos danos hepaticos
(RUNNEGAR et al, 1995). Outros sinais de intoxicagdo das hepatotoxinas
frequentemente encontrados sédo fraqueza muscular, respiracdo ofegante, vémito,
diarréia e hipotermia de extremidades o que leva ao colapso respiratério e morte.
Particularmente € também descrito que a exposi¢ao crénica a microcistina em baixas
concentracbes leva a tumorigénese (SIVONEN et al, 1990; CARMICHAEI, 1997;
CHORUS e BARTRAM, 1999).

A Tabela 1 a seguir descreve algumas toxinas de cianobacterias e as principais

espécies produtoras.



Tabela 1. Cianotoxinas produzidas por géneros de cianobactérias. Retirado e modificado de
(KAEBERNICK e NEILAN, 2001).

Toxinas Géneros de Cianobactérias

Hepatotoxica

Microcistinas Microcistis, Oscillatoria, Nostoc, Anabaena,
Anabaenopis

Nodularina Nodularia
Cilindrospermopsina Cilindrospermoasis, Aphanizomenona, Umezakia

Neurotoxica

Anatoxina-a Anabaena, Oscillatoria, Aphanizomenona
Anatoxina-a (s) Anabaena
Saxitoxinas Anabaena, Aphanizomenona, Lingbia

Cilindrospermosis, Planktothrix
Dermatotoxicas

Aplisiatoxinas Lingbia, Schizothrix, Oscillatoria
Lingbiatoxina-a Lingbia

1.2 As Microcistinas:

Historicamente o primeiro envenenamento de animais através da ingestdo de
cianobactérias foi registrado em 1878 no Lago de Alexandrina no Sul da Austrélia.
Este episodio foi marcado pelo envolvimento da toxina nodularina (FALCONER e
YEUNG, 1992). Desde entdo tem sido reportadas frequentemente, intoxicacdes de
aves, peixes e outros animais pelas toxinas de cianobacterias especialmente pelas
microcistinas (DAWSON, 1998).

No Brasil foi descrito em 1996, na cidade de Caruaru, Pernambuco o episédio
marcante de exposicdo de humanos a microcistina. Estes pacientes eram renais
cronicos submetidos a hemodialise, onde a soroterapia dialitica estava contaminada
com as microcistinas (CARMICHAEL et al, 2001; AZEVEDO et al, 2002). Nesta
exposicdo os pacientes apresentaram cefaléia, disturbios visuais, nauseas, vomitos,
fragueza muscular e hepatomegalia. Esta exposicdo e intoxicagdo resultaram em
morte de mais de 60 pacientes. (SHIDEH POURIA et al, 1998; AZEVEDO et al, 2002).



Constatou-se quimicamente que a contaminagdo da agua usada na clinica,
apresentava elevada concentragcdo de microcistinas. (JOCHIMSEN et al, 1998;
CARMICHAEL et al, 2001; AZEVEDO et al, 2002).

As microcistinas (MC) séo as cianotoxinas mais frequentemente encontradas nos
ambientes aquaticos (SAHIN et al, 1995). S&o produzidas principalmente por espécies
de cianobactérias do género Planktothrix, Microcystis, Aphanizomenom, Nostoc e
Anabaena (APELDOORN et al, 2007), que sdo encontrados frequentemente em

aguas doces.

As MC sao heptapeptideos monociclicos de estrutura quimica conhecida como
ciclo-(D-alanina’-X?-D-MeAsp*-z*-Adda®-D-glutamato®-Mdha’) onde X e Z sdo L-
aminoécidos variaveis, D-MeAsp® representa D-eritro-B-acido metilaspartico, Adda
que € o aminoacido representado pelo 3-amino-9-metoxi-2,6,8-trimetil-10-fenildeca-
4,6-acido diendico e Mdha que representa o N-metildehidroalanina (APELDOORN et
al, 2007) (Figura 1). Estudos de radiomarcacdo de microcistinas tém demonstrado
que o figado é o principal sitio de acumulacdo desta toxina apds administracao oral,

intraperitoneal ou por via intravenosa (HUDNELL, 2008).

_
WHa \(\'ﬂz
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Figura 1- Estrutura proposta para a microcistina. E possivel observar em destaque os dois L-
aminoacidos varidveis da molécula. Neste caso representado pela microcistina-LR. Onde o 1
representa L-Leucina e o 2 representa o L-Arginina. Retirado de Harada, 1996.



Atualmente ja foram identificadas mais de 80 variacbes de microcistina,
principalmente através da variabilidade dos L-aminoécidos (FEURSTEIN et al, 2009).
Entretanto a presenca de diferentes combina¢des dos aminoéacidos leucina (L),
arginina (R) ou tirosina (Y) formam as mais frequentes formas de microcistina, sendo
MC-LR, MC-RR, MC-YR. A forma MC-LR € a mais estudada, devido sua presenca
abundante em diversos ambientes, além de possuir importante toxicidade (PRIETO et
al, 2009). Propbe-se que a atividade biologica desta substancia deve-se ao
aminoacido Adda, presente em todas as moléculas variantes de MCs (SONG et al,
2006). Sua presenca é tao fundamental que uma diferenca estereoquimica em uma
ligacdo dupla conjugada, por exemplo, resulta na perda da sua toxicidade. (AN e
CARMICHAEL, 1994; LUUKAINEN et al, 1994; TROGEN et al, 1996). Neste sentido,
a isomerizacao ou a oxidacdo do aminoacido Adda, reduz a toxicidade da molécula de
forma dréstica. (TSUJI et al, 1994).

As MC apresentam alta peso molecular, variando entre 900 a 1.100 Daltons, e
por serem moléculas hidrofilicas, tém baixa capacidade de ultrapassar as membranas
lipidicas. Quando no meio intracelular sdo potentes inibidores enzimaticos. Inibem as
fosfatases, levando a fosforilagdo excessiva de outras proteinas e causam alteracdes
no citoesqueleto de células. No figado, as alteracdes do citoesqueleto levam a perda
do formato celular e subsequente destruicao celular. Além da lesdo dos hepatécitos,
ocorre lesdo capilar. Desta forma a toxicidade aguda das MCs pode estar relacionada
aos danos hepaticos (VAN APELDOORN et al, 2007), entretanto, in vitro e in vivo a
toxina ja mostrou capacidade de afetar outros érgdos como rins, cérebro, gbnadas,
pulméo e coracdo (ZEGURA et al, 2008; DIAS et al, 2009).

Dados da literatura revelam que a exposicdo crbnica as baixas concentraces de
microcistina, como por exemplo, consumo frequente de agua e alimentos
contaminados por esta toxina e mesmo a exposicdo dérmica ou inalatoria em
atividades recreativas em aguas contaminadas por esta toxina, pode gerar problemas
de saude publica (CAMPOS e VASCONCELOQOS, 2010). Neste sentido, a exposi¢cao
cronica a microcistina leva a intoxicacbes como gastroenterite, doencas alérgicas e
podem também induzir a formacao de tumores, uma vez que também sao conhecidas
como agentes promotores de tumores (HUMPAGE et al, 2000; LANKOFF et al,



2008; SVIRCEV et al, 2009). Estudos revelam que a DL50 da MC-LR administrada
por via intraperitonial (ip), em camundongos, em 24h é em média 60 pg kg-1
(HUDNELL, 2008).

1.3 AInibicdo das Fosfatases pela Microcistina:

Pelo fato das microcistinas ndo serem permedveis a membrana plasmatica,
devido a peculiaridades de sua estrutura quimica e elevado peso molecular, elas séo
carreadas para o interior da célula através de transportadores de anions organicos
polipeptideos (OATPs) (RUNNEGAR; GERDES e FALCONER, 1991; FISCHER et al,
2010). Esses OATPs fazem parte do sistema de transporte multiespecifico que estédo
presentes em diversos tipos celulares tais como hepatécitos, enterdcitos, células do
epitélio renal e orgdos como pulmdo, baco, pancreas, cérebro e coracdo. A
distribuicdo sistémica da MC nos 6rgdos € possivelmente dependente da
concentracdo, do nivel de perfusdo sanguinea, dos niveis de expressao e dos tipos
de OATPs existentes (FEURSTEIN et al, 2009).

A microcistina uma vez no interior da célula inibe as fosfatases (PPs) do tipo
serina/treonina, principalmente PP1 e PP2A através de sua ligacdo covalente e
irreverssivel com estas enzimas. (MACKINTOSH et al, 1990; GULLEDGEA et al,
2002). As fosfatases estdo inseridas em grupo diverso de proteinas que sao
classificadas de acordo com a especificidade em desfosforilar certas fosfoproteinas
em residuos como serina, treonina e tirosina (BARFORD, 1995). Nas células
eucariontes, a fosforilagdo reversivel € o mecanismo chave para a alteracdo da
atividade biol6gica de diversas proteinas estruturais e proteinas regulatorias,
envolvidas em funcbes como o transporte através da membrana celular, a
contratilidade, a divisdo celular, a transcricdo e traducao celular. Mais de 98% de
todas as fosforilacbes protéicas ocorrem em residuos de serina e treonina e o estado
de fosforilagdo de qualquer proteina € o processo dinamico que reflete a acéo
combinada de proteinas kinases e proteinas fosfatases (HONKANEN e GOLDEN,
2002).



A interac@o entre a MC e as fosfatases foi possivel ser observada através de
estudos estruturais de cristalografia (YOSHIZAWA et al, 1990; HONKANEN et al,
1990; GOLDBERG, 1995). A inibicdo da atividade enzimatica é resultado da interacéao
nao covalente, que € mediada pela MC através da cadeia lateral do aminoacido Adda.
A interacao adicional do tipo ligacdo covalente ocorre através da carbonila alfa e beta
insaturada eletrofilica do residuo metildehidroalanina da microcistina, com o
grupamento sulfidrila (-SH) da cisteina-273 da fosfatase tipol (DAWSON, 1998).

Microcystin-LR

Catalytic subunit

Figura 2- Estrutura geral do nudcleo enzimatico da enzima PP2A ligada a toxina indutora tumoral
(microcistina-LR). Retirado de (XING et al, 2006).

A inibicdo de fosfatases induz a fosforilagdo de outras proteinas do citoesqueleto
e proteinas associadas, e como consequéncia gera redistribuicdo destas proteinas.
Alteracbes na inibicdoatividade das fosfatases foram evidenciadas por gerarem
colapso dos microfilamentos de actina do citoesqueleto em hepatdcitos de ratos
expostos a microcistina (GHOSH et al,1995). Outras alteracdes em hepatécitos
também tém sido investigadas, como o aumento dos niveis de calcio citoplasmatico
(RUNNEGAR; GERDES e FALCONER, 1991).
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1.4 Os Miécitos Cardiacos Como Alvos da Microcistina:

O coracéo é constituido por varios tipos de células, onde temos: musculo atrial,
musculo ventricular, e fibras musculares especializadas na excitacdo e conducdo. E
descrito que os midcitos do tipo atrial e ventricular contraem de forma semelhante ao
musculo esquelético, exceto que a duracdo da contracdo é muito maior podendo
chegar a 400 ms. Inversamente, as fibras excitatérias e as especializadas em
conducdo contraem-se somente fracamente porque contém poucas fibras contréateis.
Em vez disso, elas apresentam atividade elétrica ritmica automatica na formacao dos
potenciais de acdo ou na propagacédo dos potenciais através do coragdo, promovendo
o controle do ritmo e da frequéncia do coragédo (GUYTON, 2006; KATZ, 2006).

s

O potencial de acao cardiaco é resultado de ativacdo e inativacdo de canais
ibnicos gerando um complexo evento elétrico com diferentes fases denominadas, fase
0, fase 1, fase 2, fase 3 e fase 4. Em cada fase estdo envolvidas diferentes correntes
ibnicas, e predomina nas fases 2 e 3 elevadas correntes de célcio. A fase 2 é
denominada de plateau do potencial de acdo cardiaco (figura 3). A abertura dos
canais rapidos causa o pico do potencial de acéo, e a abertura prolongada dos canais
lentos de calcio permite principalmente que os ions célcio entrem na fibra, sendo
estes 0s responsaveis pela maior parte do aparecimento do platd do potencial de
acdo. Um segundo fator que pode ser em parte, responsavel pela formacéo do platé,
sdo 0s canais de potassio voltagem-dependente que tém uma abertura mais lenta.
Essa abertura permite o retorno do potencial da membrana para seu valor negativo

normal em cerca de menos 80 milivolts (KATZ, 2006).
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Figura 3- Registro de um potencial de membrana de cardiomidcito e, simultaneamente, representadas
as condutancias dos jons Na*? (sédio), Ca* (célcio) e K* (potassio) ao longo do tempo do potencial. O
inicio e o pico do potencial de membrana s&o simultaneos ao periodo de maior condutancia do Na*%. O
platd do potencial é simultaneo & maxima condutancia do Ca*?. J& o retorno do potencial ao valor de
base é dado pela condutancia do K*. Retirado de (KATZ, 2006).

