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SOUZA SANTOS, Valéria Bianca de. Efeitos do estresse oxidativo induzido pelo
Paraquat nas ATPases transportadoras de Sodio e Calcio do tecido cardiaco
de ratos. 2020. 41 p. Trabalho de Conclusao de Curso (Graduagao em Biomedicina)
— Universidade Federal de Pernambuco, Recife, 2022.

RESUMO

O processo de contragao-relaxamento muscular cardiaco ¢é garantido pelo
movimento do Ca?" entre o citosol, reticulo sarcoplasmatico e fluido extracelular, que
¢ influenciado pelas ATPases transportadoras de Na* e Ca*. O estresse oxidativo é
um componente fisiopatologico extremamente importante na disfungdo cardiaca,
contudo ainda € pouco conhecido o impacto das espécies reativas do oxigénio na
atividade das ATPases cardiacas. Dessa forma, o objetivo desse estudo foi avaliar o
impacto da producédo de espécies reativas do oxigénio induzida pelo Paraquat na
funcdo de ATPases cardiacas transportadoras de Na* e Ca?". Ratos Wistar machos
adultos foram submetidos a administragéo intraperitoneal de paraquat ou NaCl 0,9%.
Parte do grupo tratado com Paraquat recebeu administragdo do antioxidante tempol
anteriormente a administracdo de paraquat. Os ratos foram alocados em gaiola
metabdlica por um periodo de 24 horas para avaliagdo do consumo dietético e
hidrico e para coleta de urina. Apds esse periodo, a pressao arterial sistolica (PAS) e
a frequéncia cardiaca foram avaliadas através da pletismografia de cauda e,
posteriormente, os ratos foram submetidos a coleta de sangue via aorta abdominal e
a retirada do ventriculo esquerdo. Em 24h o paraquat induziu um menor consumo de
alimento (65%, P<0,001) e de agua (28%, P<0,05) e duas vezes maior diurese
(P<0,01) e 10% de elevacdo (P<0,05) dos niveis séricos de proteina em
comparagao aos ratos controle. O grupo tratado com paraquat apresentou maiores
niveis séricos de creatinina (44%, P<0,01), menor (50%, P<0,01) depuracéo da
creatinina, e 10% maior PAS (P<0,05) e frequéncia cardiaca (P<0,01). O tratamento
com tempol preveniu o surgimento das altera¢des. Adicionalmente, as atividades da
(Na*+K*)-ATPase e da Na*-ATPase no ventriculo esquerdo dos ratos tratados com
paraquat foram de 30 e 55% menor (P<0,05) do que o grupo Controle, enquanto que
a atividade da PMCA e da SERCA foram elevadas em 200% e 50% (P<0,05),
respectivamente. Os ratos tratados com paraquat apds administracdo de tempol nao
apresentaram alteragbes da atividade das ATPases transportadoras de Na* ou Ca*.
Esses resultados indicam que o estresse oxidativo induzido pelo paraquat promove
alteragbes na atividade das ATPases cardiacas que podem aumentar o risco do
desenvolvimento de eventos adversos no orgéo.

Palavras-chave: Estresse Oxidativo. Coragao. ATPases. Sindrome Cardiorrenal.



SOUZA SANTOS, Valéria Bianca de. Effects of Paraquat-induced oxidative
stress on sodium and calcium transport ATPases in rats cardiac tissue. 2020.
41 p. Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduagao em Biomedicina) — Universidade
Federal de Pernambuco, Recife, 2022.

ABSTRACT

The contraction-relaxation process in the heart is maintained by the handling of
cellular Ca*? influx/efflux, which is influenced by Na* and Ca*? transporting ATPases.
The oxidative stress is an extremely important pathophysiological component in
cardiac dysfunction, but the impact of reactive oxygen species (ROS) on cardiac
ATPases is still poorly understood. The aim of this study was to evaluate the impact
of paraquat-induced ROS production on the function of cardiac Na* and Ca*
transporting ATPases. Adult male Wistar rats were submitted intraperitoneal
administration of paraquat or 0.9% NaCl. Part of the group treated with Paraquat
received administration of the antioxidant tempol prior to administration of paraquat.
Rats were placed in a metabolic cage for a period of 24 hours to assess dietary and
water consumption and to collect urine. Blood pressure was assessed by the tail-cuff
method, and following, the rats were submitted to blood withdrawal (by abdominal
aorta) and to the removal of left ventricle. In 24h, paraquat induced a lower intake of
food (65%, P<0.001) and water (28%, P<0.05) and twice higher diuresis (P<0.01)
and 10% increase (P <0.05) of serum protein levels compared to control rats. The
paraquat-treated group had higher (44%, P<0.01) serum creatinine levels, lower
(50%, P<0.01) creatinine clearance, and 10% higher SBP (P<0.05) and heart rate
(P<0.01). Treatment with tempol prevented these changes. Additionally,
(Na*+K*)-ATPase and Na*-ATPase activities in the left ventricle of paraquat-treated
rats were 30 and 55% lower (P<0.05) than the Control group, while the activity of
PMCA and SERCA were elevated by 200% and 50% (P<0.05), respectively. Rats
treated with paraquat after tempol administration did not present changes in the
activity of Na* or Ca*? transporting ATPases. These results indicate that
paraquat-induced oxidative stress promotes changes in cardiac ATPase activity that
may increase the risk of developing adverse conditions in the organ.

Key words: Oxidative stress. Heart. ATPases. Cardiorenal Syndrome.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ADP Adenosina Difosfato

ATP Trifosfato de Adenosina

ATPases Classe de enzimas que catalisam a decomposi¢cao do ATP
Ca* Calcio

CAT Catalase

Cu Cobre

DCVs Doencas Cardiovasculares

DNA Acido Desoxirribonucleico

EROs Espécies Reativas do Oxigénio

Fe* Ferro

GSH Glutationa Reduzida

GSH-Px Glutationa Peroxidase

H* Hidrogénio

H20 Agua

H202 Peréxido de hidrogénio

K* Potassio

LRA Lesdo Renal Aguda

Mn Manganés

Na* Sadio

NADP? Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato
NADPH Forma reduzida do NADP*

