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RESUMO

O cobre (Cu) é um elemento essencial para a homeostase e o funcionamento
dos organismos vivos, mas em excesso promove efeitos prejudiciais sistémicos.
De acordo com as agéncias reguladoras o consumo de cobre deve ser de 0,9
mg ao dia para adultos, sendo que 10 mg/dia é considerada a dose méaxima
toleravel em humanos. A toxicidade do cobre esta relacionada com a producéo
das Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), levando a ocorréncia de doencas
cardiovasculares. Neste contexto, os peptideos bioativos derivados do
hidrolisado da clara de ovo (HCO) apresentam importante atividade antioxidante,
neutralizando radicais livres, e anti-inflamatéria podendo atuar em diversas
doencas. Objetivamos avaliar os efeitos cardiovasculares da exposicdo a dose
diaria recomendada (13 pg/Kg/dia), a dose maxima de ingestao toleravel (0,14
mg/Kg/dia) e ao dobro da dose toleravel (0,28 mg/Kg/dia) de cobre por 4
semanas, para isso utilizamos o cloreto de cobre diluido no veiculo salina, e em
seguida, avaliar se o consumo de HCO é capaz de atenuar estes efeitos.
Avaliamos os efeitos do cobre nos seguintes grupos experimentais: Cu 0,13
pg/Kg/dia, Cu 0,14 mg/Kg/dia e Cu 0,28 mg/Kg/dia, todos via i.p. durante 4
semanas, o grupo Ct recebeu salina 0.9% via i.p. Nossos resultados mostraram
gue a exposicado as doses de 13 ug, 0,14 e 0,28 mg/Kg/dia de cobre nado alterou
o ganho de peso corporal, a reatividade vascular e ndo alterou a massa das
camaras cardiacas, entretanto identificamos que a exposi¢cao as doses de 0,14
e 0,28 mg/Kg/dia de cobre reduziram a for¢a de contracao de musculos papilares
e prejudicaram os mecanismos reguladores da contracdo cardiaca como as
derivadas temporais de forca, a resposta inotrépica ao calcio extracelular e ao
Isoproterenol, a avaliacdo indireta do influxo de célcio transsarcolemal e a
afinidade das proteinas contrateis. Apesar da dose de 0,14 mg/Kg/dia de cobre
ser considerada segura, nossos resultados mostraram prejuizos causados por
essa exposi¢cao, por tanto determinamos esta dose para avaliar se o HCO
poderia prevenir estes efeitos, entdo realizamos novamente estes estudos com
0s seguintes grupos: Ct, Cu, Ct-HCO e Cu-HCO. O tratamento com HCO (1
g/Kg/dia) se mostrou eficaz para a prevencdo dos efeitos toxicos do cobre. A
exposicdo ao cobre e/ou HCO ndo alterou a pressdo arterial sistOlica dos

animais, o ganho de peso corporal e ndo alterou a massa das camaras



cardiacas. O consumo do HCO em animais expostos ao cobre preveniu a
reducdo da forca de contracdo cardiaca, das derivadas temporais de forca, da
resposta inotropica ao célcio e ao Isoproterenol, da avaliagéo indireta do influxo
de calcio transsarcolemal e reduziu o estresse oxidativo. A atividade da ATPase
miosinica foi reduzida pela exposi¢cdo ao cobre, todavia este efeito foi revertido
pelo consumo de HCO. A detecgéao “in situ” mostrou aumento de O2" e OH’ nos
musculos papilares de animais que receberam cobre, enquanto os animais que
receberam cobre e HCO apresentaram formacao de radicais livres semelhantes
aos controles. O HCO aumentou a atividade das enzimas antioxidantes SOD e
catalase nos animais controles e expostos ao cobre. As expressoes da SOD, da
Catalase e do NCX nao foram alteradas, a expressao da SERCA-2a aumentou
no grupo Cu-HCO. Concluimos que o HCO pode ser considerado um ingrediente
em alimentos funcionais a ser utilizado como ferramenta terapéutica no

tratamento de danos induzidos pela exposicao ao cobre.

Palavras-chave: Cobre; hidrolisado da clara de ovo; muasculos papilares;

reatividade vascular; estresse oxidativo.



ABSTRACT

Copper (Cu) is an essential element for homeostasis and the functioning of living
organisms, but in excess it promotes systemic harmful effects. According to
regulatory agencies, copper consumption should be 0.9 mg/day for adults, with
10 mg/day being considered the maximum tolerable dose in humans. Copper
toxicity is related to the production of Reactive Oxygen Species (ROS), leading
to the occurrence of cardiovascular diseases. In this context, the bioactive
peptides derived from the egg white hydrolyzate (EWH) have important
antioxidant activity, neutralizing free radicals, and anti-inflammatory activity,
which can act in several diseases. We aimed to evaluate the cardiovascular
effects of exposure to the recommended daily dose (13 pg/Kg/day), the maximum
tolerable intake dose (0.14 mg/Kg/day) and twice the tolerable dose (0.28
mg/Kg/day) of copper for 4 weeks, for this we use copper chloride diluted in saline
vehicle, and then assess whether EWH consumption is able to attenuate these
effects. We evaluated the effects of copper in the following experimental groups:
Cu 0.13 pg/Kg/day, Cu 0.14 mg/Kg/day and Cu 0.28 mg/kg/day, via i.p. for 4
weeks, the Ct group received 0.9% saline via i.p. Our results showed that
exposure to doses of 13 ug, 0.14 and 0.28 mg/Kg/day of copper did not change
body weight gain, vascular reactivity and did not change the mass of cardiac
chambers, however we identified that exposure to doses of copper 0.14 and 0.28
mg/Kg/day of copper reduced the force of contraction of papillary muscles and
impaired cardiac contraction regulatory mechanisms such as temporal force
derivatives, inotropic response to extracellular calcium and isoproterenol, indirect
assessment of transsarcolemmal calcium influx and contractile protein affinity.
Although the dose of 0.14 mg/Kg/day of copper is considered safe, our results
showed harm caused by this exposure, so we determined this dose to assess
whether EWH could prevent these effects, so we performed these studies again
with the following groups: Ct, Cu, Ct-EWH and Cu-EWH. Treatment with EWH (1
g/Kg/day) proved to be effective in preventing the toxic effects of copper.
Exposure to copper and/or EWH did not alter the animals' systolic blood pressure,
body weight gain and did not alter the mass of the cardiac chambers. The
consumption of EWH in animals exposed to copper prevented the reduction of

the force of cardiac contraction, of the temporal derivatives of force, of the



inotropic response to calcium and to Isoproterenol, of the indirect evaluation of
the transsarcolemmal calcium influx. Myosin ATPase activity was reduced by
copper exposure, however this effect was reversed by EWH consumption. The
“in situ” detection showed an increase of O2* and OH?e in the papillary muscles
of animals that received copper, while the animals that received copper and EWH
showed formation of free radicals similar to the controls. EWH increased the
activity of the antioxidant enzymes SOD and catalase in control and copper
exposed animals. The expressions of SOD, Catalase and NCX were not altered,
the expression of SERCA-2a increased in the Cu-EWH group. We conclude that
EWH can be considered a functional food ingredient to be used as a therapeutic

tool in the treatment of damage induced by copper exposure.

Keywords: Copper; egg white hydrolyzate; papillary muscles; vascular reactivity;

oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

1.1. COBRE

O cobre é um elemento quimico de transicdo pertencente ao grupo 11
(1B) da classificacédo periddica dos elementos. Ele possui nUmero atdbmico 29 e
de massa atdmica 63,54 u (RIBEIRO, 2001). O termo cobre tem origem latina e
seu nome remete a ilha de Chipre, principal fonte do metal na antiguidade
(RIBEIRO, 2001). Registros histdricos mostram que o cobre foi o primeiro metal
a ser utilizado pelo ser humano (PINTO, 2002). A importancia do cobre para os
humanos foi tamanha que marcou um periodo denominado “Ildade do Bronze”,
no qual uma liga formada por cobre e estanho passou a ser utilizada na
substituicdo da pedra como ferramenta de trabalho e na confeccéo de armas
(MAAR, 2008), mas foi durante a idade moderna em que o cobre alcancou sua
real dimensdo como metal imprescindivel devido ao seu uso em diversas areas
do setor industrial (MAAR, 2008).

O cobre € um metal avermelhado presente nas rochas, no solo, na agua,
nos sedimentos e, em baixas concentra¢des no ar. Além disso, € encontrado em
todas as plantas e animais pois € considerado um micronutriente essencial para

a manutencao e funcionamento da vida (YUNUS, 2015).

O cobre é essencial para a homeostase do corpo humano pois apresenta
funcbes especificas como constituinte de enzimas como a superéxido dismutase
cobre-zinco (SOD-Cu/Zn), principal enzima antioxidante dos seres humanos, a
lisil oxidase, que catalisa a formacéo do colageno e elastina contribuindo com o
desenvolvimento e manutencdo dos 0ssos, dos tenddes, do tecido conjuntivo e
do sistema vascular (NIEVES, 2005; VASHCHENKO; MAC GILLIVRAY, 2013),
a citocromo-c oxidase, que possui atividades de transporte de elétrons durante
a respiracao aerobica mitocondrial e também de manutencdo da mielina, visto
que ela é formada por fosfolipidios, cuja a sintese depende desta enzima
(VASHCHENKO; MAC GILLIVRAY, 2013), e a ceruloplasmina, que € essencial
para absorgao e transporte de ferro necessario para a sintese de hemoglobina,
entre outras (COZZOLINO, 2007).
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A manutencdo da homeostasia do cobre € determinante para as funcdes
enzimaticas e sistémicas. As atividades de diversas enzimas podem ser
reduzidas quando ha caréncia deste ion, causando aumento do estresse
oxidativo (MLYNIEC et al., 2015), complicacbes hepaticas, neurologicas e
cardiovasculares (GAETKE et al., 2014; TASIC et al., 2015; BAGHERI et al.,
2015; SHIMIZU, 2016). Todavia, mesmo sendo considerado um elemento
essencial, 0 aumento da concentragéo de cobre € toxico para 0s seres humanos,
visto que este metal catalisa as reacdes de Fenton e Haber-Weiss, resultando
em dano oxidativo e morte celular (FUKAI et al., 2018; HUANG et al., 2019;
MALEKAHMADI et al., 2020).