A cada despolarizacdo do midcito cardiaco, ions Na* e Ca* adentram para o
espaco intracelular. O Ca*? que atravessa a célula pelo canal de Ca*™tipo L durante a
despolarizacdo desencadeia a liberacdo de Ca*? intracelular armazenado do reticulo
por intermédio do receptor de rianodina (RyR). A liberacdo de Ca*? induzida pelo
préprio fon aumenta o nivel de Ca* citosélico disponivel para interagir com as
proteinas contrateis do miécito, finalmente aumentando a forca da contragdo. Durante
a repolarizacdo e o relaxamento do miécito, o Ca*? celular é ressequestrado pela
Ca'%-ATPase (SERCAS) do reticulo sarcoplasmatico, e é removido da célula pelo
permutador de Na'/Ca*® (NCX) e, em muito menor extensdo, pela SERCAS
sarcolémica (MARON e ROCCO, 2012). O bombeamento e preenchimento da camara
cardiaca requerem ciclos de excitacdo- contracdo/relaxamento que sdo mediados
pelo controle fino dos ions céalcio (BERS, 2001). A contracdo do musculo é
criticamente dependente de célcio intracelular e hidrolise do ATP (ASHLEY, 1991).
Isto € causado pelas forcas geradas pela interacdo das pontes-cruzadas dos
filamentos da miosina com os filamentos de actina. Durante o relaxamento, estas
forcas estdo inativas, mas quando um potencial de acdo se propaga ao longo do
miécito cardiaco esta faz com que o reticulo sarcoplasméatico libere elevadas
concentracbes dos ions do célcio para o sarcoplasma onde se encontram as

miofibrilas.
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E proposto na literatura, que a intoxicacdo pela microcistina leva a morte, devido
a alteracbes hepaticas que culminam na morte por choque hipovolémico (BEASLEY
et al, 2000). Entretanto, estudos recentes sugerem que esta morte, poderia também
envolver o coracéo (QIU et al, 2009). E descrito que a exposicdo & microcistina em
doses letais, promove reducdo da frequéncia cardiaca e pressao arterial em ratos. A
MC-LR ainda, mostrou ser capaz de induzir danos ao miocérdio em intoxicacao aguda
e crénica (LECLAIRE; PARKER e FRANZ, 1995; ZHANG et al, 2002; MILUTINOVIC
et al, 2006; QIU et al, 2009).

Adiciona-se a estes dados as observagfes de Qiu e outros (2009) que
demonstraram desorganizacdo das estruturas celulares e perda da aderéncia entre os
cardiomiécitos em ratos expostos a 87 pg Kg™* de MC-LR. Outros estudos, realizados
em tilapias revelaram que a administracéo intraperitonial de 500 pg Kg* de MC-LR,
levou a disfungéo cardiaca como a bradicardia, provavelmente devido a danos em
cardiomidécitos. Tais alteracdes foram relacionadas aos efeitos da MC-LR no tecido
cardiaco (ATENCIO et al, 2008).

Apesar de existirem estudos investigando as atividades da MC-LR em diversos
orgdos, ha poucos trabalhos voltados para a investigacdo do efeito direto da
microcistina em 6rgaos isolados como o coracdo de pequenos animais (DAWSON,
1998; QIU et al., 2009; MARTINS et al, 2011). Muitas das observacbes da
citotoxicidade da MC-LR indicam que ela pode ser geradora de radicais livres, além
do seu efeito inibidor de fosfatases. (BOTHA et al, 2004; DING et al, 1998; DING;
SHEN e ONG, 2001; MORENO et al, 2003, 2005). O estudo do efeito da MC-LR em
coracao isolado de camundongo poderia ser uma oportunidade de investigar-se a

influéncia de radicais livres, como o anion superoxido, na citotoxicidade da MC-LR.

1.5 Modelos Geradores de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS)
1.5.1 Isquemia-Reperfuséo e Hipdxia no Miocardio
A disfuncéo contrétil do coracdo € um fenémeno frequentemente observado apés
episodios de injuria cardiaca, como exemplo, infarto do miocardio, cirurgia de

revascularizacdo cardiaca, transplante cardiaco e angioplastia coronariana (BOLLI,
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1992). Adicionalmente, quando ha periodo prolongado de isquemia e em seguida a
reperfusdo do tecido cardiaco, pode haver disfuncdo contratil, danos estruturais e
alteracdes no metabolismo do miocardio (DHALLA et al, 1988). A reducao da oferta
de oxigénio (hipoxia) afeta criticamente a funcédo cardiaca e € causador de varias
doencas agudas e cronicas, como por exemplo, doenca isquémica do coragéao, infarto
do miocardio e hipertrofia cardiaca. A hipdxia prolongada ou isquemia além de um
limite critico resulta na morte celular por necrose ou apoptose, pois leva a falta de O,
leva a distarbios do ion calcio, alteracdo do pH, lesdo mitocondrial, 0 aumento da

geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), e dano oxidativo ao DNA.

A reperfusdo ou reoxigenacdo € essencial para a sobrevivéncia dos
cardiomiécitos. Em contrapartida, a reperfusdo esta associada a danos significativos
na célula uma vez que ela participa em parte, dos mecanismos formadores de ROS
(ZWEIER e TALUKDER, 2006). Guatimosim e outros (2002) postularam que durante
a isquemia e reperfusao (I/R), a disfuncdo contratil cardiaca é atribuida a sinalizacao
prejudicada do ion calcio nos cardiomiocitos. Anormalidades na cinética do calcio
levam a sobrecarga deste ion no sarcoplasma e esta abordagem tem sido sugerida
para explicar a disfuncdo contratil no coracdo sobre isquemia e reperfusdo (I/R).
Além da abordagem relacionada a homeostase do calcio prejudicada, o aumento de
espécies reativas de oxigénio (ROS), dentro dos primeiros minutos de reperfuséo, tem
sido proposta para explicar as alteracBes contrateis do coracao apresentadas apoés
isquemia e reperfusdo (ZWEIER, 1988). Estudos experimentais tém demonstrado
gque 0 processo como, a duragdo da isquemia, e principalmente a existéncia de
patologia prévia, aumenta a concentracdo de ROS (WANG et al, 2004; 2008; 2010).
Entretanto, os mecanismos pelos quais as alteracbes cardiacas ocorrem apés a I/R

ainda ndo estéo inteiramente detalhados (TANG et al, 2010).
1.5.2 Menadiona

A menadiona (2-metil-1,4-naftoquinona) faz parte do grupo das quinonas
conhecida como Vitamina K3 sintética. As quinonas estdo inseridas como agentes
toxicos que podem gerar varios efeitos in vivo, incluindo citotoxicidade aguda,
imunotoxicidade e cardiotoxicidade. Os mecanismos pelos quais as quinonas causam

esses efeitos sdo complexos e envolvem diferentes vias (BOLTON et al, 2000). Séo
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substancias comuns de varios produtos naturais, ou do metabolismo endogeno,
geradas através do metabolismo das hidroquinonas ou catecoéis. Sao derivados de
anéis aromaticos, por exemplo: sdo benzoquinonas, derivados de benzeno,
naftoquinonas a partir do naftaleno e antraquinonas a partir de antraceno (O’'BRIEN,
1991; MONKS et al, 1992). A menadiona ou vitamina K3 (2-metil-1,4-naftoquinona) é
uma quinona exoégena, com estrutura similar a ubiquinona, um carreador de elétrons
presente na membrana interna mitocondrial (HEART et al, 2011). Como outras
quinonas, a menadiona pode sofrer um ciclo redox, que envolve reducdo enzimatica
pelas oxidoredutases dos diferentes tipos celulares, a custa de substratos conhecidos
como NADH e NAD(P)H (figura 5). Consecutivamente a auto- oxidacao pode ocorrer
na presenca de molécula de oxigénio, gerando anion superoxido e posteriormente
peréxido de hidrogénio (H,O,) (BOLTON et al, 2000).

A menadiona é uma substancia largamente usada como ferramenta experimental
para induzir estresse oxidativo em células e tecidos. No interior da célula esta pode se
transformar no radical semiquinona de alta toxicidade. Por apresentar baixa
estabilidade o radical semiquinona pode ser reoxidado, na presenca do oxigénio, e
gerar a formacao de espécies reativas de oxigénio como exemplo: anion superoéxido
(O2.) (IYANAGI e YAMAZAKI, 1969). Através das reagBes com a participacdo da
superoxido dismutase (SOD), outras moléculas altamente toxicas poderdo ser
formadas, como exemplo o peroxido de hidrogénio (H,O,), ou ainda o radical hidroxil
(OH) altamente téxico (GOLDSTEIN et al, 1993). Além da via de transformacéo do
radical semiquinona (altamente reativo), a menadiona, podera ser reduzida a um
radical hidroquinona, pelos aceptores oxidoredutase NAD(P)H, também conhecido
como DT-diaforase (figura 4). (IYANAGI e YAMAZAKI, 1970). Neste sentido a
hidroguinona, um derivado relativamente estavel, apresenta menor toxicidade,
constituindo desta forma uma importante via de detoxificagdo, demonstrado in vivo e

in vitro por Floreani e outros (2000).
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Figura 4. Representacdo esquematica do metabolismo da quinona em hepatdcitos isolados. Q,
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radical semiquinona; HQ, hidroquinona; Fp, flavoproteina; Dic, dicoumarol;
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superoxido dismutase; GSH, glutationa reduzida; GSSG, glutationa disulfido. Retirado de ORRENIUS,
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Figura 5- Modificacdo estrutural da molécula da menadiona. A) Modelo de interacdo entre a
menadiona e o FADH,. B) Metabolismo da menadiona pela reducdo enziméatica de um elétron (1e/H"),
gerando um radical instavel semiquinona, e seguinte redugdo a hidroquinona estavel. A auto-reducao
gera ROS (O ,) quando a molécula de oxigénio esta presente. Este processo redutor utiliza NAD(P)H
como cofator. Retirado de CRIDDLE et al, 2006.
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E descrito que a citotoxicidade gerada pela menadiona tem mecanismos
intracelulares como a geracdo de estresse oxidativo devido a formacdo de ROS e a
reacoes de arilacdo em determinados nucleofilos. Em hepatdécitos isolados de ratos a
menadiona tém sido estudada, permitindo evidenciar a alteracdo da homeostase
celular do ion célcio, além de alteracfes do citoesqueleto e morte celular (BELLOMO
et al, 1983; DI MONTE et al, 1984a; ORRENIUS, 1985; MIRABELLI; SALIS e
MARINONI, 1998).