NADPH oxidase Complexo enzimatico

NOX Subunidades constituintes da NADPH oxidase
02 Oxigénio

02~ Anion superéxido

OH" Radical hidroxila

PAS Presséao Arterial Sistolica

Pi fosfato inorgénico

PMCA Ca?*-ATPase de Membrana Plasmatica
RS Reticulo Sarcoplasmatico

SCR Sindrome Cardiorrenal

SERCA Ca*-ATPase de Reticulo Sarcoplasmatico



SOD
Zn

Superdxido Dismutase
Zinco

Alfa

Beta

Gama



1.1
1.1.1
1.1.1.1
1.1.2
1.2
1.2.1
1.21.2
1.2.2
1.2.3
1.2.3.1

2.1
2.1.1

3.1
3.2
3.2.1
3.2.2
3.2.3
3.24
3.3

SUMARIO

REVISAO BIBLIOGRAFICA
DOENCAS CARDIOVASCULARES

Funcao Cardiovascular

Acoplamento Excitagao-Contracao e Atividade das ATPases

Sindrome Cardiorrenal

ESTRESSE OXIDATIVO

Metabolismo do O2 e Formagao das Espécies Reativas do Oxigénio

Paraquat e o ciclo redox

Patologias Relacionadas ao Estresse Oxidativo
Antioxidantes

Tempol

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Objetivos Especificos

METODOLOGIA

ASPECTOS ETICOS

TRATAMENTO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS
Gaiola Metabdlica

Avaliacado da Presséao Arterial Sistolica

Atividade das ATPases Transportadoras de Na*
Atividade das ATPases Transportadoras de Ca?*
ANALISE ESTATISTICA

RESULTADOS E DISCUSSAO

CONCLUSAO

REFERENCIAS

ANEXO A

11
1
11
12
14
15
16
18
20
20
22
23
23
23
24
24
24
25
25
25
25
26
27
32
33
41



10

Introdugao

A doenca cardiovascular, principal causa de morte no Brasil € no mundo,
tem como importante fator de risco a hipertensao arterial sistémica (OLIVEIRA et al.,
2022), estimada em um crescimento de 60% dos casos nos proximos anos
(MONTEZANO et al., 2015). Disfungéo cardiaca e renal s&o comumente observados
em pacientes hospitalizados (DAR & COWIE, 2008). A taxa de mortalidade por
doengas cardiovasculares foi estimada em 57% maior entre pessoas com doenga
renal crénica (WEBSTER et al., 2017). O balango do ion Ca?* é muito importante
para a contracdo muscular adequada, e ocorrendo perturbacdées nos mecanismos
intracelulares que regulam a sua concentracdo havera comprometimento do
mecanismo de acoplamento excitagdo-contragdo (BOGEHOLZ et al., 2012). O
coragao é um orgao suscetivel ao estresse oxidativo, uma vez que os cardiomiécitos
dependem fortemente da fungdo mitocondrial e da fosforilagdo oxidativa (NERI et al.,
2015). Além disso, ja € muito reconhecido o papel do estresse oxidativo nas
patologias renais, que pode acarretar hipertensdo (SCHRIER, 2007).

O estresse oxidativo € um processo de desequilibrio entre a produgao de
pré-oxidantes, como as espécies reativas do oxigénio, e atividade antioxidante,
assim, pode ocasionar alteragdes e danos em biomoléculas como DNA, proteinas e
lipideos, o que pode levar a morte celular. Esse fenbmeno é considerado atualmente
um dos principais contribuintes para inicio e progressao de diversas patologias
graves (SHOJI & KOLETZKO, 2007). Diante da constante exposigdo dos tecidos as
EROs, em condicdes fisiolégicas, o organismo apresenta sistemas antioxidantes. O
comprometimento ou saturagcao desses sistemas sao fatores determinantes para o
desequilibrio (TELES, 2015). O Paraquat € um herbicida bastante usado na
agricultura, entretanto ele é altamente téxico, e o risco de mortalidade mediante a
sua exposicao é relativamente alto, em torno de 35 a 50% (PAVAN, 2013). Sabe-se
que o Paraquat eleva a producdo de EROs, por participar de ciclos redox na
mitocdndria, e consequentemente leva ao estresse oxidativo (BLANCO-AYALA et al,
2014). Dessa forma, o Paraquat é uma util ferramenta experimental para identificar o
impacto das EROs na fungéao celular e organica.

Assim, o objetivo do presente projeto foi avaliar a atividade das ATPases
transportadoras de Na* e Ca?" no ventriculo esquerdo obtido de ratos expostos ao

paraquat na presenca e auséncia da administragao de um antioxidante, o Tempol.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 DOENCAS CARDIOVASCULARES

As doencgas cardiovasculares (DCVs), principal causa de morte mundial
(OMS, 2020), fazem parte do grupo das Doencgas Cronicas Nao Transmissiveis que
levam a mortes prematuras, perda de qualidade de vida, além de impactos adversos
econdmicos e sociais, sdo causadores de cerca de 70% das mortes globais, onde
45% dessas sao por DCVs (OLIVEIRA et al., 2022). No Brasil as DCVs séao
responsaveis por quase um terco das mortes (OLIVEIRA et al., 2022), e estao
relacionadas a um alto nivel de morbidade (PRECOMA et al., 2019) e concomitante
hipertensdo (MONTEZANO et al., 2015). Os principais fatores de risco incluem a
hipertensdo arterial, diabetes, dislipidemias, obesidade, sedentarismo, tabagismo,
dieta inadequada, estresse e historico familiar (PRECOMA et al., 2019).

A hipertensdo arterial sistémica, o fator de risco cardiovascular mais
importe, € uma doenga crénica que constitui um problema de saude publica grave,
em virtude de sua dimensao, risco e dificuldades no controle, e esta relacionada a
uma taxa de mortalidade elevada por contribuir para o agravamento de DCV e
também doencas renais (NEVES et al., 2016). Estima-se que ocorra um crescimento
de 60% dos casos de hipertensdo nos proximos 30 anos (MONTEZANO et al.,
2015). O aparecimento de lesédo renal aguda ou a piora da fungéo renal nas DCVs
tem emergido como um fator potencialmente associado com mortalidade em
pacientes hospitalizados (LOGEART et al., 2008; BREIDTHARDT, et al., 2011).

1.1.1 Fungao Cardiovascular

A funcao primordial do coragao & gerar um gradiente de presséo favoravel
a hemodinamica do volume sanguineo a fim de manter a perfusdo tecidual
adequada e promover a homeostase dos tecidos periféricos. Para este fim, as
proteinas contrateis presentes nos cardiomiécitos interagem e se movimentam de
forma organizada, gerando a contragdo muscular (BOGEHOLZ et al., 2012). Séo
necessarios ions, principalmente Na* e Ca*, para que exista a contracdo do
musculo. A entrada do Na* despolariza a membrana e leva a condugao do potencial

de acdo, permitindo uma pequena a entrada de Ca?* que ira induzir a liberagéo de
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Ca?" armazenado no RS, elevando as concentracdes de Ca?* intracelular livre que é
responsavel pela contragdo do miocardio, por meio da interagdo com proteinas
contrateis (MOHRMAN et al., 2008; PEIXOTO, 2012). Esses sao processos
dependentes de ATP (MOHRMAN et al., 2008).