1.1.1.EXPOSICAO HUMANA AO COBRE

A exposicdo humana ao cobre acontece de diferentes formas. Na
natureza, a emissao de cobre acontece a partir de fontes naturais como poeiras,
incéndios florestais e minas de extracdo de cobre (RIBEIRO, 2001). Apds a
extracao, o cobre é utilizado em diversos setores, sendo o terceiro metal mais
utilizado no mundo atras apenas do ferro e do aluminio. Os principais produtores
de cobre sédo o Chile, os Estados Unidos, a Alemanha, o Japdo e a China, o
Brasil € responsavel por 1,2% da producdo mundial (BRASIL, 2017). O interesse
comercial em torno do cobre se deve a sua elevada resisténcia a tensdo fisica e
a corrosao (OLIVEIRA, 2014) o que o torna bastante util no desenvolvimento
industrial e tecnolégico, sendo utilizado na cunhagem de moedas, arames, fios
elétricos, chapas metalicas, tubulacdes para ar-condicionado e refrigeradores,
encanamentos para agua, conservante de madeiras (ATSDR, 2004). Além disso,
o cobre é usado como componente de bactericidas e fungicidas utilizados em
lavouras agricolas, o que consequentemente leva a contaminacao dos solos, da
agua e dos alimentos produzidos (GINOCCHIO, 2002; CHAIGNON, 2003).

A concentracao de cobre em alimentos varia de acordo com as condi¢des
locais. A maioria das dietas contém o suficiente para manter o nivel de cobre
estavel, e dentre os alimentos com maior concentragdo de cobre estdo os miudos
(figado, rins), ovos, mariscos (ostras, lulas e siris), os cereais (feijdo, graos-de-

bico e lentilhas), a semente de girassol, 0 amendoim, as passas, as nozes, as
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améndoas, os legumes e o chocolate amargo (JUNIOR; PASCHOAL, 2004).
Todavia, a intoxicacdo alimentar por cobre é rara e a maior parte dos casos esta
relacionada a exposi¢édo ocupacional, acidental ou ambiental (MORTIMER et al.,
2010; BOST et al., 2016).

1.1.2. METABOLISMO DO COBRE NO ORGANISMO

Por se tratar de um mineral essencial para os seres vivos, 0 cobre
apresenta um sistema complexo de absorgéo, distribuicdo e excrecdo nos
organismos. O principal sitio de absorcéo de cobre é o duodeno, apesar de uma
pequena parte do cobre ser absorvida no estbmago. A contribuicdo do estbmago
parece ter importancia discreta devido a digestdo incompleta dos alimentos
neste 6rgdo (SCHUMANN et al., 2002). A absorc&o do cobre dietético varia entre
15e 97% (TURNLUND, 1998), pois varios parametros afetam a taxa de absorcao
como sexo, idade, tipo de alimento e quantidade de cobre da dieta (OLIVARES
et al., 2001).

No duodeno, a absorcdo de cobre ocorre principalmente através do
transportador de cobre ATP7A gue séo expressos ha membrana dos enterécitos
(LEE et al., 2002; MOLLOY; KAPLAN, 2009). Assim inicia-se o ciclo entero-
hepatico. Apés a entrada de cobre nos enterdécitos, ele se liga a chaperonas
citosdlicas que, em seguida, transferem o cobre para destinos celulares
especificos (LEARY et al., 2009). Em condic¢@es fisioldgicas o cobre é liberado
pelas células intestinais através do transportador CTR-1, movendo-o para a
circulagdo portal onde é transportado ligado a albumina, a histidina e a
transcupreina (KANG, 2011).

Apds a absorcdo hepatica, uma parte permanece no figado ligado a
metalotioneina (KANG, 2011) e a maior parte do cobre € destinado a circulacao
sanguinea, ligado a ceruloplasmina e a albumina, e somente entdo se inicia uma
incorporacao apreciavel de cobre em outros tecidos. Ao chegar nos 6rgaos-alvo
0 cobre é absorvido através do transportador CTR-1 presente nas membranas
plasmaticas celulares. O cobre é entdo armazenado em varios 6rgaos, sendo o

figado o Unico capaz de o mobilizar em caso de balanco negativo (LINDER;
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HAZEGH- AZAM, 1996). O excesso de cobre € excretado pelo figado para o
sistema gastrointestinal através da bile (HARVEY et al., 2005).

Cu Intake Extrahepatic Tissues
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Figura 01: Metabolismo do cobre. O cobre é absorvido através do trato gastrointestinal e
transportado para o sistema circulatorio pela ATP7A. O cobre circula no sangue ligado a
albumina, a histidina e a transcupreina. Em seguida, o cobre é captado pelo transportador de
cobre, CTR1. No figado, o cobre se associa a diferentes chaperonas, incluindo a COX17, a CCS
e a ATOX1. A COX17 fornece cobre para citocromo ¢ oxidase (CCO) nas mitocéndrias. A CCS
insere cobre na Cu/Zn-SOD. A ATOX1 fornece o cobre para a ceruloplasmina e a albumina,
liberado o cobre na circulagdo. Uma parte do cobre permanece armazenado no figado ligado a
metalotioneina. Em casos de aumento da concentracédo de cobre, o ATP7B realoca o cobre em
vesiculas e excreta através da bile. O cobre circulante na forma de Cu-ceruloplasmina é
transportado para os 6rgdos extra-hepaticos, incluindo o coracdo através de um mecanismo
ainda desconhecido, mas provavelmente dependente de CTR1. Fonte: KANG (2011).
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Figura 02: Homeostase sistémica do cobre em humanos. Os principais mecanismos
reguladores que controlam os niveis de cobre do corpo sdo descritos. As ATPases
transportadoras de cobre desempenham fun¢des na absorcgéo intestinal (ATP7A) e na excre¢ado
biliar (ATP7B). Apds a absorcao, a maior parte do cobre dietético € armazenado no figado ligado
a metalotioneina, o restante é incorporado a ceruloplasmina (CP), ou distribuido através do
sangue para varios 6rgaos ligado principalmente a albumina. O complexo Cu-ceruloplasmina
circulante participa do metabolismo do ferro, enquanto o cobre clprico (Cu?*) se liga a varios os
ligantes séricos que funcionam como transportadores de cobre. Os numeros ao lado ou sob os
Orgdos indicam aproximadamente o percentual de cobre que é presente naquele érgao/tecido.
Fonte: COLLINS, 2020.

1.1.3.INGESTAO DIARIA RECOMENDADA E LIMITES DE
EXPOSICAO AO COBRE

O cobre é considerado um elemento essencial para a manutencao e
funcionamento do organismo e pode ser facilmente obtido na dieta de modo que
a deficiéncia de cobre é rara em seres humanos. O Instituto de Medicina dos
EUA e a OMS recomendam a ingesta diaria de 0.9 mg/dia de cobre para adultos
com peso de 70 Kg, e descrevem a dose maxima toleravel de 10 mg/dia de cobre
para humanos (IOM, 2001; WHO, 2004).

Todavia, alguns estudos mostram que os limites seguros e téxicos do

cobre podem estar bastante proximos. Freire et al (2021) realizaram um estudo
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com humanos hospitalizados em e identificaram que aqueles que ingeriam cerca
de 0.96 mg de cobre diariamente representavam mais casos insuficiéncia
cardiaca isquémica do que aqueles que ingeriam até 0,83 mg de cobre, ou seja,
0 consumo de cobre mesmo na faixa considerada segura pode estar relacionado
a efeitos nocivos cardiacos. Nowicki et al (2021) mostraram que a elevacgao da
concentracdo sanguinea de cobre de 0.72 para 0.97 pg/ml, devido a exposicao
ambiental, aumentou em sete vezes a ocorréncia de infarto do miocérdio.
Salehifar et al (2008), Shokrzadeh et al (2009) e Alexanian et al (2014) também
identificaram a relacdo entre discretos aumentos da concentracdo seérica de
cobre com a presenca de insuficiéncia cardiaca e a morte por doencas
cardiovasculares. No entanto, ainda sdo escassos 0s estudos experimentais que
avaliam os efeitos fisiopatoldogicos da exposicdo ao cobre no sistema
cardiovascular, e os verdadeiros limites seguros e nocivos do cobre parecem

nao estar completamente definidos.

1.1.4.COBRE E ESTRESSE OXIDATIVO

Mesmo sendo essencial para o funcionamento dos organismos, os niveis
elevados de cobre podem provocar efeitos toxicos sistémicos. Muitos dos efeitos
téxicos do cobre estdo relacionados a geracao de radicais livres, sendo este um
processo continuo e fisiolégico, cumprindo fung¢des bioldgicas relevantes.
Durante os processos metabdlicos, esses radicais atuam como mediadores para
a transferéncia de elétrons nas varias reacdes bioquimicas. Sua producao, em
propor¢cdes adequadas, possibilita a geracdo de ATP (energia), por meio da
cadeia transportadora de elétrons, ativacdo de genes e participacdo de
mecanismos de defesa durante o processo de infeccdo. Porém, a producédo
excessiva pode gerar danos oxidativos (FERREIRA; MATSUBARA, 1997;
SHAMI; MOREIRA, 2004).

O estresse oxidativo € gerado por qualquer espécie reativa de oxigénio
(EROs) que contenha um ou mais elétrons desemparelhados (HALIWELL,
1987). A formacédo das EROs ocorre em todos os tecidos, como consequéncia
do metabolismo aerdbio que forma os intermediarios reativos: anion superéxido

(O2™), radical hidroxila (OH"), e o peroxido de hidrogénio (H202), dentre outros
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(FERREIRA; MATSUBARA, 1997). Os radicais livres estédo relacionados com
uma variedade de doencas, como o0 cancer, as doencas hepaticas, a
aterosclerose e o envelhecimento (LIMA; ABDALLA, 2001; GAETKE et al., 2014;
TASIC et al., 2015; BAGHERI et al., 2015; SHIMIZU, 2016).