Em cardiomidcitos, a menadiona na concentragdo de 20 uM induziu aumento na
forca de contracdo de atrio isolado de ratos e cobaia (guinea pig), obtendo efeitos
mais significativos em cobaia do que nos ratos, e efeitos estritamente relacionados
com o aumento das espécies reativas de oxigénio (FLOREANI; NAPOLI e PALATINI,
2002). A cardiocitotoxicidade induzida pela menadiona também envolve a alteracdo
da homeostase do ion calcio, em cardiomidcitos neonatais de ratos (TZENG et
al,1992).

Paradoxalmente, diversos trabalhos tém demonstrado o efeito benéfico da
menadiona quando utilizada em baixas concentracbes. Foi observado que a
menadiona (3,0 pM) mimetiza o efeito benéfico do pré-condicionamento cardiaco, que
gera cardioprotecdo em coracdes isolados de ratos (YUE et al, 2001). Para tal
entendimento, os autores propuseram dois possiveis mecanismos da a¢ado protetora
da menadiona: a restauracdo do fluxo de elétrons na cadeia respiratéria e/ou o
aumento da defesa antioxidante mitocondrial (YUE et al, 2001). Tais mecanismos sao
baseados no fato de que a vitamina K tem sido utilizada no tratamento de pacientes
com defeitos da fosforilacdo oxidativa, desta forma a menadiona possui o papel de
transportador de elétrons do NADH para receptores de elétrons, a exemplo da
coenzima Q (ubiquinona) ou citocromo ¢ (ELEFF et al, 1984; MARRIAGE et al, 2004).

O estudo da MC-LR em coracao isolado sugere que seu efeito em mamiferos
possa ser semelhante aqueles evidenciados em hepatécitos, gerando ROS,
acelerando e induzindo apoptose (GERASIMENKO et al, 2001). Ainda néao foi
proposto expor coragdes isolados de mamiferos a microcistina em concentragées
citotoxicas, ou mesmo condi¢cdes onde existam previamente fatores que aumentem a

producédo de ROS.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral:

Investigar o efeito cardiotdxico da microcistina-LR em modelo de coracéo isolado
de camundongo em condi¢bes basais e sob condigcbes de estresse experimental

induzida, como e exposi¢cao & menadiona e a isquemia.

2.2 Objetivos especificos:

1) Investigar a funcdo elétrica, mecénica de coracdes de camundongos
expostos a MC-LR.

2) Investigar a funcdo elétrica, mecanica de coracdes de camundongos

expostos & MC-LR e sob condicdes de estresse como (isquemia e

menadiona)

3) Investigar a atividade enzimética cardiaca através da liberagcdo da creatina

kinase e desidrogenase lactica

4) Investigar o desequilibrio oxidativo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Nos experimentos realizados foram utilizados camundongos adultos (20-25 @),
suicos, albinos, machos e fémeas. Os animais foram abrigados no biotério de
experimentacdo animal do Laboratério de Farmacologia/lUFRJ-CCS receberam agua
e racao “ad libitum” e foram mantidos em ciclo diario de 12 horas de exposicéo a luz.
A manipulacdo e procedimentos com 0s animais obedeceram aos principios da
Comisséo de Avaliacdo do Uso de Animais (CEUA-CCS) segundo o protocolo numero
DFBICB 033.

3.2 Isolamento da Microcistina-LR e Reagentes

A toxina (microcistina-LR) isolada e purificada da cepa NPJB-1 de
Microcystis aeruginosa foi obtida pelo grupo da professora Dra Sandra Maria Azevedo
da UFRJ- Instituto de Biofisica, laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia das
Cianobactérias seguindo-se por metodologias estabelecidas no laboratério. A partir da
floragcdo de cianobactérias Microcystis aeruginosa da cepa NPJB-1, foi realizada a
liofilizacdo, seguida de adicéo de solucéo de extracéo (H,O 75%; MeOH 20%; Butanol
20%). O material formado foi centrifugado a 2000 rpm durante 40 minutos e ao final
da centrifugacdo o sobrenadante foi retirado e filtrado pela fase sdlida através do
cartucho C18. Logo ap0és a filtracdo o extrato semi-purificado foi analisado e purificado
em cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC), seguido da avaliacdo por
espectofotometria de massas. Estas duas técnicas garantiram a deteccdo e
caracterizacdo da toxina em questao, entretanto, mesmo apresentando especificidade
molecular, a determinacdo do grau de pureza da amostra de microcistina-LR néo foi
estabelecida. Os demais reagentes e substancias, bem como os “kits” para
determinacdo da atividade enzimatica (CK MB) foram adquiridos de fornecedores

como BIOCLIN, sendo todos os sais e reagentes utilizados de grau analitico.
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3.3 Preparacao do Coracao Isolado de Camundongos

O protocolo experimental consistiu na preparacdo de Langendorff modificada
(CHORRO et al, 2009), no qual coragbes de camundongos sadios foram perfundidos
por periodo de 2 horas. ApGs anestesia e eutanasia com éter etilico, a regido toracica
foi exposta para a retirada do coracdo e seus vasos sanguineos, este 6rgao foi imerso
em solugdo nutridora contendo NaCl: 135; KCI: 5; CaCly: 2; MgCly: 1; NaH,POg: 1,
NaHCOg3: 15 e dextrose: 11, em mM) a 4° C. A aorta ascendente foi canulada com
agulha 25 G conectada ao aparelho de perfusdo retrograda (Langendorff). Cada
coracao foi inicialmente perfundido a uma pressao de 30-50 mm Hg (2,5 ml/min),
através de uma bomba peristéltica de fluxo constante. A solucdo foi continuamente
oxigenada através de um baldo de mistura carbogénica contendo 95% O,, 5% CO,,
White Martins, o pH foi ajustado para 7,4 + 0,02. Ap6s um periodo de 30 minutos
(periodo controle), foi iniciada a perfusédo da toxina, por um periodo de 90 minutos. O
coracao foi acoplado, por clipe fixado em seu &pice, a um transdutor de tensédo
GRASS (force-displacement FTO3D) para ser registrada a tensdo desenvolvida, a
qual foi analisada através do programa WINDDAQ (Serial Acquisition — Versao 2.66).
A atividade elétrica do tecido cardiaco foi monitorada através do registro de
eletrocardiograma (EKG), usando eletrodos conectados as agulhas inseridas na aorta
e no apice. Todas essas atividades foram registradas em arquivos do programa
WINDAQ. Antes do registro foi aplicada ao coracdo uma tensédo de estiramento
diastolica de 1,0 g. Esta técnica também permite a avaliacdo da pressao de perfuséo

coronariana, através da leitura em (mm Hg) em uma coluna de mercurio.
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Figura 6- Esquema do Langendorff modificado. Figura adaptada de (CHORRO et al, 2009).
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Foi coletada durante um minuto, a solucdo nutridora da perfusao cardiaca em

diferentes tempos ao longo do experimento. As amostras coletadas em 15 e 30

minutos corresponderam aos periodos controles, onde foram obtidos valores basais

de liberacdo de creatina kinase. Em seguida foram coletadas amostras em 60, 90 e

120 minutos, as quais corresponderam respectivamente a 30, 60 e 90 minutos de

exposicdo a microcistina-LR. Todas as amostras foram mantidas em geladeira ao

longo do experimento,

armazenadas e posteriormente foram avaliadas em

espectrofotometria, em comprimento de onda a 340 nm. Os valores foram expressos

em U.g*.ht,
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3.5 Avaliacdo morfologica do tecido cardiaco pelo trifenil tetrazolium
(TTC)

Esta técnica teve o objetivo de caracterizar areas macroscopicas de infarto no
tecido cardiaco pos-morte, através da utilizacdo do sal de trifenil tetrazolium (TTC)
(NINEHAM, 1955). Esta técnica foi utilizada nesse estudo por ser importante na
avaliacdo de regibes de infarto do miocardio (DOERR, 1950; SANDRITTER e
JESTAEDT, 1958). Os coracdes ao final do experimento foram retirados da
montagem de Langendorff e seccionados em trés fragmentos transversais de 0,5 cm
cada e em seguida imersos em uma solucdo de TTC a 5 % por um periodo de 5
minutos em temperatura de 37°C. Em seguida os fragmentos foram retirados da
solucéo e acondicionados em solucdo de formaldeido 10% por um periodo de 24
horas, para depois serem escaneados. O mecanismo pelo qual o TTC reage com 0s
cardiomiodcitos foi descrito por diversos autores (NACHLAS; SHNITKA e 1963;
RAMKISSON, 1966; KLEIN et al, 1981; PICH et al, 1988). Basicamente, o TTC marca
em vermelho o miocérdio, devido a atividade da enzima desidrogenase lactica. A
auséncia da atividade desta enzima caracteriza infarto do miocardio, na qual ndo ha

marcacao tecidual.

3.6 Avaliacado do Desequilibrio Oxidativo
3.6.1 Glutationa Reduzida (GSH) e Malondialdeido (MDA)

A razdo GSH/GSSG é considerada um marcador desequilibrio oxidativo
(JONES, 2006). Esse ensaio foi baseado na reacdo da GSH com 5,5'-ditiobis-(2-
acido nitrobenzodico) (DTNB) que produz o 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB) (RAHMAN;
KODE e BISWAS, 2006). A taxa de formagdo de TNB, mensurada
espectrofotometricamente, € proporcional a concentracdo de GSH na amostra. A
concentracdo da amostra é determinada pelo calculo realizado apés regresséo linear
gerada a partir de uma curva padrao de GSH.

Aliguotas de homogeneizado de coracdo foram tratadas com acido
sulfossalicilico na proporcdo de 1:1, e centrifugadas a 2000 rpm por 10min. Os
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ensaios foram realizados separadamente e utilizaram 200 pl do sobrenadante para
leitura da GSH. Ap6s o preparo das amostras, as leituras foram realizadas
adicionando-se 1.400ul tampao fosfato de potassio (KPE), 200 ul de amostra, 120 pl
de DTNB, 120 ul de glutationa redutase (GR) e 120 ul de nicotinamida adenina
dinucleotideo-fosfato (NADPH). A mistura foi homogeneizada e a absorbancia
mensurada em espectrofotometro (Amersham - Biosciences mod Ultrospec 2100 pro
UV/Visible Spectrophotometer, Inglaterra) a 412 nm, em um tempo de 120 s, com

intervalos de 30 s.

Para a analise da peroxidacéo lipidica, foi utilizado o método de quantificacdo de
ROS com acido tiobarbitarico (TBARS, a sigla em inglés) descrito por Draper e Hadley
(1990). Este método consiste na capacidade do subproduto da lipoperoxidacdo, o
malondialdeido (MDA), reagir com o acido tiobarbiturico (TBA) a temperatura de 100
°C. Ou seja, quanto mais lipidios oxidados, maior concentracdo de MDA, maior reacao
com o TBA, maior absorbancia no comprimento de onda de 532 nm. Uma curva
padrao com o MDA em diversas concentracbes foi produzida. A concentracdo de
TBARS foi normalizada com a concentracdo protéica da amostra. Os resultados séo
expressos em nM (GSH) e uM (MDA).