Dessa forma, o coragdo € um 6rgao que é particularmente susceptivel ao
estresse oxidativo, uma vez que os cardiomiécitos dependem fortemente da funcéo
mitocondrial e da fosforilacdo oxidativa (NERI et al., 2015). As mitocédndrias ocupam
cerca de 30% do volume total de um cardiomidcito adulto, fornecendo a principal
fonte de energia para a contragdo celular: ATP (MARTINFERNANDEZ & GREDILLA,
2016). Varios estudos suportam a hipotese de que as EROs desempenham um

papel-chave na fisiopatologia das doencas cardiacas (DAHLLA et al., 2000).

1.1.1.1 Acoplamento Excitacdo-Contracao e Atividade das ATPases

A acado do bombeamento eficiente do coragdo requer uma coordenagao
precisa da contragdo sincronizada de milhdes de células isoladas no musculo
cardiaco em intervalos regulares quando um impulso elétrico excitatorio € conduzido
de célula em célula através de todo miocardio (MOHRMAN et al., 2008), isso
desencadeia um conjunto de mecanismos e precede o desenvolvimento da forga de
contragcao (EISNER et al., 2013). O acoplamento excitagdo-contragao inicia-se com
essa onda despolarizante percorrendo o sarcolema, abrindo os canais rapidos de
Na* e os canais de Ca®" do tipo L regulados por voltagem, permitindo a entrada
desse ion na célula, induzindo a liberagdo de Ca?* pelo reticulo sarcoplasmatico
através dos receptores de rianodina (MEIRA, 2009), elevando assim, a concentragcao
citosolica de Ca** em cerca de 100 vezes (EISNER et al., 2013) e difundindo-se por
todo o citosol ligando-se aos filamentos contrateis (formadas por proteinas
contrateis) e, assim, induz a contragdo do midcito. Especificamente, o Ca?* liga-se a
troponina C, causando uma alteragdo conformacional que estabelece essas ligagdes
estaveis chamadas pontes cruzadas. Os filamentos se organizam de forma que
ocorre deslizamentos uns sobre os outros, encurtando as miofibrilas (compostas por
filamentos), o que leva a contragdo das células musculares, e ao final do potencial
de acdo, a membrana se repolariza pela abertura de canais de K* (GUYTON, 2017).
Assim é a elevacdo da concentracdo de Ca? que induz a contragdo da célula e

ocorre a sistole. Por outro lado, a diastole, relaxamento da célula cardiaca, depende
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da remocdo do Ca?* citosdlico para o meio intersticial e para o reticulo
sarcoplasmatico (MOHRMAN et al., 2008).

A (Na*+K")-ATPase, constituida pelas subunidades a, B e y, funciona
como um sistema de transporte ativo (Figura 1), responsavel pela manutencdo do
potencial de repouso celular, pela manutencao dos gradientes de sédio e potassio e
pelas propriedades excitaveis das células musculares e nervosas, através da
membrana plasmatica. A (Na*+K")-ATPase utiliza a energia armazenada em ATP
para promover o transporte de ions sddio e potassio, trés ions sdédios para dentro
da célula e dois ions potassio para fora da célula, o gradiente eletroquimico gerado
por esse mecanismos € usado para conduzir uma variedade de processos de
transporte secundarios (FEHER, 2017).

O relaxamento da célula cardiaca, € um processo dependente do trocador
Na*/Ca?* presente no sarcolema, que € responsavel pela extrusdo de calcio da
célula em troca da entrada de ions sddio, a Ca%*-ATPase de membrana plasmatica
(PMCA) também participa nesse processo. A recuperagdo do Ca*" para o reticulo
sarcoplasmatico é realizada pela Ca?*-ATPase de reticulo sarcoplasmatico (SERCA)
(EISNER et al., 2013). A PMCA e a SERCA estédo ilustradas na Figura 1.

Ma,K-ATPase PMCA
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Figura 1. Adaptado (FEHER, 2017). (Na'+K")-ATPase é a responsavel pela manutencdo dos
gradientes ibnicos na maioria das células; PMCA, Ca?-ATPase da membrana plasmatica responsavel
por bombear Ca?* para fora das células; a SERCA, Ca?*-ATPase do reticulo endoplasmatico liso, que

¢ responsavel por remover o Ca?* do citosol e armazena-lo.
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Dessa forma, o balanco do ion Ca?** € muito importante para a contragao
muscular adequada, e ocorrendo perturbagdes nos mecanismos intracelulares que
regulam a sua concentragdo havera comprometimento do mecanismo de

acoplamento excitagdo-contragdo (BOGEHOLZ et al., 2012).

1.1.2 Sindrome Cardiorrenal

Existe uma forte interacdo entre a fungédo cardiaca e renal, onde uma
disfungdo ou lesdo de um érgéo muitas vezes contribui para disfungéo ou lesdo do
outro (SCHRIER, 2007). Além disso, graus variados de disfungédo cardiaca e renal
sdo comumente observados em pacientes hospitalizados (DAR & COWIE, 2008). A
Lesdo Renal Aguda (LRA) ou Injuria Renal Aguda € um frequente e importante
problema em pacientes hospitalizados cuja prevaléncia oscila entre 15 e 30%, e em
pacientes admitidos em unidades de terapia intensiva (UTI) este valor é
praticamente duplicado (PERES et al, 2015). Sua prevaléncia vem aumentando
consideravelmente, tanto em paises desenvolvidos quanto nos em desenvolvimento
e, esta associada ao aumento do tempo de internacéo, elevado custo para o sistema
de saude e a alta morbidade e mortalidade (INDA-FILHO et al, 2021). A taxa de
mortalidade por doengas cardiovasculares foi estimada em 57% maior entre pessoas
com doencga renal crbnica (WEBSTER et al, 2017), que afeta o coracéo,
principalmente por meio da hipertensdo, ativacdo inflamatéria e resisténcia aos
diuréticos (WEBSTER et al., 2017; LIU et al., 2019).

O termo Sindrome Cardiorrenal (SCR) foi proposto para descrever esta
complexa inter-relagcao de prejuizo entre rins e coragdo (RONCO, 2011). A SCR é
classificada em aguda ou crénica e de acordo com o primeiro 6rgao a sofrer a lesao,
que pode ser o coragéo (SCR tipo 1 e tipo 2), rins (SCR tipo 3 e 4) ou ambos (SCR
tipo 5) (JUNHO et al.,, 2021), sendo a do tipo 3 conhecida como sindrome
renocardiaca aguda (RONCO, 2011; JUNHO et al., 2021), onde a ocorréncia de LRA
contribui ou precipita a disfungdo cardiaca, por meio de sobrecarga de volume,
acidose metabdlica, disturbios eletroliticos, entre outros mecanismos (DI LULLO et
al., 2019).
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1.2 ESTRESSE OXIDATIVO

A definicao classica para o estresse oxidativo é: “um processo de
desequilibrio entre a producdo de espécies reativas, pré-oxidantes, e a atividade
antioxidante celular, favorecendo os pro-oxidantes” (SHOJI & KOLETZKO, 2007).
Esse fenbmeno € comum na base fisiopatolégica de diversos processos/doencgas e
seu prejuizo esta intimamente ligado a sua interagcdo com varias biomoléculas
essenciais, como os lipidios da membrana celular, polissacarideos, proteinas e o
proprio DNA celular (SHOJI & KOLETZKO, 2007) que podem culminar em dano
tecidual (PETER et al., 1992, SUNTRES, 2002).