O aumento da formagédo de O2°*", H202 e OH® ocorre através das reacdes
de Fenton ou Haber-Weiss e ja foi associado aos efeitos cardiovasculares
nocivos do cobre (GOLDHABER; QAYYUM, 2000; FILETTI et al., 2018;
DHALLA, 2020). Sabe-se que nos midcitos cardiacos a NADPH oxidase gera
02", por meio de sua isoforma NOX2 e que 0 O2™ é capaz de catalisar as reacdes
de Fenton e de Haber-Weiss levando a geracao de OH' e H202 (BARREIROS et
al., 2006). O H202 é pouco reativo frente as moléculas organicas na auséncia de
metais de transicdo, no entanto, na presenca do cobre ele se torna capaz de

gerar OH®, de acordo com as reacdes abaixo.

2+ - +
Cu* +0, Cu*+ 0, } Reacao de Fenton
Cu*+H,0, —»Cu? + OH + OH"

0, +H,0, <Y, 0,+ OH + OH" <+ Reagao de Haber-Weiss

Esquema 01: Reacdes de Fenton e Haber-Weiss. Fonte: Halliwell & Gutteridge, (1998).

O excesso de radicais livres no organismo € neutralizado por agentes
antioxidantes produzidos pelo corpo ou ingeridos através da dieta. Dentre 0s
antioxidantes enddgenos destacam-se a superoxido dismutase (SOD), a
glutationa peroxidase (GPx) e a catalase. Além dos antioxidantes produzidos
pelo corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o tocoferol
(vitamina-E), B-caroteno (pro-vitamina-A), acido ascorbico (vitamina C), e
compostos fendlicos. Dessa forma, o estresse oxidativo ocorre quando ha
grande aumento da producao de radicais livres, superando a capacidade dos
mecanismos antioxidantes, ou reducéo das defesas antioxidantes do organismo
(SAMUNI et al, 1981; HALLIWELL, 1987).

A superéxido dismutase (SOD) é a principal defesa antioxidante dos seres
humanos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1986). Ela catalisa a dismutacéo do O2"
em O2 e H202. A SOD pode ser encontrada em trés diferentes isoformas: uma
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citoplasmatica, uma mitocondrial e uma no liquido extracelular, sendo que a
primeira e a terceira estéo ligadas ao cobre e ao zinco (Cu/Zn-SOD) e a segunda
contém manganés no seu centro reativo (Mn-SOD). Além da SOD, as enzimas
catalase e glutationa-peroxidase sao importantes enzimas atuantes na
degradagdo do H202. Enquanto a catalase transforma H202 em H20 e Oz, a
glutationa peroxidase utiliza o H202 para transformar a glutationa reduzida (GSH)
em glutationa oxidada e dgua (GSSG) (CAlI, 2005).

1.1.5.EFEITOS TOXICOS DO COBRE NO ORGANISMO

Apesar de possuir um complexo sistema de controle e distribuicdo do
cobre nos diferentes tecidos corporais, a exposi¢cdo aumentada ao cobre pode
promover a desregulacédo destes sistemas. Em condi¢cdes em que ha aumento
da concentracdo de cobre hd também o aumento do estresse oxidativo
(SAMUNI, 1981). Além disso, as alteracdes no metabolismo do cobre e o
aumento do estresse oxidativo sdo encontrados em muitas doencas cronicas

como diabetes, hipertenséo e as cardiopatias (PEREIRA et al., 2016).

Na maioria das vezes os efeitos toxicos da exposicdo ao cobre séo
baseados em manifestacdes clinicas, as quais sdo pouco frequentes. Além
disso, estes efeitos sdo manifestados apds graves complicagdes, pois ainda ndo
séo conhecidos biomarcadores sensiveis e ndo invasivos capazes de prever 0s
danos ao organismo de forma precoce, causado pelo excesso de cobre (UAUY
et al., 2008).

Frente a capacidade do cobre em ser reduzido de Cu?* para a Cu*,
somado a habilidade de formar EROs, e por reagir com as cadeias de lipidios e
aminoéacidos, o organismo desenvolveu mecanismos que podem regular esses
efeitos. A homeostase do cobre € regulada por um sistema mediado por
enzimas, ATPases ativadas por ions. O cobre em sua forma livre pode causar
efeitos prejudiciais a célula e, quando em condi¢des fisiolégicas, a sua fracédo
livre € minima. Deste modo, as metalochaperonas intracelulares se ligam ao
metal, direcionando-o até o local alvo de sua ac¢éao, evitando o dano celular. Por
outro lado, se houver aumento de cobre livre, maior sera o prejuizo a célula
(FUKAI; USHIO-FUKAI; KAPLAN, 2018). Quando ndo h& uma regulacdo
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adequada dos mecanismos de utilizacdo do cobre, € possivel observar
consequéncias fisiopatoldgicas sistémicas (FUKAI; USHIO-FUKAI; KAPLAN,
2018).

A deficiéncia de cobre em humanos é rara e ocorre quando a
disponibilidade do ion € insuficiente devido a alguma alteragdo genética, como
na doenca de Menkes, onde ha uma deficiéncia severa de cobre, uma vez que
a enzima ATP7A responsavel pelo seu bombeamento das células intestinais
para a corrente sanguinea esta alterada (KALLER, 1996; KALLER, 1998). Por
outro lado, o excesso de cobre pode levar a toxicidade, seja pela elevada
exposi¢do ou por doencga pré-estabelecida. Na Doenga de Wilson, h4 toxicidade
por excesso de cobre devido a sub-expressao da da enzima ATP7B, responsavel
pela incorporacdo do metal as ceruloplasminas e pela excrecéo através da bile,
causando acumulo de cobre nos hepatécitos, cérebro, rins, olhos e outros
orgdos. (LINDER; HAZEGH-AZAM, 1996; ROBERTS; SCHILSKY, 2003).

A toxicidade ao cobre também pode resultar da exposicdo causada de
forma acidental ou ocupacional, seja pela contaminacdo do meio ambiente, pelo
uso de agentes bactericidas e fungicidas a base de cobre em agricultura e da
emissao de industria de fundicdo de cobre (MORTIMER et al., 2010; BOST et
al., 2016). Em geral, a deficiéncia ou toxicidade ao cobre, provenientes de
distarbios metabdlicos ou exposicdo ao metal pode prejudicar o organismo de

forma severa.

A desregulacao dos niveis de cobre no organismo promove alteracfes na
producdo de ATP, aumento do estresse oxidativo, metabolismo anormal de
glicose e colesterol, acimulo de ferro tecidual, altera a funcéo e estrutura das
células sanguineas e do sistema imune (SAARI, 2000; HARRIS, 2003; KEEN et
al., 2003). Portanto, quando ha deficiéncia ou excesso deste metal no organismo,
a funcéo de diferentes 6rgéos e de varios sistemas de defesa fica comprometida
(SUKALSKI; LABERGE; JOHNSON, 1997; BAGHERI et al., 2015).

Diversos estudos investigaram os efeitos toxicos do cobre no organismo.
Cole e Lirenman (1978) descreveram a ocorréncia de nauseas, queimacao
epigastrica, vbmito de cor verde azulada, diarreia, anemia hemolitica,

insuficiéncia renal, arritmia cardiaca e depresséo do sistema nervoso central em
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uma crianca que ingeriu uma solucao concentrada de sulfato de cobre. Barceloux
(1999) relatou que no sistema urinario, a intoxicagdo por cobre promove danos
no tubulo proximal, anuria e oliguria. Cho et al (2018) acompanharam o caso de
uma mulher intoxicada por sulfato de cobre e que apresentou hemdlise e
intoxicacao pulmonar. Tsao et al (2020) acompanharam o caso de uma menina
de 12 anos intoxicada apds comer glacé de bolo decorado com cobre elementar,
cada fatia de bolo apresentava 900 mg de cobre. Cerca de 20 minutos apds o
consumo do bolo a menina apresentou episédios de vomito e diarreia. Em
seguida, a menina mostrou taquicardia, apatia e dificuldades de degluticéo.
Exames laboratoriais evidenciaram aumento da concentracdo de cobre e
ceruloplasmina no sangue. Richards et al (2020) apresentaram um relato de caso
de um fisiculturista de 32 anos que ingeriu de suplementos nutricionais que
continham o cobre em sua composicao, visando melhorar o desempenho e
ganho de peso, entretanto desenvolveu encefalopatia com risco de vida,
insuficiéncia hepatica, rabdomidlise e apresentou nivel de cobre elevado, similar
a doenca de Wilson. Otter e Cantrell (2020) relataram a morte de uma mulher
que ingeriu fungicida a base de cobre. Foi encontrado vomito azul-turquesa no
local e, na autdpsia, material turquesa foi encontrado em todo o trato
gastrointestinal. O nivel de cobre no sangue post mortem foi de 500 pg/dL. A

causa da morte foi determinada como toxicidade aguda de cobre.

O papel do cobre nas doencas cardiovasculares tem sido relatado,
demonstrando que a exposicdo elevada do metal pode estar associada ao
aumento da mortalidade por doenca coronariana, hipertenséo, infarto agudo do
miocardio e acidente vascular encefalico (REUNANEN et al., 1996; FORD, 2000;
BAGHERI et Al., 2015).