3.7 Procedimentos experimentais

O coracao foi perfundido por um periodo controle de 30 minutos, logo em seguida
a solucdo nutridora fisioldgica, foi trocada por uma solucdo nutridora contendo a
substancia (MC-LR ou/e menadiona) e avaliado por 90 minutos. O protocolo
experimental foi dividido em cinco grupos, (n=4) sendo estes: a) perfusdo de
microcistina-LR nas concentracgdes (0,1; 0,3 e 1.0 yg/mL), b) perfusdo de menadiona
nas concentragdes (10; 50 e 200 pM), c) perfusdo de menadiona nas concentracdes
(10 e 50 pM) associada a microcistina-LR nas concentra¢des (0,1 e 0,3 pg/mL), d)
isquemia por 10 minutos e perfusdo de microcistina-LR nas concentracdes (0,1 e 0,3
pg/mL), e) isquemia por 10 minutos e perfusdo da microcistina-LR nas concentracdes
(0,1 e 0,3 pg/mL) associada a menadiona nas concentracbes (10 e 50 pM), f)

perfusdo de microcistina-LR nas concentra¢des (0,1 -0,3 pg/mL). Em todos os
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protocolos experimentais foram avaliados os parametros elétricos e mecéanicos, as
amostras de perfusato cardiaco foram coletadas a cada 30 minutos de reperfuséo e
armazenadas em tubos de ensaios contendo, inibidor de proteases como albumina
2% e armazenados em temperatura de 10°C, para posterior analise enzimatica. Ao
final dos experimentos todos os coragbes foram retirados do Langendorff e
seccionados para avaliacdo morfolégica da atividade da desidrogenase lactica.
Exceto o (grupo f) (n=3) que ao final do experimento, os coracdes foram retirados do
Langendorff homogenizados e armazenados em freezer -70°C para posterior

avaliacdo do desequilibrio oxidativo.

PROTOCOLO |
Exposicéo (90°)/ MC-LR {0,1-1.0 pg/mL)
Estabilizacéo (30°) : {/ Menadiona (10- 200 pM)
I
]
PROTOCOLO I

L i Exposicio (907 // MC-LR (0,1-0,3 pg/mL) e/ou
Estabilizacéo (30°) { Menadiona (10-50 pM)

—

Isquemia (107)

3.8 Estatistica

Os resultados obtidos sdo expressos como meédia £+ EPM e foram analisados
estatisticamente usando o teste ANOVA com péds-teste Tukey com p<0,05 sendo

considerado significativo.
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4 RESULTADOS

4.1 Efeito de diferentes concentracdes da MC-LR na atividade mecanica,

elétrica e enzimatica de coracdes isolados de camundongos.

Os coracdes de camundongos foram perfundidos com a solucao nutridora por um
periodo de estabilizacdo de 30 minutos. Em todo periodo de estabilizacdo, ou seja,
periodo controle, ndo foram identificados valores de tensdo de contracdo, frequéncia
cardiaca e amplitude do complexo QRS estatisticamente diferentes dos valores

normais esperados.

A avaliacdo da atividade mecanica cardiaca, ou seja, a tenséo cardiaca expressa
em percentual do controle mostrou que a exposicdo a microcistina-LR gerou
citotoxicidade cardiaca, uma vez que apresentou reducdo da tensdo cardiaca ao
longo de 90 minutos de exposi¢do a toxina (figura 7). A MC-LR na concentragéo 0,1
pg/mL de MC-LR apesar de apresentar reducdo média de 25% (figura 8), ndo mostrou
diferenca significativa no percentual de tensdo cardiaca em relagcdo ao controle.
Entretanto, a MC-LR nas concentragbes 0,3 pg/mL e 1,0 pg/mL apresentou 42 *
8,0% (p<0,05) e 58 £ 5,0% (p<0,05) (figura 8) de reducdo do percentual da tensao
cardiaca respectivamente em relacdo ao controle. Estes resultados mostraram que 0s
efeitos sdo dependentes da concentracdo de MC-LR testada e do tempo de perfuséo

avaliado.

\

Em todos os experimentos de exposicdo a MC-LR, os registros de tensao
cardiaca ndo apresentaram perda total em 100% da tenséo cardiaca desenvolvida.
Ou seja, é possivel afirmar que a exposi¢cdo a MC-LR nas concentracdes (0,1; 0,3 e
1,0 pug/mL) em coracéo isolado de camundongo ndo causou contratura miocardica. As
concentragbes (0,3 e 1,0 pg/mL) revelaram ao longo do tempo, perfis similares de
tensdo cardiaca, marcado pelo aumento da linha de base e incapacidade de
desenvolver tenséo cardiaca maxima basal, quando comparado com o controle (figura
7). Tais caracteristicas podem indicar que a citotoxicidade pela exposi¢do a MC-LR ao
longo do tempo, pode ser capaz de gerar uma possivel incapacidade de contragéo e

relaxamento adequado dos cardiomidcitos, levando a queda da funcéo contratil.
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As analises bioquimicas do contetudo de creatina kinase liberada no perfusato
cardiaco, revelaram aumento de mais de 100% quando comparado aos niveis basais.
A MC-LR na concentracdo 0,1 pg/mL ndo apresentou diferenca significativa na
guantidade de creatina kinase liberada ao longo dos 90 minutos de perfusdo, quando
comparado com o controle (figura 9). Entretanto, a MC-LR nas concentracdes 0,3
pg/mL e 1,0 pg/mL apresentaram os valores de 1.295,00 + 96,10 e 1.009,37 £ 713,82
U.gh™ de creatina kinase, respectivamente, ou seja, aumentos que superaram cerca
de 500,00 U.g*h™, no final de 90 minutos de perfuséo.

O aumento da liberac&o de creatina kinase no perfusato cardiaco, acima descrito,
e a avaliacdo enzimatica macroscopica por TTC do tecido miocéardico apos
processamento, revelaram imagens sugestivas de danos teciduais (figura 7). A MC-
LR nas concentracdes (0,1 e 0,3 pg/mL) apresentaram area total corada em vermelho
de forma homogénea, enquanto a MC-LR na concentracdo 1,0 ug/mL apresentou

reduzida impregnacéao a este corante quando comparado ao controle.

ApoOs o periodo de estabilizacdo os coracbes expostos as concentracbes 0,1
pg/mL e 0,3 pg/mL de MC-LR n&o apresentaram diferenca significativa no percentual
de frequéncia cardiaca. Entretanto, a MC-LR na concentra¢do 1,0 pug/mL apresentou
cerca de 70% + 2,48 (p<0,05) de reducdo do percentual da frequéncia cardiaca, em

relacdo ao controle no final de 90 minutos de avaliacdo (figura 10).

A MC-LR em todas as concentracdes testadas houve reducdo do percentual da
amplitude do complexo QRS apds 90 minutos de perfusédo. Ou seja, reducdes de 48 +
5,0%; 58 + 10,0% e 74 + 5,0% (p<0,05) nas concentra¢gbes de 0,1; 0,3 e 1,0 pg/mL
de MC-LR respectivamente (figura 11).
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Inicio da Perfusido Fimda Perfusdo Avaliacéo
Macroscopica TIC

Tensdo (controle)

<

JLEKG

Tensdo

MC-LR (0,1 pg/mL) Omin 90min

<—

J' EKG

9]

EKG
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Figura 7- Registros da tensdo cardiaca e eletrocardiograma dos cora¢des isolados de
camundongos. Exposicdo a MC-LR por 90 minutos concentragfes utilizadas (0,1; 0,3 e 1.0 pg/mL).
Nos registros de tensdo cardiaca, cada quadrado na ordenada corresponde a 0,33 gramas e na
abcissa 0,33 segundos. Nos registros do EKG na ordenada corresponde 0,4 mV e na abcissa 0,33
segundos. (A) Registro de Tensdo e Eletrocardiograma (EKG) Controle (B) Registro de Tenséo e
Eletrocardiograma (EKG) de 0,1 pg/mL de MC-LR. (C) Registro de Tensédo e Eletrocardiograma
(EKG) de 0,3 pg/mL de MC-LR. (D) Registro de Tenséo e Eletrocardiograma (EKG) de 1.0 pg/mL de
MC-LR. A, B, C, D observam-se os cortes transversais (0,5 cm) de coracdo de camundongo na
presenca de trifenil tetrazolium. A marcacdo em vermelho indica preservagdo tecidual, e areas
esbranquicadas indicam lesé&o tecidual.
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Figura 8- Efeito na tensdo cardiaca de corac¢fes isolados de camundongos expostos a toxina
microcistina-LR. Ordenada: Tensdo cardiaca. Abcissa: tempo de perfusdo nas diferentes
concentracdes de MC-LR (0,1 pg/mL; 0,3 pg/mL e 1.0 pg/mL). Os dados estdo expressos como % da
tensdo controle. Os valores expressam a média + EPM (n=4, *p< 0.05).
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Figura 9- Avaliagdo do conteddo de creatina kinase liberado no perfusato cardiaco de coracées
de camundongo isolado expostos a microcistina-LR. Os resultados sdo expressos em U.g—l.h'l de
perfusato coronariano. Os coragfes perfundidos com a MC-LR nas concentragbes (0,1; 0,3; 1.0
pg/mL). Os valores encontrados foram crescentes na avaliagdo temporal e expressam a média + EPM
(n=4, *p<0,05).
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Figura 10 - Avaliacdo da Frequéncia Cardiaca. Os valores sdo expressos em % da reducdo dos
valores do controle ao longo dos 90 minutos de avaliacdo de perfusé@o pela toxina microcistina-LR nas
concentracdes (0,1; 0,3 e 1.0 pg/mL). Os valores expressam a média + EPM (n=4, * p<0,05).
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Figura 11 - Avaliacdo da Amplitude do complexo QRS. Os valores sdo expressos em % da redugéo
dos valores do controle ao longo dos 90 minutos de avaliagdo de perfusdo pela toxina microcistina-LR
nas concentragdes (0,1; 0,3 e 1.0 pg/mL). Os valores expressam a média + EPM (n=4, * p<0,05).
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4.2 Efeito da pressao de perfusdo apés exposi¢cdo a MC-LR.

Os coragdes de camundongos controles perfundidos com a solug&o nutridora, em
todo periodo de estabilizacdo, ndo apresentaram valores estaticamente diferentes de
pressdo de perfusdo coronariana. De forma semelhante, os coracfes expostos a
concentracdo de 0,1 pg/mL de MC-LR também ndo apresentaram modificacdes na
pressao de perfusdo coronariana apés 90 minutos de exposicdo. Entretanto, a MC-LR
nas concentragbes de 0,3 e 1.0 pg/mL, apresentou aumento de 30 mm Hg
aproximadamente, ao longo dos 90 minutos de avaliagédo (figura 12). Os resultados
mostraram também que a concentracdo 1.0 pg/mL de MC-LR desencadeou o
aumento da pressdo de perfusdo em menor tempo quando comparado com a
concentracédo 0,3 pg/mL de MC-LR. Tais resultados sugerem que possivelmente o
aumento da pressao de perfusdo coronariana pode estar relacionado a exposicao a

microcistina-LR.
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Figura 12- Avaliacao da pressao de perfusdo coronariana de coragfes expostos a microcistina-
LR. Ordenada: Pressao de perfusdo em (mm Hg) nas concentra¢ées (0,1; 0,3 e 1.0 pg/mL de MC-LR)
ao longo de 90 minutos de avaliagcdo. Os valores expressam a média £ EPM (n=4, *p< 0.05).
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4.3 Efeito da MC-LR associada a diferentes concentracdes de menadiona
na atividade mecanica, elétrica e enzimatica de coracdo isolado de

camundongos.

Apés o periodo de estabilizacdo, no qual ndo foram identificados valores de
tensdo de contracdo, frequéncia cardiaca e amplitude do complexo QRS
estatisticamente diferentes, conforme o esperado, os coracbes dos camundongos
foram perfundidos com a solucao nutridora contendo menadiona nas concentragdes
(10, 50 e 200 pM).

Foram observados valores estatisticamente diferentes nos protocolos de
exposicao a menadiona a partir das concentracdes de 50 e 200 pM. Os valores de
percentual de tensdo cardiaca chegaram a zero no final de 90 minutos, mostrando
que a citotoxicidade da menadiona nos cardiomidcitos € dependente da concentracao
e do tempo (figura 13).