As espécies reativas sao atomos, moléculas ou ions que apresentam alta
reatividade com outras substancias, e que podem ser classificadas por radicais livres
ou compostos ndo-radicalares. Os radicais livres sdo moléculas organicas ou
inorganicas que possuem um ou mais elétrons desemparelhados em sua Oorbita
externa (PINHO et al., 2010), e a forma usada para liberar essa energia, é reagindo
com as moléculas adjacentes, comportando-se como receptores ou como doadores
de elétrons (KOURY & DONANGELO, 2003). Moléculas que possuem fungdes
essenciais para a célula, como lipideos, proteinas, carboidratos e acidos nucléicos,
perdem sua fungdo, e levam ao dano celular apdés reagdo com os radicais livres,
(ABBAS et al., 2015). Essa configuragdo faz com que os radicais livres sejam
moléculas altamente instaveis, com meia-vida curta e quimicamente muito reativas,
podendo levar a oxidagao de outras moléculas (PINHO et al., 2010). Sdo capazes de
reagir com qualquer composto situado proximo a sua Orbita externa na tentativa
constante de parear-se. Este fenbmeno determina a formagao de radicais livres em
cascata, processo que soO termina quando dois radicais livres se encontram onde um
ganha e outro perde o elétron da érbita externa, deixando de ser um radical livre
(OLSZEWER, 1995).

As espécies reativas do oxigénio (EROs) também se apresentam na
configuragédo de radicais livres ou de espécies reativas nao-radicalares. A produgao
celular de EROs ocorre de maneira constante em condigdes fisioldgicas, através de
reagcdes de oxirredugdo que ocorrem durante a respiragado celular (PINHO et al.,
2010; SILVA et al., 2011). A remogao das EROs ocorre por enzimas antioxidantes
presentes nas células (PINHO et al., 2010; JAKUBCZYK, 2020). As EROs

apresentam uma diversidade de fungdes celulares, incluindo a inducdo a
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diferenciagcdo celular e a apoptose, contribuindo de forma significativa para o
processo natural de envelhecimento, bem como as atividades bactericidas e
bacteriostaticas (JAKUBCZYK, 2020). Porém, quando as EROS estdo em altas
concentragbes no organismo, condicdo denominada de estresse oxidativo, podem
ocasionar alteracbes e danos em biomoléculas como DNA, proteinas e lipideos, o
que pode levar a morte celular (PINHO et al., 2010; SILVA et al., 2011).

Uma importante fonte geradora de radicais livres do oxigénio sdo as
enzimas NADPH oxidases, com suas subunidades cataliticas (NOX), proteinas
transmembrana que possuem a fungdo de transferir os elétrons através das
membranas celulares. Geralmente, o receptor de elétrons é o préprio oxigénio e,
dessa forma, gera-se o radical O2". Essas enzimas existem em pelo menos sete
isoformas, diferindo quanto ao local de expressao e co-fatores necessarios para a
sua ativacao (BARBOSA et al., 2010; KAYAMA et al., 2015). Nos cardiomiocitos, séo
expressas a NOX 2, localizada na membrana celular, e a NOX 4, que é expressa
predominantemente nas mitocéndrias das células musculares cardiacas (KAYAMA et
al., 2015). Em células da musculatura lisa vascular alteragdes na atividade de
enzimas NADPH oxidases prejudicam a biodisponibilidade do éxido nitrico, que é
essencial para a vasodilatagdo e a manutencado da fungao vascular normal, além de
causarem hipertrofia, vasoconstricdo e consequentemente a possibilidade de
hipertensdo, sendo assim, um fator que contribui para o aparecimento das doencas
cardiovasculares (RABELO, et al., 2010). A inibicdo crénica da sintese de o6xido
nitrico induz a elevagdo de pressao arterial, geralmente acompanhada por
alteracbes funcionais e estruturais do rim e do coracdo. No coragdo, as
anormalidades cardiacas incluem principalmente hipertrofia ventricular e focos de
necrose e fibrose. (ZAGO; ZANESCO, 2006).

1.2.1 Metabolismo do O2 e Formagao das Espécies Reativas do Oxigénio

As EROs sdo formadas fisiologicamente como parte do metabolismo
aerobico celular no interior de mitocondrias, sendo a principal via do metabolismo
do oxigénio (O2) no organismo (HYBERTSON et al, 2011). Para suprir a
necessidade energética celular, o processo metabdlico de fosforilagdo oxidativa
mitocondrial leva a geragcao de moléculas de ATP a partir de ADP e Pi, associada ao

acontecimento de reagdes de oxidagao-redugao na cadeia de transporte de elétrons
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na membrana interna mitocondrial, onde ha incorporagao de 4 elétrons ao final da
cadeia respiratéria, resultando em sua completa redugéao formando uma molécula de
agua (DAMASCENO, 2002; SHOJI & KOLETZKO, 2007). A enzima citocromo ¢
participa da reagdo, sendo retirado um elétron de cada molécula de citocromo c,
com utilizagdo de quatro moléculas no processo (BARBOSA et al., 2010). A Figura
2 ilustra o processo de reducdo de O2 e formagdo de agua (FERREIRA &
MATSUBARA, 1997). Caso ao longo da cadeia transportadora de elétrons o O2 seja
reduzido com um menor numero de elétrons ha a producdo das EROs
(DAMASCENQO, 2002; SHOJI & KOLETZKO, 2007).
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Figura 2. Redugéao de O2 e formagao de agua (FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

A protecgéo celular e organica contra o efeito exacerbado das EROs e o
surgimento de estresse oxidativo ocorre pela agao de sistemas antioxidantes de
defesa (TELES, 2015), constituidos por antioxidantes ndo enzimaticos, como as
vitaminas A/E e pro-betacarotenos (ANDRADE JUNIOR et al., 2005; PIZZINO, 2017)
e principalmente por sistemas enzimaticos, protagonizados pelas enzimas
superoxido dismutase, catalases e peroxidases. O comprometimento ou saturacao
desses sistemas antioxidantes sao fatores determinantes para o acumulo de
espécies reativas (TELES, 2015). Quando ocorre desequilibrio entre a formacéao e a

remocdo das EROs devido a uma superprodugao ou deficiéncia na capacidade de



18

neutraliza-las ou reparar o dano resultante existe o surgimento do estresse oxidativo
(LIGUORI et al., 2018).