1.1.6.EFEITOS CARDIOVASCULARES DO COBRE

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as doencas
cardiovasculares correspondem principal causa de mortalidade no mundo
(WHO, 2016), e a exposi¢cdo a metais pesados como o cobre e pode contribuir

para o surgimento e agravamento destas doencas.
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Estudos prévios sugerem que a sobrecarga de cobre pode ser a causa de
alteracdes funcionais no sistema cardiovascular (SINGH et al., 1985; KOK et al.,
1988; KOSAR et al., 2006). Freire et al (2021) avaliaram que o aumento da
ingestado de cobre de 0,83 para 0,96 mg/dia esta diretamente relacionado ao
aumento da incidéncia de insuficiéncia cardiaca isquémica. Nowicki et al (2021)
e Zhang et al (2021) mostraram que o0 aumento da concentragdo de cobre no
sangue de 0,72 para 0,97 pg/mL, devido a exposicdo ambiental, aumentou em
sete vezes a ocorréncia de infarto do miocardio. Outros estudos também
mostraram a relacdo entre pequenos aumentos na concentracdo de cobre no
sangue, com a ocorréncia de insuficiéncia cardiaca e mortalidade por doencas
cardiovasculares (SALEHIFAR et al., 2008; SHOKRZADEH et al., 2009;
ALEXANIAN et al., 2014).

De fato, a exposi¢cédo ambiental ao cobre mostra ser um fator de risco para
o funcionamento cardiaco. Em um estudo experimental, Waldemarin et al (2011)
avaliaram os efeitos de exposicao de peixes em agua contendo 1 mg/L de sulfato
de cobre durante 96 horas, enquanto os controles foram mantidos em agua sem
adicao de cobre. O estudo mostrou a ocorréncia de edema celular e mitocondrial
cardiacos, reducdo da forca de contracdo, do tempo de contracdo e das
derivadas temporais de forca nas tiras de ventriculos dos peixes expostos ao

cobre.

Em outros estudos sobre os efeitos cardiovasculares do cobre, Nunes et
al. (2018) e Filetti et al. (2018) investigaram se os efeitos da sobrecarga aguda
de cobre poderia alterar a reatividade vascular e a contracédo cardiaca de ratos.
Para isso, foi feita a incubacéo de anéis de aorta e musculos papilares de VE de
ratos Wistar em solucao nutridora de Krebs contendo 10 pug/mL de cloreto de
cobre (CuCl2), uma concentragdo dez vezes superior a fisiolégica. Em ambos
estudos os autores encontraram prejuizos funcionais relacionados ao aumento

do estresse oxidativo.

Entretanto, ainda sdo escassos 0s estudos que investigam os efeitos
cardiovasculares da exposicdo a dose diaria recomendada, a dose maxima
toleravel e a doses de cobre discretamente acima do recomendado e o0s
verdadeiros limites entre as doses seguras e nocivas de cobre permanecem

incertas.
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1.2. ALIMENTOS FUNCIONAIS

Devido ao grande numero de individuos portadores de doencas crbnicas
relacionadas ao estilo de vida sedentéario e a alimentacéo inadequada, tem se
observado o aumento da busca por alimentos presumidamente saudaveis e/ou
curativos (ROS, 2001). A percepc¢édo do alimento como provedor da saude, ndo
€ recente, visto que a crenca no poder medicinal dos alimentos é tdo antiga
quanto a histéria da humanidade. Pesquisas acerca dessa tematica vém
ganhando cada vez mais relevancia devido a seguranca e facilidade de acesso
aos alimentos funcionais (LEE et al., 2019; SHOBAKO; OHINATA, 2020;
SAPWAROBOL et al., 2021).

O conceito de alimentos funcionais surgiu no Japao, na década de 1980,
através de um programa governamental que visava produzir alimentos mais
saudaveis para uma populacdo que estava envelhecendo e possuia grande
expectativa de vida (STRINGHETA et al., 2007). No Brasil, a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) define através da RDC 18/99, que os alimentos
funcionais sdo aqueles alimentos ou ingredientes que além das funcbes
nutritivas basicas, quando consumidos como parte de uma dieta usual,
produzem efeitos metabdlicos e/ou fisioldgicos, e/ou efeitos benéficos a saude,

devendo ser seguros para consumo sem supervisdo médica (BRASIL, 1999).

Para a percepcéo dos efeitos funcionais dos compostos bioativos contidos
nos alimentos, estes devem estar presentes em concentracdes adequadas, de
preferéncia incorporados no préprio alimento, inseridos dentro da alimentacéo.
Diversos componentes dos alimentos podem atuar, em determinadas
concentracfes, como substancias funcionais. Dentre estes componentes é
possivel mencionar algumas vitaminas, minerais essenciais, proteinas e
peptideos, acidos graxos poli-insaturados da familia omega-3 e componentes da
fibra alimentar (PACHECO; SGARBIERI, 1999; VIDAL, et al., 2012).

A importancia de uma dieta saudavel rica em alimentos funcionais para a
prevencao e tratamento das doencas cronicas tem aproximado cada vez mais
0s conceitos de medicamentos e alimentos funcionais, tornando-os uma grande
tendéncia do mercado alimenticio (RAUD-MATTEDI, 2008). Para que um

alimento possa ser considerado funcional é necesséaria a demonstragéo da sua
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capacidade em afetar beneficamente func¢des alvo no corpo, além de possuir
efeitos nutricionais adequados, de maneira que seja tanto relevante para o bem-
estar e a salde quanto para a reducao do risco de uma doenca (ROBERFROID,
2002).

Nesse sentido, embora o0s pesquisadores estejam adquirindo mais
experiéncia e entendimento sobre a saude e a nutricdo, o estudo dos alimentos
funcionais ainda é bastante complexo. Torna-se, portanto, de grande importancia
o reconhecimento do verdadeiro papel do consumo de determinados alimentos
sobre o0 crescimento, desenvolvimento e tratamento de doencas
(VERSCHUREN, 2002).

1.2.1.PEPTIDEOS BIOATIVOS

Os peptideos sdo compostos formados pela unido de dois ou mais
aminodacidos por intermédio de ligacGes peptidicas. Esta ligacdo ocorre entre o
grupo carboxila de um aminoacido e o grupo amina de outro, tendo como
consequéncia a liberagdo de agua (LEHNINGER, 2018). Os peptideos podem
ser resultados da digestdo, hidrdlise ou do processamento de proteinas
presentes nos alimentos (HARTMAN; MEISEL, 2007).

Os peptideos bioativos sdo aqueles que apresentam funcao regulatoria
dos sistemas do corpo humano, além da sua funcdo nutritiva, sem apresentar
risco a saude de quem o ingere (MEISEL; FITZGERALD, 2003). Normalmente
estes peptideos possuem o tamanho de 2-20 aminoéacidos (KITTS; WEILER,
2003). A atividade biologica € dada tanto pela sequéncia dos aminoacidos
presentes nos peptideos, quanto pela composi¢cao dos aminoacidos e sua massa
molecular (MOLLER et al., 2008; KORHONEN, 2009). Com base em suas
propriedades estruturais, sua composi¢cao e sequéncias de aminoacidos, esses
peptideos podem desempenhar varios papéis, como opioides, ligantes de
mineral, imunomoduladores, antimicrobianos, antioxidantes, antitrombaticos,
hipocolesterolémicos e anti-hipertensivos (SARMADI; ISMAIL, 2010). Além
disso, varios peptideos foram caracterizados por possuirem propriedades
multifuncionais (MOURE, 2006).
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Em 1950, os peptideos bioativos de origem alimentar foram descobertos
por Mellander, que pesquisou os peptideos fosforilados de caseina, que
estimulavam a calcificacdo 6ssea de lactentes com deficiéncia de vitamina D
(MELLANDER, 1950). Peptideos bioativos sao considerados fragmentos
especificos de proteinas que geralmente séo inativos dentro da sequéncia da
matriz proteica (ZENEZINI et al., 2016). As proteinas intactas, nativas dos
alimentos, geralmente n&o apresentam ou apresentam pouca atividade
biologica. Portanto, faz-se necessario a transformacao dessas proteinas em
peptideos para que esses possam expressar sua funcionalidade. Essa
transformacdo pode ser in vivo durante digestdo, e in vitro por hidrélise
enzimatica ou fermentacéo microbiana (KORHONEN; PIHLANTO, 2006; ZOU et
al., 2016). Uma das maneiras mais eficientes de se obter esses peptideos é
através da hidrolise enzimatica (KORHONEN, 2009).

Desse modo, muitas proteinas presentes nos alimentos podem sem
fontes de peptideos biologicamente ativos, desempenhando inUmeros papéis
fisiolégicos, inclusive no controle de doencas (WU et al., 2021). Alimentos como
ovos, leite, peixes, cereais, legumes e frutas demonstram apresentar beneficios
a saude por desempenharem funcfes antioxidantes, anti-hipertensivas e anti-
inflamatorias, sugerindo que esses alimentos podem ser importantes alternativas
para a prevencdo e controle de doencas que envolvam tais mecanismos
fisiopatolégicos, incluindo a toxicidade induzida pela exposi¢cdo a metais toxicos
(MARTINEZ-AUGUSTIN et al., 2014; RIZZETTI et al., 2016a; 2016b; RIZZETTI
et al., 2017; WU et al., 2021).

1.2.2.FUNCOES BIOLOGICAS DOS PEPTIDEOS BIOATIVOS

Os peptideos bioativos sdo capazes de desempenhar importantes agdes
biologicas, podendo apresentar acdo de regulacdo e modulacdo metabdlica,
sugerindo o uso potencial como ingredientes de alimentos funcionais para atuar
na promocéo da boa saude ou na redugdo do risco de desenvolvimento de
determinadas doencas (PIHLANTO-LEPPALA, 2000; SHAHIDI; ZHONG, 2008;
GARCES-RIMON et al., 2016).
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As caracteristicas dos peptideos bioativos, assim como seus efeitos
principais sdo dependentes da forma como o mesmo é preparado (MOURE et
al., 2006). A fonte proteica precursora, o tipo de enzima usada no processo de
hidrolise, a relacdo enzima/substrato, o tempo de incubacdo, o pH e a
temperatura sdo os principais responsaveis pela variabilidade das atividades
bioldgicas dos peptideos bioativos obtidos in vitro (WANG; GONZALEZ, 2005;
MULERO et al., 2011).