Com base nos perfis de injuria cardiaca, gerados pelas concentracdes crescentes
de menadiona (figura 15a), foi escolhida as concentrac6es de 10 e 50 uM para ser

testada em associacdo a microcistina-LR.

Na avaliacdo da tensdo cardiaca, a administracdo da microcistina-LR nas
concentracbes 0,1 e 0,3 ug/mL associada a 50 uM de menadiona, mostrou aumento
da citotoxicidade da menadiona, quando comparado aos efeitos da menadiona
sozinha (figura 15b). Os resultados mostraram que apés 40 minutos de exposicao, a
menadiona 50 UM sozinha apresentou 25% de reducdo do percentual de tenséo
cardiaca, entretanto, este mesmo tempo de exposicdo a menadiona 50 pM em
associacdo a 0,3 pg/mL de MC-LR, apresentou 75% de reducdo do percentual de
tensdo cardiaca. Desta forma é possivel indicar que a microcistina-LR em associacao
a menadiona foi capaz de gerar efeito aditivo, sendo este concentracdo e tempo

dependente (figura 15b).

A andlise bioguimica do conteldo de creatina kinase liberada no perfusato
cardiaco, pela exposicdo a menadiona (50 uM) revelou aumento de mais de 100%
guando comparado aos niveis basais do controle (figura 16). A adicdo de 0,1 pg/mL
de MC-LR neste protocolo ndo apresentou diferenca significativa na quantidade de
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creatina kinase liberada ao longo dos 90 minutos de perfusdo. Entretanto, a adi¢éo de
0,3 pg/mL de MC-LR apresentou o aumento na liberacdo enzimética de 1.791,16 +
559,05 para 3.093,75 + 6,25 U.g'h™, ou seja, aumentos que superaram cerca de
1.000,00 U.g*h™ no final de 90 minutos de perfuséo (figura 16).

Paralelamente a este achado, a avaliacdo enzimatica macroscopica por TTC do
tecido miocéardico apds processamento mostrou que 0s cora¢fes de camundongos
expostos a infusdo de solucdo contendo menadiona (50 puM) e microcistina-LR
apresentaram intensificagcdo de danos teciduais, quando comparados ao controle
(figura 14).

Na avaliacdo elétrica cardiaca, a exposicdo a menadiona na concentracao 10 uM,
nao revelou alteracdo no percentual de frequéncia cardiaca nem mesmo no
percentual da amplitude do complexo QRS. Entretanto, as concentragdes 50 e 200
MM de menadiona causaram em 30 minutos de exposi¢cao reducdo de 60% e 100%

respectivamente (p<0,05) para ambos os parametros (figura 17a) e (figura 18a).

A adicéo de 0,1 ou 0,3 pg/mL de MC-LR em 50 uM de menadiona, ndo resultou
em alteracdo significativa na atividade elétrica, no que diz respeito a frequéncia

cardiaca e amplitude do complexo QRS (figura 17b,c) e (figura 18b,c).
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Figura 13- Registros da tenséo cardiaca dos corac¢fes isolado de camundongos expostos a
diferentes concentrac6es de menadiona. Exposicdo a menadiona por 90 minutos concentracdes
utilizadas (10, 50 e 200 pg/mL). Nos registros de tensédo cardiaca, cada quadrado na ordenada
corresponde a 0,33 gramas e na abcissa 0,33 segundos. (A) Registro de Tens&o e EKG apdés 10 uM de
menadiona (B) Registro de Tensédo e EKG apds 50 uM de menadiona. (C) Registro de Tensédo e EKG
ap6s 200 pM de menadiona. A, B e C observam-se os cortes transversais (0,5 cm) de coragdo de
camundongo na presenca de trifenil tetrazolium. A marcacdo em vermelho indica preservacéo tecidual,
e areas esbranquicadas indicam leséo tecidual.
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Figura 14- Registros da tenséo cardiaca dos corac¢fes isolado de camundongos expostos a
concentracdo de 50 pM de menadiona e diferentes concentracfes de MC-LR. Exposi¢cdo a
microcistina-LR nas concentragfes (0,1 e 0,3 pg/mL), asociada a concentracdo de 50 puM de
menadiona, durante 90 minutos. Nos registros de tensdo cardiaca, cada quadrado na ordenada
corresponde a 0,33 gramas e na abcissa 0,33 segundos. (B) Registro de Tensédo e EKG apés 50 uM de
menadiona (A) Registro de Tensdo e EKG apds 50 uM de menadiona e 0,1 pg/mL de MC-LR. (C)
Registro de Tensdo e EKG ap6s 50 uM de menadiona e 0,3 ug/mL de MC-LR. A, B e C observam-se
os cortes transversais (0,5 cm) de coracdo de camundongo na presenca de trifenil tetrazolium. A

marcacao em vermelho indica preservagao tecidual, e areas esbranquicadas indicam lesé&o tecidual.
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Figura 15 A) Avaliagdo do percentual de tens&o cardiaca de coragdes expostos diferentes
concentragcdes de menadiona. B) percentual de tensdo cardiaca de coragdes expostos a
diferentes concentragcdes de microcistina-LR associado a 50 pM de menadiona. Ordenada:
Tensao cardiaca. Abcissa: tempo de perfusé@o nas diferentes concentracdes de MC-LR em associagéo
a 50 uM de menadiona. Os dados estao expressos como % da tensdo controle. Os valores expressam
a média £ EPM (n=4, *p< 0.05).
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Figura 16- Avaliacdo da liberacdo de creatina kinase no perfusato cardiaco de coracgdes
expostos a microcistina-LR em associacdo a menadiona. Ordenada: Liberagcédo de creatina kinase
apos exposicdo de microcistina-LR nas concentragfes (0,1 e 0,3 pg/mL de MC-LR) + 50 pM de
menadiona ao longo do tempo. Os valores expressam a média + EPM (n=4, *p< 0.05).
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Figura 17 A) Avaliacdo da frequéncia cardiaca de corac8es expostos a diferentes concentracfes
de menadiona. B) Avaliacdo da frequéncia cardiaca de coracdes expostos 50 uM de menadiona
associado a 0,1 pg/mL de MC-LR. C) Avaliagdo da frequéncia cardiaca de coragdes expostos 50
MM de menadiona associado a 0,3 pg/mL de MC-LR. Ordenada: Percentual da frequéncia cardiaca
ao longo do tempo. Os valores expressam a média + EPM (n=4, *p< 0.05).
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Figura 18 A) Avaliacdo da amplitude do complexo QRS de corag¢fes expostos a diferentes
concentracdes de menadiona. B) Avaliacdo da amplitude do complexo QRS de coracdes
expostos 50 uM de menadiona associado a 0,1 ug/mL de MC-LR. c) Avaliacdo da amplitude do
complexo QRS de coragdes expostos 50 uM de menadiona associado a 0,3 pg/mL de MC-LR.
Ordenada: Percentual da frequéncia cardiaca ao longo do tempo. Os valores expressam a média +
EPM (n=4, *p< 0.05).
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4.4 Efeito da presséo de perfusdo apds exposi¢cdo a menadiona associado
a MC-LR.

Apés o periodo de estabilizacdo, os coragbes de camundongos expostos a
solucdo nutridora contendo microcistina-LR (0,1 e 0,3 pg/mL), em associacdo a
menadiona (50 uM), ndo apresentaram, de forma significativa, potencializacdo dos
efeitos na presséo de perfusdo coronariana quando comparados aos efeitos gerados

pela menadiona sozinha na concentragéo de 50 uM (figura 19).
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Figura 19- Avaliacdo da pressédo de perfus@o coronariana de coracfes expostos a microcistina-
LR. Ordenada: Presséo de perfusdo em (mm Hg) nas concentrac¢des (0,1 e 0,3 pg/mL de MC-LR) em
associacdo a 50 pM ao longo do tempo. Os valores expressam a média + EPM (n=4, *p< 0.05).
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4.5 Efeito de diferentes concentracdes da MC-LR na atividade mecéanica,

elétrica e enzimética de coracgéo isolado de camundongos expostos a isquemia.

Os coragdes de camundongos foram perfundidos com a solug&o nutridora por um
periodo de estabilizacdo de 30 minutos. Em todo periodo de estabilizacdo, ou seja,
periodo controle, os valores de tensdo de contracdo, frequéncia cardiaca e amplitude
do complexo QRS n&o foram estatisticamente diferentes, como esperado para o

controle.

Os resultados do percentual de tenséo cardiaca dos cora¢gdes expostos a MC-LR,
apos o periodo de isquemia, ou seja, reperfusdo mostraram valores estatisticamente
diferentes, nas concentracdes de MC-LR testadas, quando comparado ao controle,
sendo 56 + 5,0% (p<0,05) e 55 + 12,0% (p<0,05), para 0,1 e 0,3 ug/mL MC-LR,
respectivamente. Neste sentido, apresentaram reducao de aproximadamente 50 % do
percentual da tensdo cardiaca no final de 90 minutos de avaliacao (figura 21). Ambas
as concentracdes de MC-LR apdés a isquemia causaram reducdes no percentual da

tensao cardiaca de forma semelhante.

Os valores de creatina kinase ap6s o periodo de isquemia foram cerca de 200,00
U.gt.h? (figura 22). Entretanto, esta liberacdo basal ao longo da avaliagéo, ndo teve
diferenca significativa em relacdo ao periodo controle. A concentracédo 0,1 pg/mL de
MC-LR apesar de gerar um aumento de 143,75 %= 93,75 para 511,25 + 276,25
U.g.h™, ap6s 90 minutos de perfuséo, também nao foi significativamente em relag&o
ao controle. No entanto, a concentracao de 0,3 pg/mL de MC-LR provocou 0 aumento
de 95,83 + 13,05 para 828,21+ 176,99 U.g*.h™, ou seja, aumento em torno de 760%
ao final de 90 minutos de perfuséo, com p<0,05 (figura 22).

Apesar do aumento na liberacdo de creatina kinase no perfusato cardiaco na
concentragcéo 0,1 pg/mL de MC-LR, este nao foi significativo quando comparado ao
controle. Similarmente, esta mesma concentracdo, ndo provocou alteracbes que
gerassem danos teciduais, apés a avaliacdo enzimatica macroscopica por
impregnacdo do TTC no tecido miocardico (figura 14). Diante deste fato, € possivel
afirmar que qualitativamente ndo foram observadas diferengcas significativas na

morfologia miocardica ao final do experimento, nesta concentracdo, quando
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comparada ao controle. Entretanto, a concentracdo de 0,3 pg/mL de MC-LR, neste
protocolo de isquemia, mesmo apresentando valores enzimaticos semelhantes a
protocolos anteriores (sem isquemia), revelou de forma qualitativa sinais de danos
celulares, uma vez que a area total miocardica apresentou regiées nao coradas pelo
TTC, (figura 20), tais regides esbranquicadas, sinalizam a auséncia da enzima

desidrogenase lactica sendo esta um indicativo de morte celular.