1.2.1.2 Paraquat e o ciclo redox

O Paraquat (dicloreto de 1,1'-dimetil-4,4'-bipiridilio; Paraquat) € um
herbicida do tipo quaternario, bastante usado na agricultura em paises em
desenvolvimento devido ao seu baixo custo (GAWARAMMANA & BUCKLEY, 2011),
no entanto, pode causar poluigdo do solo e da agua e causar sérios danos ao meio
ambiente e aos organismos (ERICKSON et al., 1997; CHEN et al., 2021). Ao ser
humano ele é altamente toxico, e o risco de mortalidade mediante a sua exposigao €
alto, em torno de 35 a 50% (PAVAN, 2013). Além de sua utilizagdo na agricultura, a
ingestdo intecional do Paraquat é realizada para cometer suicidio, sendo um
problema comum que afeta varios paises (LIN et al., 2021).

O Paraquat é amplamente conhecido por elevar a produgdo de EROs e
induzir estresse oxidativo, levando a destruicdo de organelas celulares e morte
celular (MCCORMACK et al., 2005). A principal causa de morte € a parada cardiaca
durante os primeiros dias pds exposi¢do ou a insuficiéncia respiratoria (SEOK et al.,
2012). A insuficiéncia renal também é uma complicacao critica (KIM et al., 2009),
cujos mecanismos moleculares envolvem uma importante elevagao de produgao de
EROs no rim (GU et al, 2016), que pode contribuir ou precipitar a disfungéo
cardiaca, por meio de sobrecarga de volume, acidose metabdlica, disturbios
eletroliticos, entre outros mecanismos (DI LULLO et al., 2019). Ha indicios de que o
Paraquat compromete a funcdo contrati do miocardio e a taxa geral de
sobrevivéncia dos cardiomidcitos (CHAN et al., 2007; GE et al., 2010).

De forma geral, a grande maioria dos autores concorda que, ao entrar na
célula (DINIS-OLIVEIRA, 2008), o Paraquat exerce seus efeitos toxicos devido ao
seu ciclo redox, exibido na Figura 3 (BLANCO-AYALA et al, 2014), que € um
processo alternado de reducgao e reoxidagdo, e potencialmente leva a toxicidade
mitocondrial indireta. (DINIS-OLIVEIRA, 2008).
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Figura 3. Ciclo redox do Paraquat (traduzido de BLANCO-AYALA et al, 2014).

As enzimas capazes de iniciar a ciclagem redox de Paraquat estdo
presentes em componentes microssomais, membrana plasmatica e citosélicos e
incluem: NADPH oxidase, oxido nitrico sintase e NADPH-citocromo P450 redutase
(BLANCO-AYALA et al, 2014). O Paraquat (PQ) é reduzido enzimaticamente para
formar o radical livre PQ*? mais NADP+ ou NAD+. Finalmente, o PQ™ é entdo
rapidamente reoxidado na presenga de O2 com subsequente geragdo de O2'-
(DINIS-OLIVEIRA, 2008). Desde que haja NADPH suficiente como doador de
elétrons e O2 como aceptor de elétrons, o Paraquat desempenhara um papel
catalitico nesse processo de ciclagem redox, gerando O2'- as custas do NADPH
(DINIS-OLIVEIRA, 2008).

Danos cardiacos causados pelo envenenamento por Paraquat sao
comuns e geralmente apresentam mau prognostico (CHEN et al., 2021). Os
pacientes com colapso cardiovascular e faléncia multipla de 6rgaos tém taxa de
mortalidade superior a 50% (LIN et al., 2021). Devido ao papel das EROs no
mecanismo de toxicidade do Paraquat, a sua administracdo pode ser uma
ferramenta muito util para estudar o impacto das espécies reativas de oxigénio na

injuria de células cardiacas.
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1.2.2 Patologias Relacionadas ao Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo é considerado atualmente um dos principais
contribuintes para inicio e progressao de diversas patologias graves com
implicagdes importantes na saude publica (PIZZINO, 2017). Sua contribuicdo é
principalmente por causar peroxidagao lipidica da membrana celular, que resulta em
grande comprometimento da integridade estrutural e funcional da célula,
caracterizada por permeabilidade da membrana alterada e disfuncionalidade dos
receptores de membrana (IGHODARO et al., 2018). O envolvimento do estresse
oxidativo em inumeros processos patoldgicos, agudos e crénicos, abrange doenga
pulmonar obstrutiva, doenga renal aguda e crbnica, doengas neurodegenerativas,
cancer e doencas e fatores de risco cardiovasculares, isto €, obesidade, diabetes,
hipertenséo e aterosclerose (LIGUORI et al., 2018).

Recente pesquisa, de Saheera et al. (2019), demonstra com clareza a
associacdo do estresse oxidativo e o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca,
onde a utilizacdo de um antioxidante foi capaz de reduzir o estresse oxidativo,
regredir a hipertrofia cardiaca e reduzir a presséo arterial (SAHEERA et al. 2019).
As EROs possuem também um papel relevante na lesdo renal aguda, sendo a
NADPH oxidase uma importante fonte de produgéo no tecido renal e o aumento de
sua expressao ou atividade € também relatado em diversos modelos de hipertensao
e disfuncao renal (LIMA et al., 2021; VIEIRA-FILHO, 2014 ).

Desde que foi estabelecido o importante papel que o estresse oxidativo
desempenha na patogénese de muitas condigdes clinicas e envelhecimento, varios
estudos tém sido realizados para investigar os mecanismos especificos de cada

uma delas e os efeitos terapéuticos da terapia antioxidante (LIGUORI et al., 2018).

1.2.3 Antioxidantes

Diante da constante exposicdo dos tecidos as EROs, o organismo
apresenta vias de defesa antioxidante (BIRI et al., 2007). Antioxidantes possuem a
funcdo de inibir ou diminuir a oxidacdo ou os danos de espécies oxidantes
(BARBOSA et al., 2010). Isto ocorre por dois mecanismos: impedindo que estas

espécies sejam formadas, ou seja, prevenindo a produgdo destes antes de
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causarem lesdes, ou através do reparo das lesdes ja formadas e reconstituicdo dos
organismos danificados (FERREIRA & MATSUBARA, 1997; BARBOSA et al., 2010).