Estudos prévios descrevem as propriedades antioxidantes e quelantes
(ESCOBAR et al., 2020), anti-hipertensivas (LEE et al., 2019) e anti-inflamatorias
(HUANG et al., 2010) para peptideos oriundos de diversas proteinas, assim
como sua atuacdo sobre desordens neurolégicas (MARTINEZ et al., 2019a),
cardiovasculares (RIZZETTI et al., 2017) e metabdlicas (SON; WU, 2019).

Véarios estudos mostraram a presenca da acdo antioxidante em
hidrolisados ou peptideos bioativos provenientes de fontes proteicas vegetais ou
animais como o ovo (SAKANAKA; TACHIBANA, 2006), o leite (LIU et al., 2021),
a caseina (MIGUEL et al., 2010), o amendoim (HWANG et al., 2010), o milho (LI
et al., 2008), o farelo de arroz (REVILLA et al., 2009) e, animais marinhos (FENG
et al., 2015). Muitos peptideos, que contém tirosina, metionina, histidina, lisina
ou triptofano, sdo aceitos como antioxidantes. Esta atividade vinculada a
peptideos bioativos pode ser atribuida ao seu potencial sequestrador de radicais
livres, a inibicdo da peroxidacao dos lipidios e de ions metalicos pela quelacao
desses ultimos (SINGH; VIJ; HATI, 2014).

Além disso, tem sido demonstrado que alguns hidrolisados proteicos
vegetais sdo capazes de aumentar a atividade das enzimas antioxidantes
glutationa peroxidase (GPx) e superoxido dismutase (SOD) in vivo (FU, 2003),
como exemplo podemos citar alguns antioxidantes naturais, como acido
rosmarinico, os tocoferois, o acido ascorbico, entre varios extratos fendélicos de
origem vegetal, que sdo muito utilizados em alimentos processados (SAMUNI et
al, 1981; HALLIWELL, 1987).

Os aminoacidos com residuos aromaticos apresentam efeitos
antioxidantes devido a capacidade de doar protons a radicais deficientes de

elétrons, conferindo aos seus peptideos constituintes boas propriedades de
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neutralizacdo de radicais livres (RAJAPAKSE et al., 2005). O grupo SH do
aminoacido cisteina tem uma ac¢do antioxidante independentemente devido a
sua interacdo direta com radicais livres (QIAN et al., 2008; SARMADI; ISMAIL,
2010).

1.2.3.PEPTIDEOS BIOATIVOS DA CLARA DO OVO

O ovo é uma excelente fonte para obtencdo de peptideos bioativos,
principalmente a clara, devido ao seu alto contetdo proteico (YU et al., 2011;
REN et al., 2014). Os peptideos derivados de proteina de ovo podem exercer
diversas atividades biolégicas, incluindo atividade inibidora da enzima
conversora de angiotensina (RIZZETTI et al.,, 2017), anti-hipertensiva
(JAHANDIDEH et al., 2016), antioxidante (CARRILLO et al. 2016),
antimicrobiana (YAZDI, ASOODEH, e CHAMANI 2012), anti-inflamatoria
(PALIKA et al., 2015) e antidiabética (YU et al. 2011).

Assim, muitos pesquisadores tém se dedicado a obtenc¢do de hidrolisados
bioativos de ovo, principalmente devido a sua acdo antioxidante, seja para a
aplicacdo na saude, formulacdo de novos alimentos e suplementos ou para
incorporacao em alimentos (MINE et al., 2013, REN et al., 2014; NIMALARATNE
et al., 2015).

Os peptideos antioxidantes provenientes da clara do ovo séo inibidores
potentes da oxidacédo de biomoléculas (como as proteinas, os lipidios e 0 DNA)
devido a sua eficacia na eliminacdo de radicais livres e espécies reativas de
oxigénio, inativando intermedidrios reativos e metais de transi¢cdo pré-oxidativos
(ELIAS et al., 2008).

A funcéo antioxidante de alguns peptideos bioativos derivados do ovo se
deve em grande parte as suas propriedades redox, que lhes possibilita atuar
como agentes redutores, doadores de hidrogénio, e supressores de oxigénio.
Além do mais, eles sdo capazes de atuar como guelantes de metais (ESCOBAR
et al., 2020). A presenca de aminoacidos tirosina e fenilalanina nos peptideos
esta relacionada com a propriedade de neutralizacéo de radicais livres (MIGUEL

et al., 2004). Estudos anteriores descreveram também a producdo de
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hidrolisados proteicos de ovo nos quais a presenca de residuos de aminoacidos
tirosina e fenilalanina Ihes conferiu capacidade quelante e atuacdo concomitante
como agente antioxidante (TORRES-FUENTES et al., 2014), evidenciando a
gama de propriedades funcionais apresentadas pelos peptideos bioativos

derivados do ovo.

Tomados em conjunto, a obtencéo de peptideos antioxidantes a partir de
hidrolisados da clara de ovo (HCO), que poderiam ser consumidos diretamente
ou adicionados a outros alimentos, o que pode representar uma boa estratégia
para prevenir a progressao de doencgas relacionadas com o estresse oxidativo
induzidos por metais toxicos. Em contexto similar, foi observado que o HCO
apresenta efeito preventivo sobre os danos causados pelo estresse oxidativo
apos a exposicdo ao mercurio em neurbnios e espermatozoides (RIZZETTI et
al., 2016a; 2016b; RIZZETTI et al., 2017b), e foi capaz de prevenir a disfuncao
cognitiva e vascular de ratos expostos ao aluminio (MARTINEZ et al., 2019a;
MARTINEZ et al., 2019b). As principais sequéncias de peptideos identificados
no HCO com pepsina por oito horas e suas respectivas atividades biologicas

encontram-se na tabela abaixo.

Tabela 1: Sequéncias identificadas por Garcés-Rimén et al (2016)

presentes no HCO com pepsina e suas atividades biolégicas in vitro.

Atividade Atividade Atividade Atividade

Peptideo inibidorada  antioxidante  vasodilatadora vasodilatadora

ECA (uM) (umol Trolox) (%) em artérias (%) em artérias

de condutancia de resisténcia
FRADHPFL 3,2 0,1 49,5/68 46,3
RADHPFL 6,2 0,1 40,5 42,6
YAEERYPIL 4,7 3,8 31,5 19,1
YRGGLEPINF >1000 1,1 44,1 72,4
ESIINF >1000 <0,02 42,5 17,4
RDILNQ 435,7 <0,02 49,3 66,2
IVF 33,9 <0,02 28,7 n.d.
YQIGL 173,8 1,7 <10 <10
SALAM 229,1 2,7 12,2 <10
FSL 172,9 <0,02 <10 <10

Tabela 01: Adaptado de Garcés-Rimén et al (2016).
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Diante do exposto, € notavel que os limites seguros e nocivos do cobre
para os seres humanos permanecem incertos, apesar de ser reconhecido que a
exposicdo ao cobre configura um fator de risco cardiovascular pois aumenta o
estresse oxidativo e isso favorece o0 desenvolvimento de placas de
aterosclerose, hipertensdo arterial, infarto agudo do miocéardio e insuficiéncia
cardiaca. Todavia, sendo o HCO um peptideo com acgdo antioxidante, anti-
inflamatdria e anti-hipertensiva e que ja mostrou acao protetora contra os efeitos
de metais como o mercurio e aluminio nos sistemas circulatorio, nervoso e
reprodutivo, ele poderia ser utilizado também na prevencao e/ou tratamento dos
efeitos do cobre no sistema cardiovascular. Por isso, a hipétese deste estudo é
que o cobre, mesmo em doses descritas como toleraveis € capaz de prejudicar
a reatividade vascular e a contracao cardiaca, prejuizos estes relacionados, ao
menos em partes, ao aumento do estresse oxidativo, todavia o HCO pode
representar uma estratégia na prevencao dos efeitos nocivos cardiovasculares
promovidos pelo cobre devido a sua capacidade de melhorar as defesas

antioxidantes do organismao.

1.3. JUSTIFICATIVA

Diante do aumento da exposi¢cao ao cobre no ambiente, na indUstria e nos
alimentos, ha uma preocupacao com os limites seguros do cobre no organismo.
Apesar de ser essencial para diversas fungdes no organismo, sabe-se que em
alta concentracao o cobre promove efeitos téxicos, todavia, ndo esta claro qual
€ o limite seguro de exposicdo ao cobre no organismo e ha necessidade de

estudos que avaliem os efeitos dessa exposicao a longo prazo.

A exposicéo elevada ao cobre tem sido associada a diversas doencas
cardiovasculares. Individuos que consomem mais cobre apresentam mais
insuficiéncia cardiaca isquémica (FREIRE et al., 2021). Pacientes com doencga
aterosclerotica, infarto do miocardio e hipertenséo apresentam niveis séricos de
cobre maiores (SHOKRZADEH et al., 2009; ALEXANIAN et al., 2014; BAGHERI
et al., 2016; ZHANG et al., 2021). Logo, o aumento da exposicdo e da
concentracéo de cobre no sangue pode aumentar o risco para 0 surgimento ou

agravo dessas doencas.
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Poucos estudos avaliaram os efeitos cardiovasculares desencadeados
pela exposicdo ao cobre dentro dos limites recomendados, ou em doses
discretamente aumentadas. Zhang et al (2021) descrevem que o ideal € que 0s
efeitos da exposicdo a metais sejam avaliados cronicamente, pois populacdes
expostas passam longos periodos em contato com os referidos metais, portanto,
estudos de exposicéo prolongada configuram a melhor forma de mimetizar o que
acontece na realidade. Desta forma, este estudo € relevante por ser o primeiro
a descrever um modelo de avaliacdo dos efeitos cardiovasculares da exposicao
ao cobre por 4 semanas. Ademais, o desenvolvimento de pesquisas que
viabilizem meios para o conhecimento de substancias capazes de prevenir ou
tratar os efeitos danosos decorrentes da intoxicagédo por metais pesados e, suas
consequéncias clinicas a longo prazo € necesséario e fundamental para a saude

humana.