Na avaliagdo elétrica cardiaca, o periodo de 10 minutos de isquemia global,
suprimiu o aparecimento de intervalos cardiacos regulares, com predominio de
bradicardia e episddios de arritmia. Além disso, houve o acentuado aumento da
amplitude do complexo QRS. Apds o periodo de isquemia os valores percentuais
tanto da frequéncia cardiaca, como da amplitude do complexo QRS, néo revelaram
diferencas significativas quando comparados com o controle (figura 23 e figura 24).
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Figura 20- Registros da tensdo cardiaca e o eletrocardiograma dos corag¢bes isolado de
camundongos apds isquemia e exposi¢cdo a MC-LR. Apés periodo de isquemia global de 10
minutos, os coracdes isolados de camundongos foram expostos a MC-LR por 90 minutos nas
concentracdes (0,1; 0,3; 1.0 pg/mL). Nos registros de tensdo cardiaca, cada quadrado na ordenada
corresponde a 0,33 gramas e na abcissa 0,33 segundos. Nos registros do EKG na ordenada
corresponde 0,4 mV e na abcissa 0,33 segundos. (A) Registro de Tensdo e EKG (Controle). (B)
Registro de Tensédo e EKG (0,1 pg/mL de MC-LR). (C) Registro de Tensdo e EKG (0,3 pg/mL de MC-
LR). Avaliacdo enzimética macroscopica por trifenil tetrazolium. A, B e C, observam-se os cortes
transversais (0,5 cm) de coracdo de camundongo na presenca de trifenil tetrazolium. A marcacdo em
vermelho indica preservacao tecidual, e areas esbranquigadas indicam lesao tecidual.
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Figura 21- Efeito na tensdo em coracdo isolado de camundongo expostos a isquemia e a
microcistina-LR. Ordenada: Tensdo cardiaca. Abcissa: tempo de perfusdo nas diferentes
concentragcbes de MC-LR (0,1 pg/mL; 0,3 pg/mL). Os dados estdo expressos como % da tensdo
controle. Os valores expressam a média + EPM (n=4, *p< 0.05).
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Figura 22- Avaliagdo do contelddo de creatina kinase liberado no perfusato cardiaco de coracdes
de camundongo isolado expostos a isquemia e microcistina-LR. Os resultados sao expressos em
U.g-".h™" de perfusato cardiaco. Os coracdes perfundidos com a MC-LR nas concentracdes (0,1 e 0,3
pg/mL) apés protocolo de I/R. Os valores encontrados foram crescentes na avaliagdo temporal e
expressam a média + EPM (n=4, *p<0,05).
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Figura 23- Avaliacdo da Frequéncia Cardiaca apds isquemia e exposicdo a diferentes
concentracdes de microcistina-LR. Os valores sédo expressos em % da reducdo dos valores do
controle ao longo dos 90 minutos de avaliacdo de reperfusdo com microcistina-LR nas concentragtes
(0,1 e 0,3 pg/mL). Os valores expressam a média + EPM (n=4, * p<0,05).
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Figura 24- Avaliacdo da Amplitude do Complexo QRS cardiaco ap0s isquemia e exposicdo a
diferentes concentracdes de microcistina-LR. Os valores sdo expressos em % da reducdo dos
valores do controle ao longo dos 90 minutos de avaliagdo de reperfusdo com microcistina-LR nas
concentracdes (0,1 e 0,3 pg/mL). Os valores expressam a média + EPM (n=4, * p<0,05).
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4.6 Efeito da pressao de perfusdo apds isquemia e exposi¢cdo a MC-LR.

Os coracdes de camundongos apos o periodo de estabilizacdo, e exposicao
iIsquémica por 10 minutos, ndo apresentaram diferenga significativa nos valores de
pressdo de perfusdo coronariana durante todo o periodo de reperfusdo. De forma
semelhante, ap0s a isquemia, 0s coracdes expostos a concentracao de 0,1 pg/mL de
MC-LR também ndo apresentaram valores de pressao de perfusdo diferentes
estatisticamente, durante os 90 minutos de reperfusdo, ou seja, manteve a pressao de
perfusdo coronariana na faixa de 60 + 3,17 mm Hg. Entretanto, quando os coracdes
de camundongos foram expostos a concentracdo de 0,3 ug/mL de MC-LR, apés o
periodo de isquemia, foi observado o aumento da pressao de perfusdo de mais de 25
unidades (62,5 £ 8,29 mm Hg para 89,5 + 4,8 mm Hg) no final de 90 minutos de
reperfuséo (figura 25).
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Figura 25- Avaliacdo da presséo de perfusdo coronariana de coragdes expostos a isquemia (10
minutos) e microcistina-LR. Ordenada: Pressdo de perfusdo em (mm Hg) nas concentracdes (0,1 e
0,3 ug/mL de MC-LR) ap6s isquemia de 10 minutos. Os valores expressam a média + EPM (n=4, *p<
0.05).
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4.7 Efeito de diferentes concentracdes de MC-LR associada a menadiona
apds isquemia na atividade mecénica, elétrica e enzimatica de coracédo isolado

de camundongos.

Em todo periodo de estabilizacédo, ou seja, periodo controle, os valores de tensao
de contracdo, frequéncia cardiaca e amplitude do complexo QRS nédo foram

estatisticamente diferentes, como esperado para o controle.

A reperfusdo cardiaca na concentracdo de 10 uM de menadiona ndo apresentou
influéncia no percentual de tensé@o cardiaca, quando comparado com o controle.
Entretanto, a reperfusdo nas concentracbes de 50 e 200 pM de menadiona
apresentaram episodios de arritmia e desenvolvimento da contratura miocardica,
como reflexo do marcante aumento da tensdo de repouso (linha basal) (figura 26).
Houve reducdes do percentual de tensdo cardiaca de 80% e 100% respectivamente,
ou seja, 23,40 £ (5,29) em 50 pM e 4,56 + (1,59) em 200 uM ao final de 90 minutos de
avaliacao (figura 28a). A partir destes resultados, optou-se por avaliar o efeito aditivo
da microcistina-LR nas concentracbes (0,1 e 0,3 pg/mL), em associacdo a
administracdo de menadiona nas concentracdes (10 e 50 uM) apos o periodo de 10

minutos de isquemia.

Apés a isquemia, a adicdo de 0,1 ou 0,3 pg/mL de MC-LR na solucdo de
reperfusdo contendo 10 uM de menadiona, ndo revelou valores de percentual de
tensdo cardiaca diferentes estatisticamente em relacdo ao controle, ou seja, nao foi
observada intensificacdo dos efeitos cardiacos, quando comparados com os efeitos
obtidos somente pela exposicdo de MC-LR (figura 28b; figura 28c). Neste sentido, é
possivel dizer que esta concentragdo de menadiona revelou-se incapaz de
potencializar os efeitos das duas concentracdes de MC-LR utilizada apés a isquemia.
E relevante ressaltar que a concentracdo 10 pM de menadiona mostrou ser capaz de
induzir parcial protecdo da tensdo cardiaca, principalmente no periodo inicial da

reperfusdo, uma vez que atenuou os efeitos da MC-LR apds isquemia.

Em contrapartida, ap0s a isquemia, a adicao de 0,1 ou 0,3 pg/mL de MC-LR na
solugdo de reperfusdo contendo 50 pM de menadiona, provocou aumento da

citotoxicidade cardiaca (figura 28d; figura 28e). Os resultados mostraram queda da
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funcdo contrétil através da ampla reducdo do percentual de tenséo cardiaca no final
de 90 minutos de avaliacdo. Esta associagdo mostrou valores finais de (0,0 £ 0,0), ao
passo que o valor final encontrado somente pela exposicdo a menadiona 50 uM foi
(25 + 5,0%), (figura 28a).

Os resultados das analises bioquimicas revelaram que apds a isquemia, a
exposicdo de coragBes de camundongos a concentragao de 10 yM de menadiona,
nao gerou valores diferentes em relagdo ao controle. Em contrapartida a reperfusao
de menadiona nas concentragdes (50 e 200 uM) mostraram aumentos superiores a
100% da liberacdo de creatina kinase quando comparada aos valores basais, no final
de 90 minutos de reperfuséo (figura 30). Sendo assim os resultados bioquimicos séo
condizentes com o0s resultados obtidos da funcdo mecéanica cardiaca.
Adicionalmente, a liberacdo de creatina kinase no periodo de reperfusdo, quando
adicionado MC-LR (0,1 ug/mL) em associacdo a 10 uM de menadiona, ndo revelou
aumento enzimatico, quando comparado aos valores basais. Em contrapartida, a
adicdo de 0,3 pg/mL de MC-LR em associacdo a 10 yM de menadiona, revelou
aumento da liberacdo de creatina kinase que n&o superou 500 unidades, mostrando-
se significativo (figura 31). Ja a adicdo de MC-LR (0,1 ou 0,3 pg/mL) em associagéo a
50 yM de menadiona, apresentou aumentos na liberacdo enzimatica no final de 90
minutos de avaliagdo. Entretanto, tais resultados ndo se mostraram diferentes em

relacdo ao controle (figura 32).

Na avaliacdo morfol6gica macroscépica, os fragmentos de tecido miocardiaco no
final do experimento, revelaram que apos isquemia e associacdo a menadiona nas
concentracbes de 50 e 200 pM, apresentaram imagens conclusivas de danos
celulares, quando comparadas ao controle (figura 26). Ao passo que a concentracao
de 10 uM, néo foi capaz de caracterizar qualitativamente lesdo miocardica. E possivel
indicar que a exposi¢do por 10 minutos de isquemia em associagdo as crescentes
concentracbes de menadiona, e microcistina-LR criou condi¢cfes intracelulares no
tecido miocérdico, capaz de desarranjar e lesar a membrana celular, permitindo a
demasiada liberacdo do conteudo de creatina kinase para o perfusato cardiaco.
Adiciona-se a avaliacdo qualitativa dos fragmentos cardiacos ao final do experimento,

0s quais revelaram através da avaliagdo macroscopica do tecido, extensas areas de
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leséo tecidual, (&reas esbranquicadas), caracterizando a morte celular miocérdica.
Entretanto, o protocolo de inducdo ao estresse oxidativo pela exposicdo a isquemia, a
menadiona e a MC-LR, qualitativamente néo foi capaz de distinguir a diferenciacdo de
leséo celular, pela avaliacdo macroscopica dos fragmentos de coragcédo expostos a 0,1

ou 0,3 de MC-LR em associagao a 50 pM de menadiona.

Na avaliacdo da funcao elétrica, os coragBes apls isquemia e expostos a 50 e
200 pM de menadiona apresentaram no final de 90 minutos de avaliacdo, reducoes
significativas de 60% e 100% (p<0,05) do percentual da frequéncia cardiaca em
relacdo ao controle. Fato este, que nao foi observado apos isquemia e exposicédo a 10
UM de menadiona (figura 33a). Sendo assim, as concentracdes 50 e 200 pM
caracterizaram o efeito inotropico negativo. Quando se avaliou a amplitude do
complexo QRS, observou-se que todas as concentracdes testadas causaram reducao
do percentual da amplitude do complexo QRS a partir dos 30 minutos iniciais de
reperfuséo (figura 34a). Desta forma, tanto os coracdes expostos a concentracdes de
10 e 50 uM de menadiona, quanto os coracdes que ndo foram expostos a menadiona
(controle) apresentaram reducdo de 50% da amplitude do complexo QRS.
Adicionalmente a exposicdo a concentracdo de 200 uM de menadiona, apresentou
100% de reducéo da amplitude, além da presenca de episédios de fibrilagdo e parada

cardiaca, observada nos minutos finais de reperfuséo. (figura 34a).