Os antioxidantes podem ser classificados como de origem enzimatica ou
ndo enzimatica (ANDRADE JUNIOR et al., 2005). As enzimas antioxidantes
primarias sdo o superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase
(GSH-Px)(BIRI et al., 2007; IGHODARO et al., 2018). Os antioxidantes nao
enzimaticos sao moléculas que interagem com as EROs e terminam as reagdes em
cadeia dos radicais livres, como a glutationa, o acido ascorbico e a vitamina E
(ANDRADE JUNIOR et al., 2005). A Figura 4 ilustra os mecanismos de defesa
antioxidantes enzimaticos (IGHODARO et al., 2018).
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Figura 4. Defesa antioxidante contra espécies reativas de oxigénio. Adaptado (IGHODARO et al.,
2018).

O anion superoxido (O2'-) é convertido pela SOD em peroxido de
hidrogénio (H202), que é degradado ou reduzido em agua e oxigénio molecular pela
CAT, impedindo a producao de radicais hidroxila. Nas mitocondrias a CAT é ausente,
entdo a hidrélise mitocondrial de H202 ocorre por meio de GSH-Px, que converte
peréxidos e radicais hidroxila em formas nao téxicas pela oxidagdo da glutationa

reduzida (GSH) em dissulfeto de glutationa e depois reduzida a GSH pela glutationa
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redutase (LIGUORI et al., 2018; IGHODARO et al., 2018). O O2'- produz o radical
hidroxila (OH") a partir do H202, que resulta de sua dismutagao por SOD, através da
reagdo de Fenton que ocorre na presenca de Fe?*, processo ilustrado na Figura 3 e
Figura 4. Tanto o O2'- quanto o OH" atuam nas membranas lipidicas para promover
o efeito mais devastador do estresse oxidativo, que € a peroxidacao lipidica da
membrana (IGHODARO et al., 2018).

1.2.3.1 Tempol

O tempol (4-hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-1-oxil) tem sido inserido
em pesquisas relacionadas ao estresse oxidativo e vem positivamente
demonstrando os seus efeitos antioxidantes, especialmente, no controle a
hipertensédo (LIU et al., 2014; SAHEERA et al., 2019). Sendo reconhecido como
tendo atividade mimética a superoxido dismutase (SOD), a sua fungdo antioxidante
esta relacionada com a capacidade de sequestrar radicais livres além de penetrar na
membrana celular e possuir atividade intracelular (CALABRESE, 2021),

principalmente inibir a reagcado de Fenton (LIU et al., 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente projeto € avaliar a atividade das ATPases
transportadoras de Na* e Ca?" no ventriculo esquerdo obtido de ratos submetidos ao
estresse oxidativo pela administragdo de Paraquat na presenca e auséncia da

administragao do antioxidante tempol.

2.1.1 Objetivos Especificos

i) Avaliagdo dos marcadores de fungéao renal;

ii) Avaliagdo da pressao arterial sistélica e frequéncia cardiaca;

iii) Avaliacdo da atividade das ATPases transportadoras de Na® em
homogenatos do ventriculo esquerdo;

iv) Avaliagdo da atividade das ATPases transportadoras de Ca® em

homogenatos do ventriculo esquerdo
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3 METODOLOGIA
3.1 ASPECTOS ETICOS

O projeto experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal de Pernambuco (processo n° 0013/2017). Foram
utilizados ratos do tipo Wistar, machos (90 dias), mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal de

Pernambuco, em ciclo 12h/12h — claro/escuro, e temperatura em torno de 22°C.
3.2 TRATAMENTO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os ratos foram submetidos a administracao intraperitoneal em dose unica de
Paraquat (20 mg/kg de peso corporeo; dissolvido em NaCl 0,9%; n=8). Outro grupo
de ratos machos (n=8) também submetido a administracdo de Paraquat, recebeu
tratamento diario prévio por 7 dias consecutivos com tempol (10 mg/kg de peso
corporeo, na agua de beber). O grupo controle (n=8) formado por ratos submetidos a

administracao intraperitoneal de NaCl 0,9% (1 mL/kg de peso corporeo).

8_} Adminl’st[;a;ﬁoilntraperitoneal — (9
e MaCl 0,9% 2ah
5 Administracdo intraperitoneal 5 ®
de Paraquat
24h
Tratamento digrio prévio ; Administragdo intraperitoneal (9
por 7 dias com Tempol de Paraguat )

24h

Figura 6. Esquema dos tratamentos dos grupos experimentais.

Apb6s a administragao de paraquat/NaCl 0,9%, os ratos dos trés grupos foram
alocados em gaiolas metabdlicas por um periodo de 24 horas para avaliagao do
consumo dietético e hidrico, bem como para coleta de urina. Apds esse periodo, a
PAS foi avaliada através da pletismografia de cauda e, em seguida, os ratos foram
anestesiados com cetamina (80 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.), € submetidos
a coleta de uma amostra de sangue via aorta abdominal (2 mL) e a retirada de

coragao que foi congelado por imersdo em nitrogénio liquido e mantido a -80°C.
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3.2.1 Gaiola Metabdlica

As amostras de urina, em conjunto com soro, foram submetidas a
avaliagdo da concentracdo de creatinina utilizando um kit comercial colorimétrico
(labtest, Lagoa Santa, Brasil), e foi calculada a depuracdo da creatinina. Além disso,
também foi avaliada a concentracédo de soro e de proteina urinaria usando o método
do fenol de Folin (LOWRY et al., 1951).

3.2.2 Avaliagao da Pressao Arterial Sistélica

A avaliagcdo da pressao arterial sistdlica (PAS) foi realizada de forma n&o
invasiva em ratos conscientes através de pletismografia da cauda. Os animais foram
treinados durante trés dias consecutivos para procedimentos experimentais de

medida da PAS, conforme descrito por Vieira-Filho (2014).
3.2.3 Atividade das ATPases Transportadoras de Na*

As atividades da (Na'+K*)-ATPase e sensivel a ouabaina e Na*-ATPase
sensivel a furosemida foram avaliadas, de acordo com o método descrito por
Grubmeyer e Penefsky (1981), utilizando inibidores especificos. A atividade
(Na*™+K*)-ATPase nas amostras do ventriculo esquerdo foi calculada a partir da
diferenca de fosfato inorganico (Pi) liberado da hidrélise do ATP na auséncia e
presenca de ouabaina 2 mM. A atividade da Na*-ATPase nas amostras foi calculada

a partir da diferenga de Pi liberado na auséncia e presenga de furosemida 2mM.
3.2.4 Atividade das ATPases Transportadoras de Ca?*

As atividades da PMCA e da SERCA foram avaliadas conforme descrito
em Ferrdo et al. (2012), utilizando inibidores especificos. A atividade total das
ATPases transportadoras de Ca?* foi definida pela diferenga de fosfato inorganico
liberado da hidrélise do ATP na auséncia e na presenca de EGTA 2 mM. A atividade
da SERCA é representada pela atividade da Ca*-ATPase sensivel a tapsigargina,

enquanto que a atividade residual representa a atividade da PMCA.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como média + EPM. As médias dos grupos
foram comparadas através da analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida do

teste de Tukey. As diferengas foram consideradas significativas quando P<0,05.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos 24 horas da realizacdo dos tratamentos, observou-se que a
administracdo de Paraquat induziu um menor consumo de alimento (65%, P<0,001)
e de agua (28%, P<0,05), duas vezes maior volume de urina (P<0,01) e niveis de
proteina sérica 10% superiores (P<0,05) em comparagéo aos ratos controle (Tabela
1). Simultaneamente a essas alteragdes, foi observada uma acentuada diminui¢cao
de peso corporal. O tratamento com tempol preveniu o surgimento das alteragdes
induzidas pelo Paraquat na ingestdo de alimentos, diurese e niveis séricos de
proteina.