Além de estratégias para controle da exposicdo ambiental ao cobre,
alternativas terapéuticas naturais sdo boas estratégias para a prevencao dos
prejuizos a saude induzidos pelo metal. Assim, o HCO pode ser uma boa
ferramenta terapéutica pois em estudos anteriores ja foi demonstrado atividades
antioxidante, anti-hipertensiva, anti-inflamatéria, anti-hiperglicémica e anti-
hiperinsulinémica, analisados em outras disfungcbes organicas e em outros
modelos animais (YU et al. 2011; PALIKA et al., 2015; JAHANDIDEH et al., 2016;
CARRILLO et al. 2016; RIZZETTI et al., 2017).

Ao passo gue estudos recentes ressaltam fortemente os beneficios do
HCO sobre as fun¢bes cardiovasculares, ndo ha relatos na literatura a respeito
dos seus efeitos sobre os danos no sistema cardiovascular induzidos pela
exposicdo ao cobre e tampouco, ndo sao claros ainda, os mecanismos
moleculares para as suas acdes sobre estes sistemas. Portanto, é fundamental
verificar se e como o HCO pode converter-se em uma opc¢éo natural e eficaz

para prevenir ou tratar os efeitos prejudiciais induzidos pelo cobre no organismo.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
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Avaliar os efeitos cardiovasculares da exposicdo as doses de ingestdo diaria
recomendada, ingestdo maxima toleravel e dobro da dose maxima toleravel de
cobre e a avaliar acdo anti-estresse oxidativo de peptideos hidrolisados da clara

de ovo sobre fungéo cardiaca de ratos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Analisar os efeitos cardiovasculares de relacionados a exposi¢cdo as doses
recomendadas de cobre;

= Avaliar se a exposi¢cdo ao cobre altera o peso corporal, a pressao arterial
sistOlica, a reatividade vascular e a massa das camaras cardiacas e se 0
HCO previne essas possiveis alteracdes;

» Investigar se a exposicdo ao cobre altera os mecanismos reguladores da
contratilidade miocéardica de musculos papilares e se o0 HCO é capaz de
prevenir essas alteracoes;

= Determinar se a exposi¢céo ao cobre promove aumento da producéo de anion
superdéxido e radical hidroxila in situ e se o HCO pode reverter esse efeito;

= Aferir se a exposi¢cdo ao cobre altera a atividade da ATPase miosinica, da
SOD e da catalase e se 0 HCO é capaz de prevenir essas alteragdes;

= Averiguar o efeito da exposicdo ao cobre e ao HCO na expressao de
proteinas envolvidas na regulacéo do ciclo de calcio no miécito cardiaco e
proteinas antioxidantes como a SERCA, PLB, NCX, SOD, Catalase.

3. METODOLOGIA
3.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar (Rattus novergicus) com peso
de 250 g e aproximadamente 8 semanas de idade, fornecidos pelo biotério do
Programa de P6s-Graduacéao em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal
do Espirito Santo (UFES). Os animais foram mantidos em gaiolas, ambiente de
temperatura controlada, submetidos a ciclo claro-escuro de 12h, e com livre

acesso a agua e ragao.
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Nossos experimentos foram realizados conforme as Diretrizes Brasileiras
para Cuidado e Utilizagdo de Animais para fins Cientificos e Didaticos publicada
pelo CONCEA (2018). Nossos protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Animais da UFES (CEUA 026/2018).

3.2. MODELOS EXPERIMENTAIS
3.2.1. MODELO DE TOXICIDADE INDUZIDA PELO COBRE

Conforme identificamos anteriormente (FILETTI et al., 2018; NUNES et
al., 2018), a exposicao a alta concentragao de cobre in vitro é capaz de promover
prejudicar a contratilidade cardiaca e a reatividade vascular devido ao aumento
do estresse oxidativo. Para a determinacdo deste modelo experimental, trés
doses de cobre foram escolhidas com base nas recomendac¢fes do Instituto de
Medicina dos EUA e da Organizacao Mundial da Saude (IOM, 2001; WHO, 2004)
que recomendam uma ingestédo diaria de 0,9 mg de cobre para adultos de 70 Kg,
equivalente a 13 pg/Kg/dia. A dose de 10 mg de cobre, € equivalente a 0,14
mg/Kg/dia, e é considerada o limite maximo toleravel de ingestédo de cobre (IOM,
1998). Apesar de relatos de que esta dose € capaz de promover efeitos
gastrointestinais adversos (OMS, 2011), ndo ha descricdo de danos
cardiovasculares. Portanto, avaliamos também se o dobro da dose maxima
tolerada, equivalente a 20 mg para humanos, ou 0,28 mg/Kg/dia, € capaz de

promover efeitos adversos no sistema cardiovascular.

Assim, animais foram divididos em quatro grupos randomizados: um
grupo controle (Ct, N= 6) e trés grupos expostos a diferentes concentracfes de
cobre (Cu 13 pg, N =6, Cu 0,14 mg, N =6, Cu 0,28 mg, N = 6). Os animais do
grupo controle receberam 0,1 mL de solugéo salina intraperitoneal (i.p.) durante
4 semanas, enquanto os animais nos grupos Cu 13 ug, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia

receberam cobre i.p. por 4 semanas, conforme mostra o quadro 1.
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Tabela 02: Modelo de exposi¢ao ao cobre.

Grupos Dose Via Duracao
Ct 0,1 ml NaCl 0,9% l.p. 4 semanas
Cu 13 g 13 pg/Kg/dia CuCl2 l.p. 4 semanas
Cu 0,14 mg 0,14 mg/Kg/dia CuCl2 l.p. 4 semanas
Cu 0,28 mg 0,28 mg/Kg/dia CuCl2 l.p. 4 semanas

Tabela 02: As doses sao equivalentes aos niveis de ingesta diaria recomendada (0,9 mg), dose
maxima toleravel (10 mg) e o dobro da dose maxima toleravel (20 mg) em humanos, os valores

foram corrigidos considerando o peso dos animais.

A via intraperitoneal foi escolhida para a administracdo de cobre neste
modelo de exposicdo experimental nos animais. Nesta via o farmaco é injetado
diretamente na cavidade peritoneal. Ela foi escolhida por permitir a
administracdo controlada da solugdo, o que néo é possivel pela via oral, pois 0
cobre pode nao ser totalmente absorvido pelo organismo. Outra vantagem desta
via € a alta velocidade na passagem da solucdo para a circulacdo devido a
grande superficie absortiva da cavidade peritoneal e principalmente pela
passagem pela veia porta, 0 que promove o0 metabolismo hepatico e mimetiza o
processo metabdlico fisiol6gico do cobre (HARDMAN; LIMBIRD, 1996).

3.2.2.MODELO ANTI-ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDO PELO
PEPTIDEO HIDROLISADO DA CLARA DO OVO (HCO)

Para a avaliacdo experimental das propriedades anti-estresse oxidativo
do peptideo hidrolisado da clara de ovo utilizou-se a dose de cobre equivalente
a 10 mg para humanos (0,14 mg/Kg/dia), pois apesar deste ser considerado um
limite seguro, os resultados obtidos na avaliacdo da toxicidade induzida pelo
cobre mostraram que o mesmo é capaz de promover prejuizos cardiovasculares.
O tratamento com o HCO foi realizado conforme descrito por RIZZETTI et al.,
(2016a).

Os ratos foram divididos em quatro novos grupos experimentais, os quais

foram tratados por 4 semanas com: grupo Ct, recebeu solugéo salina 0,9% i.p. e
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agua filtrada por gavagem; grupo Cu 0,14 mg, recebeu 0,14 mg/Kg/dia de cobre
(CuCl2) diluido em solucdo salina i.p. e agua filtrada por gavagem; grupo Ct-
HCO, recebeu solu¢éo salina 0,9% i.p. e HCO diluido em agua filtrada na dose
de 1 g/Kg/dia por gavagem; grupo Cu-HCO, recebeu ambos os tratamentos,

CuClz i.p. e HCO por gavagem, conforme mostra o quadro 2:

Tabela 03: Modelo de exposi¢cédo ao cobre e ao HCO.

Grupos Dose Via Duracao

Ct 0,1 ml NaCl 0,9% l.p. 4 semanas
Agua filtrada Gavagem

Cu 0,14 mg 0,14 mg/Kg/dia CuCl2 l.p. 4 semanas
Agua filtrada Gavagem

Ct-HCO 0,1 ml NaCl 0,9% l.p. 4 semanas
1 g/Kg/dia HCO Gavagem

Cu-HCO 0,14 mg/Kg/dia CuCl2 l.p. 4 semanas
1 g/Kg/dia HCO Gavagem

Tabela 03: Exposi¢do experimental ao cobre e ao HCO. Descrigcdo dos grupos experimentais,
tratamentos recebidos, vias de administragdo e periodo de duragao.

3.3. PREPARO DO PEPTIDEO HIDROLISADO DA CLARA DE OVO

O preparo do peptideo hidrolisado da clara de ovo ocorreu em Madrid
(Espanha) e foi gentilmente cedido pela Dr2. Marta Miguel Castro. A clara de ovo
pasteurizada sofreu hidrolise com enzima pepsina (1:3000, Sigma Aldrich), na
proporcao enzima/substrato (clara de ovo) de 2:100 (w/v). Posteriormente, a
clara do ovo foi acidificada com HCI (37%) até obter pH proximo a 2 para que a
enzima fosse ativada. As amostras foram ent&o incubadas a 37°C, sob agitacéo
constante num banho com termostato durante 8 horas. Apds transcorrido o
tempo, a inativagdo da enzima se deu através do aumento do pH para 7,0 com
NaOH. Os hidrolisados foram centrifugados durante 15 minutos a 4500 g. Por
fim, o sobrenadante foi liofilizado e armazenado como descrito por Miguel et al.,
(2007).
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Em nosso laboratério, o HCO foi diluido lentamente em agua filtrada a 37°C
utilizando agitador magnético. Apés a total dissolugdo, o HCO foi armazenado
em tubos Falcon com uma quantidade suficiente para o tratamento diario dos
ratos e congelado a -20°C. Apenas a quantidade suficiente para o tratamento do

dia era descongelada.