Para todos os parametros elétricos, avaliados neste protocolo de inducdo ao
estresse oxidativo a microcistina-LR ap0és isquemia em associacdo a menadiona, ndo
houve intensificacdo da citotoxicidade cardiaca de forma significativa. Logo, todos os
resultados elétricos referentes a este protocolo ndo obteveram p<0,05 (figura 33b,
33c, 33d, 33e, 34b,c,d,e).
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Figura 26- Efeito na tensédo cardiaca em coracédo isolado de camundongo expostos a isquemia e
a menadiona. Exposicdo a menadiona nas concentracdes (10; 50 e 200 uM) apés o periodo de
isquemia por 10 minutos. Nos registros de tenséo cardiaca, cada quadrado na ordenada corresponde a
0,33 gramas e na abcissa 0,33 segundos. Nos registros do EKG na ordenada corresponde 0,4 mV e na
abcissa 0,33 segundos. (B) Registro de Tensdo e EKG (10 uM de menadiona) (A) Registro de Tenséao
e EKG (50 uM de menadiona). (C) Registro de Tensdo e EKG (200 uM de menadiona). A, B e C,
observam-se os cortes transversais (0,5 cm) de coragdo de camundongo na presenca de trifenil
tetrazolium. A marcacdo em vermelho indica preservagéo tecidual, e areas esbranquicadas indicam
leséo tecidual.
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Figura 27 A) Efeito na tenséo cardiaca em coracgao isolado de camundongo expostos a isquemia
e a menadiona associada a MC-LR. Exposicdo a isquemia por 10 minutos e exposi¢do a menadiona
nas concentracdes (10 e 50 uM) em associacdo a MC-LR (0,1 e 0,3 pg/mL). Nos registros de tensdo
cardiaca, cada quadrado na ordenada corresponde a 0,33 gramas e na abcissa 0,33 segundos. Nos
registros do EKG na ordenada corresponde 0,4 mV e na abcissa 0,33 segundos. (A) Registro de
Tensédo (10 uM de menadiona) (B) Registro de Tenséo (10 uM de menadiona associada a 0,1 pg/mL
de MC-LR). (C) Registro de Tensé&o (10 pM de menadiona associada a 0,3 pg/mL de MC-LR). 27 B) (A)
Registro de Tensédo (50 uM de menadiona). (B) Registro de Tenséo (50 UM de menadiona associada a
0,1 pg/mL de MC-LR). (C) Registro de Tensao (50 uM de menadiona associada a 0,3 pg/mL de MC-
LR).
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Figura 28- Efeito na tensdo em coracgédo isolado de camundongo expostos a isquemia e a
menadiona. Ordenada: Tensao cardiaca. Abcissa: tempo de reperfusao nas diferentes concentragfes
de menadiona (10; 50 e 200 uM) apés 10 minutos de isquemia. Os dados estdo expressos como % da
tensdo controle. Os valores expressam a média + EPM (n=4, *p< 0.05).
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Figura 30- Avaliacdo do contetdo de creatina kinase liberado no perfusato coronariano de
coracbes de camundongo isolado expostos a isquemia e menadiona. Os resultados sé&o
expressos em U.g—l.h"l de perfusato coronariano. Os corag¢fes reperfundidos com menadiona nas
concentragdes (10; 50 e 200 pM) apos isquemia de 10 minutos. Os valores encontrados foram
crescentes na avaliagdo temporal e expressam a média + EPM (n=4, *p<0,05).
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Figura 31- Avaliacdo do contetdo de creatina kinase liberado no perfusato coronariano de
coracbes de camundongo isolado expostos a isquemia e menadiona associada a MC-LR. Os
resultados sdo expressos em U.g-.h™ de perfusato coronariano. Os coracdes reperfundidos com
menadiona na concentracdo (10 uM) apos isquemia de 10 minutos em associacdo a MC-LR (0,1 e 0,3
pg/mL). Os valores encontrados foram crescentes na avaliagdo temporal e expressam a média + EPM
(n=4, *p<0,05).
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Figura 32 - Avaliacdo do conteddo de creatina kinase liberado no perfusato coronariano de
coracbes de camundongo isolado expostos a isquemia e menadiona associada a MC-LR. Os
resultados sdo expressos em U.g—l.h"l de perfusato coronariano. Os corac¢fes reperfundidos com
menadiona na concentrag¢éo (50 uM) apos isquemia de 10 minutos em associagdo a MC-LR (0,1 e 0,3
pg/mL). Os valores encontrados foram crescentes na avaliagdo temporal e expressam a média + EPM
(n=4, *p<0,05).
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Figura 33- Avaliacdo da Frequéncia Cardiaca apds isquemia e exposicdo a diferentes

concentracdes de menadiona associada a MC-LR. Os valores sédo expressos em % da reducao dos
valores do controle ao longo dos 90 minutos de avaliacdo de reperfusdo com menadiona nas
concentracgdes (10; 50; 200 uM). Os valores expressam a média + EPM (n=4, * p<0,05).
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Figura 34- Avaliacdo da amplitude do complexo QRS apds isquemia e exposicdo a diferentes
concentracdes de menadiona associada a MC-LR. Os valores séo expressos em % da reducao dos
valores do controle ao longo dos 90 minutos de avaliacdo de reperfusdo com menadiona nas
concentracgdes (10; 50; 200 uM). Os valores expressam a média + EPM (n=4, * p<0,05).
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4.8 Efeito do desequilibrio oxidativo dos coragdes de camundongos

expostos a diferentes concentragdes de MC-LR.

Na avaliac@o bioquimica, através da concentracdo de GSH (glutationa reduzida), e a
formacdo do MDA, sendo estes, marcadores do desequilibrio oxidativo, nossos
resultados evidenciaram que a exposicdo a MC-LR provavelmente levou ao aumento
da formacao de ROS intracelular. Apoés a exposi¢do por 90 minutos de MC-LR (0,1 e
0,3 pg/mL), os valores de MDA apresentaram aumentos que superaram 100% quando
comparado com os valores basais. Os resultados foram de 0,25 pM = (0,015) para
0,37 uM = (0,095), respectivamente, com p<0,05 (figura 35). Tais resultados
mostraram  ser dependentes da concentracdo de MC-LR utilizada.
Concomitantemente a reducdo da producdo de GSH, o periodo de 90 minutos de
perfusdo com MC-LR, mostrou a incapacidade de manutencdo de moléculas
protetoras consideradas antioxidantes endégeno. Sendo assim, a exposicdo a MC-LR
nas concentracdes (0,1 e 0,3 pg/mL) apresentou de forma significativa a reducédo em
50 % da quantidade de GSH, quando comparado aos niveis basais (controle)
(figura 36).
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Figura 35- Avaliagdo do nivel médio de dano celular por lipoperoxidagéo, através da formagao
de MDA em coragado de camundongos apds exposicéo a diferentes concentragdes de MC-LR. Os
valores séo expressos em (UM) apos exposi¢cdo de 90 minutos exposicdo a MC-LR nas concentracfes
(0,1 e 0,3 pg/mL). Os valores expressam a média + EPM (n=3, * p<0,05).
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Figura 36- Determinacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) presente em coracfes de
camundongos expostos a diferentes concentragdes de MC-LR. Os valores séo expressos em (nM)
apos exposicdo de 90 minutos exposicdo a MC-LR nas concentragbes (0,1 e 0,3 pg/mL). Os valores
expressam a média £ EPM (n=4, * p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Evidenciamos a citotoxicidade direta da MC-LR nas alteracbes da atividade
mecanica cardiaca de coragfes isolados de camundongos através da acédo
cardiodepressora. Esta acdo gerou efeito inotrépico negativo, uma vez que foi
visualizada a reducédo da funcdo contratil, ou seja, a reducdo da forca de contracéo
cardiaca desenvolvida. As concentracbes de MC-LR testadas causaram danos
cardiacos funcionais e danos teciduais, com aumento da liberagédo de creatina kinase.
Além disso, os danos celulares puderam ser visualizados macroscopicamente e

medidos com a coloracéo pelo TTC.

A citotoxicidade direta da MC-LR em coracbes de camundongos isolados,
também foi evidenciada através dos registros elétricos, que caracterizaram acéo
cardiodepressora, sobre o ritmo cardiaco, sendo este o efeito cronotropico negativo,
com reducdo do numero de batimentos/ minutos. Adicionalmente 0s registros
elétricos, evidenciaram cardiodepressdo através de reducdo da massa cardiaca
funcional susceptivel ao estimulo elétrico, ou seja, reducdo da amplitude do complexo
QRS. Logo a MC-LR gerou alteracdo cardiaca funcional, enzimatica e morfolégica
direta nos cardiomiécitos, sendo concentracdo e tempo dependente, caracterizando
sua atividade citotoxica. A MC-LR ndo foi capaz de impedir completamente a
atividade cardiaca, tampouco apresentar episédios de fibrilacdo ou parada cardiaca
total, no entanto, esta toxina isolada de cianobactérias, mundialmente caracterizada
como hepatotoxica, revelou agdo cardiotoxica direta reduzindo a atividade deste

orgao.

Nossos resultados estdo de acordo com o0s apresentados por Leclaire e outros
(1995); Zhang e outros (2002); Milutinovic e outros (2006); Qiu e outros (2009). Os
autores descrevem alteracdes cardiacas decorrentes da administracdo da MC-LR in
vivo, como reducdo da frequéncia cardiaca em ratos expostos a doses letais, bem
como aumento de enzimas que caracterizam injuria cardiaca. De acordo com o0s
resultados apresentados € possivel que estes efeitos sejam decorrentes da acéo

direta da MC-LR nos cardiomidcitos.
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De acordo com MacLennan e Kranias (2003), o gatilho para a contracdo cardiaca
deve-se a elevada concentracdo de calcio no sarcoplasma da célula muscular, que &
mediada através dos canais de calcio presente no sarcolema (receptores
diidropiridinas -DHPRS), e dos canais que liberam calcio localizados nha membrana do
reticulo sarcoplasmatico (receptores de rianodina -RyRs). Entretanto, o gatilho para o
relaxamento deve-se a reducdo das concentracdes citosdlicas de calcio, no midcito
cardiaco este fendmeno ocorre devido a atividade combinada da isoforma SERCA2a
(Ca™ATPase da membrana do reticulo sarcoplasmatico), das PMCAs (Ca*’ATPase
da membrana plasmatica) e dos trocadores NCXs (trocador Na+/Ca*?), também
localizados na membrana plasmatica. Sendo a SERCA2a uma enzima importante por
reconstituir os estoques de calcio do reticulo sarcoplasmatico. JA as PMCAs e os

NCXs séo importantes, por reconstituir as quantidades de célcio extracelular.

Os farmacos considerados simpatomiméticos atuam nos canais de calcio e
determinam o aumento do influxo do ion calcio no citoplasma das células cardiacas.
Em contrapartida, os farmacos considerados bloqueadores de canais de calcio
reduzem o influxo deste ion levando a diminuicdo da contratilidade cardiaca.
(KATZUNG, 2010). Sendo assim é possivel indicar que a concentracdo de calcio
citosdlica dos cora¢des de camundongos expostos a MC-LR, poderia estar diminuida,
bem como os canais de célcio poderiam estar comprometidos, alterando a dinamica
do fluxo do ion célcio citoplasmatico. Adicionalmente a atividade de certas enzimas
cardiacas principalmente a SERCAZ2a, também poderia estar envolvida nas alteracdes

apresentadas neste modelo.

A capacidade de inibicdo da proteina fostatase, pela MC-LR, ja descrito na
literatura (MACKINTOSH et al, 1990; GULLEDGEA et al, 2002), pode também alterar
a dinamica do célcio em cardiomiocitos. Uma das fungdes apresentadas pelas
proteinas fosfatases (principalmente PP1) nos cardiomiocitos € a desfosforilacdo do
fosfolambana (PLN) (KIRCHBERGER et al, 1972; LA RAIA; MORKIN, 1974; TADA et
al, 1975; KATZ, 1998), sendo esta uma proteina que interage com a SERCA2a afim
de inibir sua atividade quando na forma desfosforilada. Entretanto, quando a PLN é
fosforilada, por proteinas kinases (PKA) ela é capaz de ativar a SERCA2a (TADA et
al, 1975; KATZ, 1998). A inibicdo das fosfatases (principalmente PP1A) causada pela
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MC-LR pode gerar um cenéario de fosforilagbes em diversos alvos cardiacos, incluindo
a PLN, promovendo aumento da atividade de proteinas responséveis pela reposicéo
do calcio no reticulo sarcoplasmatico, como a SERCAZ2a, neste sentido, alterando a

dindmica do calcio citoplasmatico. Este efeito ndo foi avaliado no presente estudo.