Esses dados indicam que o Paraquat promove uma perda de peso
corpéreo através da diminuicdo da ingestdo alimentar, mas principalmente em
decorréncia de um possivel quadro de desidratacdo, secundario a uma capacidade
de concentragao de urina prejudicada e elevado nivel de diurese. A desidratagao
induzida pelo Paraquat pode ser confirmada pela elevagao da concentragdo dos
niveis séricos de proteina, que indicam que houve perda de volume de agua. Como
essas alteragbes foram impactadas pelo tratamento com Tempol, pode-se sugerir

que ha uma participagdo de mediadores oxidativos nesse processo.

Tabela 1: Dados Metabodlicos Gerais

C PQ PQ*T
Variagao do peso corporal (g) 2+17 24 + 4 ** 2+6 1t
Ingestéo de alimento (g/100 g PC) 6,5+0,3 23+£02*™ 6.1+£0,6 11t
Ingestdo de agua (mL/100 g PC) 13,9+1.0 10.0£09* 10.0£1.3*
Diurese (mL /100 g PC) 40+0,2 8+0,8** 53104 tt
proteina sérica total (g/dL) 6,76 £ 0,10 746+0,22* 6,74+0,13 ¢

C: ratos controle (n = 8); PQ: ratos tratados com Paraquat (20 mg / kg de peso corporal); PQ * T:
ratos tratados com Paraquat (20 mg / kg de peso corporal) que recebeu previamente administragao
tempol (10 mg / kg de peso corporal). PC = peso corporal. Os resultados sao expressos como média
+ EPM. * P<0,05, ** P<0,01 e *** P<0,001 em comparagao com C; 1+ P <0,05, ¥t P <0,01 e 11t P
<0,001 vs PQ (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey).

A administracdo de Paraquat leva também a alteragcbes nos marcadores
de lesao renal (Tabela 2). O grupo de ratos que recebeu Paraquat apresentou niveis

séricos aumentados de creatinina (44%, P<0,01) e menor (50%, P<0,01) depuragéo
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da creatinina do que o grupo Controle. Os ratos tratados com tempol também
apresentaram maiores niveis séricos de creatinina e menor depuragao de creatinina
do que o grupo controle. A proteindria ndo foi alterada pela administracdo de
Paraquat ou tratamento com Tempol.

Adicionalmente, os ratos tratados com Paraquat apresentaram PAS e
frequéncia cardiaca aproximadamente 10% maiores (P<0,05 e 0,01,
respectivamente) do que o grupo controle. Observou-se ainda uma tendéncia
(P<0,08) para o grupo tratado com Tempol apresentar PAS menor do que os ratos
Paraquat nao-tratados, enquanto na frequéncia cardiaca, os efeitos redutores do

tempol foram estatisticamente observados (P<0,05).

Tabela 2: Marcadores de fungdo renal, pressao arterial sistdlica e frequéncia
cardiaca

C PQ PQ*T

Creatinina no soro (mg/dL) 0,45 + 0,02 0,65+ 0,05* 0,67 £0,04 **
Depuragao da creatinina

_ 0,91 +£ 0,08 0,48 £0,06 ** 0,56 + 0,06 **
(mL/min por 100 g PC)

Proteinuria (mg/ 100 g PC) 35,8+23 28,8 +3,5 29,1+3,0
Presséao arterial sistélica (mmHg) 133+ 3 145+4~ 136 + 1
Frequéncia cardiaca (bpm) 405+ 6 442 + 9 ** 408+ 7 ¢t

C: ratos controle (n = 8); PQ: ratos tratados com Paraquat (20 mg / kg de peso corporal; n = 8); PQ *
T: ratos tratados com Paraquat (20 mg / kg de kg de peso corporal; n = 7) que recebeu previamente
administragdo Tempol (10 mg / kg de peso corporal, de po). PC = peso corporal; bpm = batimentos
por minuto. Os resultados sao expressos como média = EPM. * P<0,05, e ** P<0,01 em comparagao
com C; T P<0,05 vs PQ (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey).

+

O Paraquat também afetou a funcédo das ATPases transportadoras de Na
no ventriculo esquerdo (Figura 7). Os ratos tratados com Paraquat apresentaram a
atividade da (Na*+K*)-ATPase e da Na*-ATPase no ventriculo esquerdo cerca de 30
e 55% menor, respectivamente (P<0,05) do que o grupo Controle. Nos ratos tratados
com Tempol, a atividade da (Na*+K*)-ATPase foi superior (P<0,001) ao dos ratos
sem tratamento, indicando que o Tempol preveniu completamente a inibicado da
bomba induzida pelo Paraquat. Por outro lado, a atividade da Na*-ATPase do grupo
tratado com Tempol nao foi diferente do grupo Paraquat sem tratamento, entretanto
também n&o foi diferente do grupo Controle, indicando que o Tempol preveniu

parcialmente os efeitos do Paraquat.
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A reducdo da atividade das ATPases transportadoras de Na*
desequilibram o controle do gradiente eletroquimico fazendo com que o nivel de Na*
intracelular permaneca elevado promovendo reducido ou inibicdo da atividade do
trocador Na*/Ca?*, aumentando as concentragbes de calcio intracelular,
consequentemente aumenta a forgca de contragdo do coragdo, esse panorama
intracelular de caélcio elevado leva a contratura do midcito (WASSERSTROM, 2005;
KIM, 2008; CABRAL, 2019). O calcio intracelular excessivo tende a causar
pos-despolarizagdes tardias, o que pode, por sua vez, leva a contragcdes prematuras
e desencadear arritmias (LEVINE, 2016). Alguns transtornos cardiacos causados
por Paraquat ja foram observados, como miocardite tdxica, arritmias e choque
(SCHMITT, 2006).