3.4. AVALIACAO PONDERAL

Os ratos dos quatro grupos de ambos modelos experimentais foram
pesados semanalmente com o objetivo de avaliar possiveis alteragcdes no ganho

de peso apos a exposi¢cdo ao cobre e/ou HCO.

Os parametros ponderais das camaras cardiacas foram obtidos ao final das
4 semanas de exposicao ao cobre e/ou HCO. Para obtencédo destes dados os
ventriculos direito e esquerdo foram dissecados, lavados em solugcdo salina
(NaCl 0.9 %), enxugados em papel toalha para retirada do excesso de liquidos
e pesados. Para evitar possiveis “falsos resultados” em detrimento do tamanho
dos ventriculos, o peso das camaras foi corrigido pelo comprimento da tibia de
cada animal correspondente conforme descrito por Fioresi (2011).

3.5. AVALIACAO INDIRETA DA PRESSAO ARTERIAL SISTOLICA
PELA TECNICA DE PLETISMOGRAFIA DE CAUDA

A pressao arterial sistélica (PAS) dos animais dos grupos experimentais foi
avaliada semanalmente, de maneira indireta, pelo método de pletismografia de
cauda (IITC Life Science non-invasible blood pressure, versao 1.35) conforme
descrito por Fioresi (2011). Este protocolo foi executado com a finalidade de
avaliar os efeitos do tratamento com o cobre e HCO sobre os valores pressoricos
dos animais acordados, ou seja, sem possiveis efeitos depressores dos
anestésicos. Antes do inicio das medidas pressoricas 0s animais passaram por
um periodo de trés dias de aclimatizacdo. Esta adaptacdo foi realizada
colocando os animais no aparelho e mimetizando-se a técnica de mensuracéo
da pressao arterial. Esta aclimatizacdo € necessaria para reduzir o estresse dos

animais durante seu confinamento no cilindro de acrilico para a aquisicdo dos
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dados e, consequentemente, amenizar possiveis interferéncias ambientais nos

valores pressoricos obtidos dos animais.

No dia do registro pressorico os animais foram colocados em um cilindro de
acrilico (holter). A cauda dos animais foi entdo conectada ao sensor de pressao
do manguito (cuff) estava conectado ao amplificador e este ao computador, para
obtencéo dos dados pressoéricos. Os cilindros com os ratos foram colocados no
interior do aquecedor a 37 °C, a fim de promover dilatacdo da artéria caudal
permitindo a afericho da PAS. Foram realizadas trés medidas testes para

verificar se todas as condi¢cdes estavam adequadas para iniciar o procedimento.

Como quesitos de avaliacdo para condicdo ideal devem ser observados:
posicdo, adaptacdo e relaxamento do animal; temperatura e posicédo do cuff e
auséncia de evacuacao durante o procedimento. Depois de confirmada a
adequacdao, cinco novas medidas foram realizadas e destas, as trés medidas
com menos interferéncias foram escolhidas para calcular a média aritmética da

PAS de cada animal.

3.6. AVALIACAO DA REATIVIDADE VASCULAR DE AORTA

ApoOs 4 semanas de exposicao as doses diaria recomendada, dose maxima
toleravel e o dobro da dose maxima toleravel, os ratos foram anestesiados com
ketamina (50 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) i.p. e eutanasiados. A aorta toracica
descendente foi cuidadosamente retirada e imersa em placa de Petri contendo
solucéo de Krebs-Henseleit. Os tecidos conectivo e adiposo foram removidos, e
a aorta foi dividida em seguimentos com aproximadamente 4 mm de

comprimento.
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Figura 03: Aorta toracica em placa de Petri banhada em solucdo nutridora de Krebs, sendo

dividida em segmentos com aproximadamente 4 mm. Fonte: ANGELI (2009).

Os anéis de aorta foram colocados em cubas contendo 5 mL de solugéo de
Krebs-Henseleit, composta por (em mM): NaCl 127; KCI 4,7; CaClz. H202 2,5;
MgSO0a4.7H20 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCOs 24; Glicose 11; EDTA 0,01, aerada
com mistura carbogénica composta por 5% de CO2 e 95% de O2, pH 7.4, e
mantida a 36,5 + 0,5°C. Dois fios de ago inoxidavel em formato de triangulos
foram passados através do lumen dos anéis, de forma que ficassem paralelos a
luz do vaso. Um fio foi fixado a parte inferior da cuba e o outro conectado
verticalmente a um transdutor de for¢ca isométrica (TSD125C, CA, USA). Apos a
montagem, os anéis adrticos foram submetidos a uma tensdo de repouso de
aproximadamente 1 g, reajustada, quando necessario, durante o periodo de 45
minutos de estabilizacdo. Em seguida, todos os segmentos aorticos foram
expostos duas vezes ao cloreto de potassio (KCIl, 75mM), primeiro para verificar
a integridade funcional do musculo liso vascular e o segundo para a verificar a
tensdo maxima desenvolvida. A integridade do endotélio foi avaliada, e em
seguida a resposta contratil a fenilefrina (Phe, 10 uM) e o relaxamento a
acetilconlina (ACh, 10 uM) e ao nitroprussiato de sodio (NPS, 10 yM) foram

avaliadas.

3.7. AVALIACAO DA CONTRAGCAO CARDIACA

Apés a anestesia, o coracdo foi rapidamente removido e colocado em
solugéo de Krebs-Henseleit contendo (em mM): 135 NacCl; 4,6 KCI; 1,25 CaClz;



48

1,15 MgSOs4; 1,2 KH2POgs; 5,5 glicose, aerada com solugcdo carbogénica
contendo 95% de O2 e 5% de COz, pH = 7,4. A parede do ventriculo direito foi
removida para expor o septo interventricular, que foi dividido ao meio para que
0s musculos papilares do ventriculo ficassem claramente expostos. O musculo
papilar posterior do ventriculo esquerdo foi cuidadosamente dissecado numa
plataforma de parafina e suas extremidades presas a anéis de ago inoxidavel,
sendo em seguida imerso em uma cuba contendo 20 mL de solugéo de Krebs-
Henseleit e mantidas a 29°C para evitar hipoxia (VASSALLO, 1988).

As preparacdes foram ligadas a um transdutor de forga isométrico (TSD125
- Biopac Systems, Inc. CA), sendo a forga registrada por sistema de aquisicéo
de dados (MP100 Byopac Systems, Inc; CA) para analise através de um
microcomputador. A estimulacdo por campo elétrico foi induzida por pulsos
isolados (10 a 15 V, duracgdo de 5 ms) que foram aplicados através de um par de
eletrodos de platina posicionados ao longo de toda a extensdo do musculo. A
taxa padrao de estimulacéo foi de 0,5 Hz (VASSALLO, 1988).

Em seguida, o musculo papilar foi estirado sucessivamente, até atingir a
forca de contragdo maxima, chamado de Lmax. O musculo foi mantido nesta
condicdo, realizando contracBes estaveis durante 60 minutos, este tempo é

necessario para que ele se estabilize diante das novas condi¢cdes experimentais.

0,5 Hz @ Liga/Des

5ms Volts O GG
LU S R

Canal

Figura 04: Sistema de avaliagdo contratil de musculos papilares de ventriculo esquerdo. 1:
transdutor de forca, 2: sistema de aeracdo com mistura carbogénica, 3: eletrodos, 4: banho, 5:
cuba, 6: estimulador. Adaptado de RIVAROLI (2011).
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A forca desenvolvida durante as contracdes foi medida em g/mg (forca
desenvolvida, em g, dividida pelo peso muscular, em mg). A correcao pelo peso
do papilar foi utilizada para normalizar os dados de diferentes preparagodes.

3.7.1.FORCA DE CONTRACAO ISOMETRICA E PARAMETROS
TEMPORAIS DE FORCA

ApOs o periodo de estabilizacdo foram mensuradas: a forca desenvolvida,
0s tempos de ativacao e relaxamento e as derivadas temporais de forca (dF/dt)
positiva e negativa das contracfes isométricas dos musculos papilares. Estes
parametros foram avaliados em todos os grupos experimentais. Os resultados
de forca isométrica foram expressos em gramas por miligramas de peso do
muasculo. Os tempos de ativacdo e relaxamento sdo 0s tempos gastos,

respectivamente, para atingir o pico da forca desenvolvida e para a forca

decrescer 90% de seu valor maximo desenvolvido (VASSALLO et al., 2008).
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Figura 05: Registro tipico de for¢a de contragdo de musculos papilares do VE de ratos Wistar
evidenciando os parametros temporais da contracdo. O pico da deflex&o positiva corresponde a
forca desenvolvida. Adaptado de FIORESI (2011).

As derivadas temporais de forca mostram a taxa de variacdo da forca de
contracdo em fungdo do tempo. Ela é dada pelo céalculo da primeira derivada
temporal dos valores de forca, sendo avaliadas as maximas derivadas positiva
(+dF/dt max) e negativa (—-dF/dt max) como paréametros de performance da

contracao (sistole) e do relaxamento (diastole), respectivamente.
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Figura 06: Registro tipico de dF/dt maximas positivas e negativas. Adaptado de AVILA (2016).