Além da citotoxicidade cardiaca, a presenca da MC-LR na solucdo nutridora
revelou aumento da pressdo de perfusdo do coracao isolado de camundongo. Este
aumento foi observado em paralelo as concentracdes de MC-LR que apresentaram 0s
efeitos contrateis, mostrando-se assim concentracdo e tempo dependente. Tais
resultados sugerem a possivel relacdo entre as variacbes do fluxo coronariano
(pressao de perfusédo) e da contratilidade miocardica (tensédo cardiaca) que poderia
ser decorrente de acéo direta nos vasos coronarianos. Entretanto este efeito néo foi
investigado.

A investigacdo da potencializagdo da MC-LR com a menadiona, sendo esta uma
substancia citotéxica, capaz de gerar estresse oxidativo em células e tecidos, mostrou
aumento dos efeitos citotoxicos cardiacos funcionais, enzimaticos e morfolégicos
desta associacdo. A concentracdo 50 uM de menadiona, associada a MC-LR em
concentracdo crescente, revelou reduzir a atividade cardiaca mecanica contratil em
até 50%. N&o obstante estas alteracdes foram acompanhadas da intensificacdo dos
danos celulares e macroscépicos, uma vez que apresentou aumento da taxa de
liberacdo de creatina kinase e aumento da area de lesdo cardiaca. No entanto, a
atividade elétrica cardiaca desta associacdo, ndo revelou intensificacdo dos efeitos
citotoxicos. Uma vez que os danos observados pelo uso somente da menadiona (50
pUM), ja havia caracterizado queda da frequéncia cardiaca e da amplitude do complexo
QRS, desta vez também marcada pela parada cardiovascular. De forma semelhante,
a associacao que objetivou a potencializacao revelou ndo haver diferenca na pressao

de perfuséo coronariana.

Os resultados do presente estudo foram de acordo aos observados por Hagane,
Akera, Berlin, 1988 em atrios isolados de coelho, perfundidos com doxorubicina, um
agente do ciclo redox similar a menadiona. O autor observou a reducéo de 70% no
desenvolvimento da tensdo cardiaca. Além disso, Gordon e Saradindu, 1991,

mostraram que a menadiona no tecido cardiaco, apresenta dois efeitos opostos na
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homeostasia do célcio. O primeiro efeito € imediatamente apds a perfusdo de
menadiona, onde a reserva citosolica de calcio € reduzida, ja que inicia a depressao
da tensédo cardiaca de forma acentuada. Em seguida, o trabalho mostra o término do
desenvolvimento da tensdo cardiaca, evidenciado pela contratura cardiaca
irreversivel, mesmo apos a interrupcdo de menadiona. O estudo correlacionou este
efeito a uma sobrecarga de célcio das miofibrilas contrateis e/ ou uma alteragdo nas
estruturas miofibrilas. Nosso trabalho revelou que, concentracdes crescentes de MC-
LR s&o capazes de adicionar os efeitos gerados pela menadiona em concentracao ja
estabelecida, capaz de gerar citotoxicidade (50 pM). Tais resultados evidenciaram

principalmente alteracfes significativas na atividade cardiaca mecéanica funcional.

Na avaliacdo ap0s a isquemia de 10 minutos, foi possivel observar que o insulto
isquémico gerado, exerceu importante efeito cardiaco, capaz de permitir a queda do
percentual da tensdo cardiaca na reperfusdo quando estes coragfes foram expostos
a concentracfes crescentes de MC-LR. Estas concentracdes de MC-LR que em
protocolos anteriores, (sem isquemia prévia) ndo apresentaram alteragcdes citotdxicas,
ou apresentaram alteracfes na atividade mecanica cardiaca de forma significante.
Apoés a isquemia as mesmas concentracdes induziram alteracbes com depressdo da
contratilidade em torno de 50% do percentual de tensdo avaliado. Entretanto, na
avaliacdo da citotoxicidade celular, somente em maiores concentragdes testadas, a
MC-LR associada a isquemia foi capaz de revelar aumento de danos cardiacos
através da liberacdo da taxa de creatina kinase, bem como o aumento das areas

macroscopicamente lesadas e marcadas pelo TTC.

De acordo com Braunwald e Kloner, 1982 e Marban, 1991, o insulto isquémico
breve, é capaz de diminuir a contratilidade do miocardio por dias e semanas. A
disfuncédo cardiaca reversivel gerada é constantemente alvo de estudo. Embora haja
um grande consenso de que h& o envolvimento dos radicais livres nesta condicdo
patolégica (BOLLI, 1990). Além disso, duas importantes vias sao caracterizadas na
isquemia miocardica, de acordo com Jiang e outros (1995). A primeira diz respeito a
restricdo da disponibilidade do ion calcio, esta restricio pode ser mediada por
anormalidades de entrada ou remocao deste ion no sarcoplasma, devido a lesbes em

uma ou mais vias envolvidas no transporte do célcio. A segunda via importante € a via
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independente da quantidade citosdlica de calcio. Uma vez que a capacidade de
resposta do mecanismo contratil ao calcio é diminuida devido a menor reatividade dos
miofilamentos ao calcio. Esta diminuicdo da sensibilidade do miocéardio ao ion calcio
poderia ser consequente a formacéo de radicais livres, no momento da reperfuséo
(JIANG et al, 1995; ZHANG; BIESIADECKI e JIN, 2006; FENG et al, 2008; WEI e JIN,
2011).

Os radicais livres levam a formacdo de perdéxido de hidrogénio, que é entédo
decomposto, pelo sistema de catalase e peroxidase, culminando na reducao do teor
de glutationa reduzida e consecutivamente no aumento dos niveis de glutationa
oxidada. Trabalhos mostram que no musculo cardiaco, os altos niveis de glutationa
oxidada gera diminuicdo da sensibilidade ao céalcio (FERRARI et al, 2000a; 2000Db).
Portanto, é possivel indicar que a isquemia de 10 minutos, no presente estudo, foi
capaz de gerar radicais livres, que poderiam influenciar na sensibilidade do miocardio
ao célcio, como por exemplo, promover o desarranjo de proteinas contrateis pelos
altos niveis de glutationa oxidada (MELLGREN; MURACHI, 1990). Tais alteragdes
poderiam estar de acordo com o resultado do presente estudo, uma vez que a
depressao da resposta contratil neste protocolo de inducéo isquémica foi visualizada

em maior intensidade do que a exposi¢do a MC-LR sem isquemia prévia.

No que diz respeito aos parametros elétricos, a exposicao isquémica foi capaz de
gerar comprometimento cardiaco elétrico, na frequéncia cardiaca e na amplitude do
complexo QRS, que impossibilitou a distincdo dos efeitos gerados somente pela
isquemia, ou dos efeitos gerados pela associacdo da isquemia em concentracdes
crescentes de MC-LR. Este protocolo ainda revelou que a isquemia prévia foi capaz
de elevar a pressédo de perfusdo somente quando a isquemia foi seguida da maior
concentragédo de MC-LR testada (0,3 pg/mL).

O presente estudo pbéde ainda comparar a associacdo das duas ferramentas
geradoras de estresse oxidativo com a exposicdo de concentracfes crescentes de
MC-LR. Nossos dados revelam que apés o periodo de isquemia, o uso da MC-LR (0,1
ou 0,3 pg/mL) associado a menadiona em concentracdo cardiotoxica (50 pM),
apresentou intensificacdo da citotoxicidade cardiaca, marcada pela depresséo

mecanica contratil no final de 90 minutos de exposicéo, chegando a zero. Embora os



71

valores da taxa de liberagdo de creatina kinase n&o tenha revelado diferengca
significativa. No que diz respeito aos parametros elétricos, esta associacdo nao
obteve intensificacdo significativa, ja que os resultados obtidos foram semelhantes a

protocolos anteriores.

De forma antag0nica, este mesmo protocolo, a exposicdo de coracdes isolados
de camundongos a MC-LR, em associacdo a duas ferramentas geradoras de
estresses oxidativo, revelou que baixas concentracdes de menadiona como o
exemplo a concentragao utilizada neste estudo (10,0 uM), mostrou efeito de protecao
cardiaca nos minutos iniciais, sobretudo na tenséo cardiaca. Diversos trabalhos tém
demonstrado o efeito benéfico da menadiona quando utilizada em baixas
concentracdes. Foi observado que a menadiona (3,0 uM) mimetiza o efeito benéfico
do pré-condicionamento cardiaco, que gera cardioprotecdo em coragdes isolados de
ratos (YUE et al, 2001). Sendo assim, € possivel afirmar que a acdo protetora da
menadiona em baixa concentracdo é capaz de abolir inicialmente os efeitos
citotéxicos da MC-LR e esta afirmacdo podera estar embasado na restauracdo do
fluxo de elétrons na cadeia respiratoria, e/ou o aumento da defesa antioxidante
mitocondrial de acordo com (YUE et al, 2001). Tais mecanismos sdo baseados no
fato de que a vitamina K tem sido utilizada no tratamento de pacientes com defeitos
da fosforilagdo oxidativa, desta forma a menadiona parece possuir o papel de
transportador de elétrons do NADH para receptores de elétrons, a exemplo da
coenzima Q (ubiquinona) ou Citocromo ¢ (ELEFF et al, 1984; MARRIAGE et al,
2004). Logo é possivel que a exposicdo a menadiona (em baixa concentracéo)
apresentada neste estudo tenha mostrado citoprotecéo através de vias restauradoras
da fosforilagdo oxidativa.

Por fim, a breve investigacdo do desequilibrio oxidativo, mostrou que a exposi¢ao
dos cardiomidcitos & MC-LR (0,1 -0,3 pg/mL), gerou alteragBes oxidativas levando ao
dano celular, seja através do aumento das reacbes de lipoperoxidacdo, ou pela
deplecado do teor de glutationa reduzida ao longo da avaliacdo. Tais resultados estao
de acordo com os resultados apresentados por Qiu e colaboradores, 2009. Tal estudo
caracterizou o aumento do estresse oxidativo cardiaco, como aumento da

lipoperoxidacao, em ratos expostos a MC-LR em doses letais e subletais.
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No conjunto, os resultados deste estudo indicam que a microcistina somente
apresenta citotoxicidade na preparacdo de coracdo isolado de camundongo
(Langendorff) em elevadas concentracdes, comparadas com o estudo da literatura.
Adiciona-se que a criagcéo de situacdes que poderia favorecer a citotoxicidade da MC-
LR, reforgcou o aumento da sua cardiotoxicidade neste modelo.

6 CONCLUSOES

1- Pode-se concluir que o presente estudo, caracteriza pela primeira vez 0s
efeitos diretos da microcistina-LR no coracéo isolado de camundongos. Tais efeitos
indicam cronotropismo e inotropismo negativos, sendo todos estes parametros
dependentes da concentracdo e tempo de exposicdo a MC-LR. Adicionalmente, o
aumento da liberacdo de enzimas sarcoplasmatica e as alteracbes morfoldgicas no
tecido cardiaco, bem como alteracbes na pressdo de perfussdo enfatizam a

cardiotoxicidade direta desta toxina.

2- O estudo também revela que as acfes cardiodepressoras da microcistina-LR
sdo potencializadas, uma vez introduzido um cenéario desencadeador de estresse
oxidativo, sendo este, a presenca da substancia menadiona, a presenca de
isquemia/reperfusdo, ou ainda a associacdo de ambas as condigdes. O aumento de
moléculas desencadeadoras de estresse oxidativo, pode estar diretamente associado

a intensificacdo dos danos celulares da microcistina-LR.
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