As EROs podem oxidar as subunidades da (Na*+K*)-ATPase inibindo sua
atividade. Silva (2014) demonstrou que ratos com regulacdo negativa de
(Na*+K*)-ATPase apresentam modificagcdes eletrocardiograficas que aumentam o
risco de arritmias cardiacas e morte subita, juntamente com alteracdes renais (SILVA
et al.,2014). Em humanos, bidépsias endomiocardicas demonstraram que coragdes
com fungdo comprometida tem as concentragdes totais de (Na'+K*)-ATPase
diminuidas em 40% (SCHWINGER, 2003). A protegcédo antioxidante do Tempol nas
atividades de (Na*+K")-ATPase sugere que o estresse oxidativo oxidativo mediado

pelo Paraquat podem ter sido responsaveis por esse efeito.
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Figura 7. Atividade das ATPases transportadoras de Na* do ventriculo esquerdo: A, (Na*+K*)ATPase
sensivel a ouabaina; e B, Na*-ATPase sensivel a furosemida. , C: ratos controle (n = 8); PQ: ratos
tratados com paraquat (20 mg / kg de peso corporal); PQ * T: ratos tratados com paraquat (20 mg / kg
de peso corporal) que recebeu previamente administragao Tempol (10 mg / kg de peso corporal). Os
resultados sdo expressos como média + EPM. *P<0,05 em comparagdo com C; 111 P<0,001 vs PQ
(ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey).
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A atividade das ATPases transportadoras de Ca?* do ventriculo esquerdo
também se mostraram alteradas, fortalecendo a hipdétese de que o
comprometimento funcional das ATPases transportadoras de Na® alteraram o
balango do Ca?* citosdlico (Figura 8). No grupo de ratos tratados com Paraquat, a
atividade da PMCA e da SERCA foram 200% e 50% superiores (P<0,05) ao grupo
controle. Os ratos que receberam o tratamento com Tempol apresentaram a
atividade da PMCA e SERCA menor que a dos ratos sem o tratamento, e néo
diferente dos ratos controle, o que indica que que o Tempol previne o desequilibrio

do controle do gradiente eletroquimico.
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Figura 8. Atividade das ATPases transportadoras de Ca?* do ventriculo esquerdo: A, Ca?"-ATPase de
membrana plasmatica (PMCA); e B, Ca?"-ATPase de reticulo sarcoplasmatico (SERCA). , C: ratos
controle (n = 8); PQ: ratos tratados com Paraquat (20 mg / kg de peso corporal); PQ * T: ratos tratados
com Paraquat (20 mg / kg de peso corporal) que recebeu previamente administragéo tempol (10 mg /
kg de peso corporal). Os resultados sao expressos como média + EPM. *P<0,05 em comparag¢do com
C; 1 P<0,001 vs PQ (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Tukey).

O aumento da atividade das ATPases transportadoras de Ca?" no
ventriculo esquerdo dos animais tratados com Paraquat pode indicar um mecanismo
compensatoério ao eventual acimulo de Ca?" induzido pela inibicdo da atividade das
ATPases transportadoras de Na*. Para que ocorra o processo de relaxamento
muscular é necessario que o Ca* seja removido do citoplasma, entdo, é esperado
que o Ca?* celular em excesso se acumule no reticulo sarcoplasmatico (RS) em vez
de no citoplasma (OTTOLIA et al., 2013). No entanto, a sobrecarga no estoque de
Ca* no RS resulta em maiores transientes de Ca?' e, portanto, contratilidade
(OTTOLIA et al. 2013). Isso ocorre porque os receptores de rianodina tornam-se
mais sensiveis ao Ca?*, levando a liberagdo espontanea de Ca?* armazenado no SR.

Dessa forma, com o Ca?" intracelular elevado, precisa-se de uma compensacao para
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uma tentativa de manter o equilibrio intracelular, o que justifica o aumento da
atividade da PMCA e SERCA.

Magalhdes (2014) cita que se a atividade da SERCA nao responder
compensatoriamente ao excesso de Ca?*, os cardiomidcitos ndo conseguem reduzir
a concentracdo intracelular de Ca?* de maneira satisfatoria para que ocorra a
diastole, causando transtornos nas fases de contratilidade e relaxamento do
musculo cardiaco e arritmias (MAGALHAES, 2014). As lesdes/disfuncdes
cardiovasculares induzidas pelo Paraquat sao relatadas em estudos de caso,
principalmente a arritmia (TABATA et al., 1999; SCHIMITT et al., 2006).

A prevaléncia do aumento da frequéncia cardiaca e da PAS nos ratos do
Grupo Paraquat (Tabela 2) acontece a medida que ocorre perda da funcao renal, e
a associagdo dessas situagdes clinicas aumenta consideravelmente o risco
cardiovascular. O que corrobora com as alteragbes cardiovasculares observadas,
principalmente a diminui¢do da atividade da (Na*+K*)-ATPase e da Na*-ATPase no
ventriculo esquerdo (Figura 7), em cerca de 30-55% menores, causando o aumento
de Na*, o que leva a inibicdo da atividade do trocador Na*/Ca?* e consequentemente
o acumulo de Ca*" intracelular, sobrecarregando entdo as ATPases transportadoras
de Ca?* (Figura 8), PMCA e SERCA. Tais dados sugerem uma via de prejuizo entre
coracao e rins, denominada sindrome cardiorrenal. O tratamento com o antioxidante
Tempol foi capaz de manter o equilibrio do gradiente eletroquimico (Figura 7 e
Figura 8), e manter a PAS e frequéncia cardiaca menores do que as do Grupo
Paraquat, além de prevenir o surgimento das alteragdes induzidas pelo Paraquat
nos marcadores séricos de lesao renal (Tabela 2). Dessa forma é possivel concluir

que existe participacao do estresse oxidativo.
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5 CONCLUSAO

O estresse oxidativo mediado pela administragdo de Paraquat induziu
aumento de PAS e frequéncia cardiaca, também afetando a fungdo das ATPases
transportadoras de Na* e ATPases transportadoras de Ca?* no ventriculo esquerdo,
que pode resultar em desequilibrio do controle influxo/efluxo de Ca?*, e favorecendo
ao surgimento de disfuncionalidades e lesdes cardiacas. O presente estudo também
indica que existe um vinculo entre o desenvolvimento de disfungao cardiaca
secundariamente ao estabelecimento de LRA, induzido por Paraquat, uma vez que

também observou-se alteragcées nos marcadores séricos de lesao renal.

A sindrome cardiorrenal € um conjunto de processos fisiopatolégicos que
contribuem para a perpetuagao de um ciclo de disfuncéo cardiaca e renal. Estudos
adicionais com outros parametros sao necessarios para melhor avaliacido e

elucidagao de seus mecanismos.
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