3.7.2.AVALIACAO DAS POTENCIACOES POS PAUSAS (PPP)

A manobra das potenciacdes pos pausas (PPPs) foi realizada para
avaliar, de forma indireta, a atividade do reticulo sarcoplasmatico (RS). Foram
realizadas pausas crescentes (15, 30 e 60 segundos) na estimulacdo elétrica
dos musculos papilares para avaliar a amplitude da contracdo apds a pausa,
considerada como indicador da funcdo do RS (BOCALINI et al., 2012; MILL et
al., 1992). ApdGs o retorno das contracdes, a estimulacdo elétrica foi mantida
durante 60 segundos para que as contracdes se estabilizassem, e entdo a pausa
seguinte era realizada. A correcdo da forca de contracdo apds a pausa foi
normalizada pelo valor relativo da contracdo anterior a pausa, aguardando o

retorno das contracdes para condi¢fes basais.
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Figura 07: Registro tipico de PPP de musculos papilares de VE de ratos Wistar obtidas com a
reestimulacao elétrica apds pausas de 15, 30 e 60 segundos no estimulo elétrico aplicado no

musculo. Adaptado de FIORESI (2011).

3.7.3.AVALIACAO DA RESPOSTA INOTROPICA AO CALCIO
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Para avaliar a resposta inotrépica ao célcio a solucao nutridora foi trocada
por uma solugéo contendo a metade da concentracdo normal de Ca?* (0,62 mM).
ApOs um periodo de estabilizacdo de aproximadamente 20 minutos, foram
acrescidas doses de uma solucéo com elevada concentracéo de cloreto de calcio
(500 mM), para avaliagdo da resposta inotrépica do musculo ao Ca?*. Esta curva
foi avaliada pela amplitude méaxima da contragéo estabilizada, ap6s o acréscimo
na concentracdo extracelular de cloreto de calcio (0,62, 1,25 e 2,5 mM) na
perfusdo dos musculos papilares isolados dos ratos de todos 0s grupos
experimentais. A variacdo de forca foi corrigida pelo peso dos musculos e

expressa em g/mg.
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Figura 08: Registro tipico da resposta do aumento de for¢a contrétil frente a mudancas na
concentracao de calcio extracelular obtida em preparagéo de musculos papilares de VE de ratos.
Adaptado de FIORESI (2011).

3.7.4.AVALIACAO DA RESPOSTA INOTROPICA A ESTIMULACAO
BETA-ADRENERGICA

Para avaliar os efeitos dos tratamentos com cobre e HCO na resposta (3-
adrenérgica de musculos papilares foi utilizado o Isoproterenol (104 M). Para a
realizacdo desta intervencédo foi utilizada uma solucdo de Krebs-Henseleit
contendo metade da concentracéo fisiologica de célcio (0,62 mM), pois se sabe
que as preparacdes de musculo isolados de ratos apresentam melhor resposta
inotropica positiva quando estdo em baixa concentracdo de calcio (VASSALLO
et al., 1994).



52

150 104 M

=

§.000000

4.000000

2.000000

gramas

Farca

0.000000

Figura 09: Registro tipico da resposta B-adrenérgica em preparacao de muasculos papilares de

VE de ratos apés a administracdo de uma dose de Isoproterenol. Fonte: FILETTI (2018).

3.7.5.MEDIDA INDIRETA DO INFLUXO DE CALCIO
TRANSSARCOLEMAL “POST REST CONTRACTION-PRC”

As contracdes obtidas apdés pausa de 10 minutos no estimulo elétrico
(PRC) foram realizadas para avaliar de forma indireta o efeito da exposicédo ao
cobre e HCO no influxo de calcio transsarcolemal para contracdo miocardica.
Para isso, foi utilizada a solugao “Krebs” previamente descrita, porém livre de
calcio (célcio Free) e acrescida de 10 mM de cafeina. Este procedimento permite
eliminar o célcio intracelular e do RS, uma vez que a cafeina nessa concentracao
depleta os estoques intracelulares de calcio por se ligar aos receptores de
rianodina do RS (BASSANI; BASSANI; BERS, 1994; LEITE; VASSALLO; MILL,
1995), ao mesmo tempo que, a auséncia de célcio facilita a extrusdo de calcio
pelo sarcolema (VASSALLO et al., 2008). Os musculos foram lavados, por duas
vezes, com a solucdo Ca?* free até as contracdes serem abolidas e, em seguida,
o estimulo elétrico foi cessado por 10 minutos. Dois minutos antes de a
estimulacdo ser reiniciada, as preparagbes eram reperfundidas com solucdo
Krebs-Henseleit normal (1,25 mM de calcio). Desta forma, pode-se inferir que a
primeira contracdo apos a pausa de 10 minutos € dependente do influxo de calcio
proveniente do meio extracelular, visto que os estoques intracelulares foram
depletados. Esta contracdo apos o repouso de estimulos foi expressa como a
porcentagem em relacdo a amplitude da contracdo em Lmax (antes do repouso

de estimulos).
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Figura 10: Registro tipico de uma “post-rest contraction” em preparacdo de musculos papilares
de VE de ratos. Adaptado de SILVA (2014).

3.7.6.AVALIACAO DAS CONTRACOES TETANICAS

As contracgfes tetanicas foram utilizadas para avaliar a resposta contratil
do miocérdio intacto com o reticulo sarcoplasmatico ndo-funcional (LEITE et al.,
1995). Para isso utilizamos uma solucéo de Krebs-Henseleit acrescida de 10 mM
de cafeina. A cafeina, como ja mencionado, promove a deplecdo do contetdo
de célcio do reticulo sarcoplasmético e as contracbes passam ser dependentes
do influxo de calcio através do sarcolema e também da responsividade das
proteinas contrateis (BASSANI et al., 1994; BERS, 2002; LEITE et al., 1995).

Os musculos papilares foram perfundidos por 30 minutos com solugéo de
Krebs acrescida de 10 mM de cafeina, e entdo submetidos a uma frequéncia de
estimulacao de 10 Hz e duracdo de 15 segundos (LEITE et al., 1995). As forcas
desenvolvidas durante o pico e o platd das contracdes foram corrigidas pelo peso

dos musculos papilares.
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Figura 11: Registro tipico das contracdes tetanicas destacando o pico e o platd da forca tetanica
em musculos papilares de VE de ratos. Adaptado de FIORESI (2008).
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3.8. AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO

3.8.1.AVALIACAO “IN SITU” DE 02" PELA TECNICA DE
FLUORESCENCIA DE DIHIDROETIDEO

A fim de avaliar a participacéo do anion superoxido nos efeitos deletérios
induzidos pela exposicdo aumentada ao cobre e os possiveis efeitos anti-
estresse oxidativo do HCO, foi utilizada a técnica de fluorescéncia produzida pela
oxidacao do dihidroetideo (DHE) conforme descrito por Marques et al., (2015) e
Martinez et al., (2019a). O DHE é um derivado do etidio, ele permeia livremente

as células e se liga ao DNA, e emite uma coloracdo vermelha ao ser excitado.

Os musculos papilares de VE dos animais dos respectivos grupos
estudados, foram dissecados e mantidos por 1 h em solucédo de Krebs-Hepes
(em mM: 130 NacCl; 5,6 KCI; 2 CaClz; 0,24 MgCl2; 8,3 HEPES; e, pH 7,4)
contendo sacarose a 30%. Em seguida, os musculos papilares foram
armazenados em Tissue-Tek O.C.T. e congelados em -80°C até o dia do

experimento.

As amostras foram cortadas em criostato em seccdes de 10 um de
espessura e colocados em lamina de vidro gelatinizado, e secas em estufa a 37
‘C. Apds a secagem, as secgdes foram incubadas em condigdes idénticas
durante 30 min a 37 °C em tampé&o PBS. Em seguida, o PBS foi escorrido e o
excesso foi seco. Posteriormente, foi feita a incubacédo com DHE 2 uM e DAPI
(4',6-Diamidino-2-phenylindole dihdrochloride - DAPI, 1:10.000) por 30 minutos
na estufa, em camara protegida da luz, a 37°C (MARQUES et al.,, 2015;
MARTINEZ et al., 2019). Para confirmar a especificidade da técnica, foi feito o
controle negativo utilizando o Tempol (4-hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-
N-oxyl) 100 uM, um mimético da SOD.

As imagens de luminescéncia foram coletadas em um microscopio de
fluorescéncia invertido (Leica DM 2500, objetica 40x, Nikon Instruments Inc.,
Melville, NY, EUA) com uma camera fotografica (Leica DFC 310 FX, Nikon
Instruments Inc., Melville, NY, EUA) e com filtro de 568 nm (DHE) e 420 nm

(DAPI). As mesmas configuraces de imagem foram usadas em todos o0s grupos
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experimentais. A quantificacdo das imagens foi realizada pelo software ImageJ
(National Institutes of Health, EUA).

3.8.2.AVALIACAO “IN SITU” DE OHe PELA TECNICA DE
FLUORESCENCIA COM HIDROXIFENIL FLUORESCEINA

Para avaliar a participacdo do radical hidroxila nos efeitos deletérios
provocados pela exposicdo aumentada ao cobre e os possiveis efeitos anti-
estresse oxidativo do HCO, foi feita a fluorescéncia de hidroxifenil fluoresceina
(HPF). O HPF reage com o OH" e é convertida em fluoresceina, emitindo uma

fluorescéncia verde, quando estimulada.

As laminas contendo as amostras foram preparadas do modo como
descrito no item anterior. As laminas contendo os cortes foram incubadas com
PBS e mantidos em estufa a 37°C por 30 minutos, em camara Uumida. Em
seguida a solucao foi escorrida e 0 excesso foi seco. Entao foi feita a incubacéo
com HPF 10 uM e DAPI por 30 minutos em estufa & 37°C, em camara protegida
da luz, conforme descrito por Setsukinai et al., (2003) e Martinez et al., (2019).
Para confirmar a especificidade da técnica, foi realizado o controle negativo
utilizando o varredor de OH’, DMSO (dimethylsulfoxide) 100 mM conforme
descrito por Esparza et al., (2015) e Franco et al., (2007).

As imagens de luminescéncia foram coletadas em um microscopio de
fluorescéncia invertido (Leica DM 2500, objetica 40x, Nikon Instruments Inc.,
Melville, NY, EUA) com uma camera fotografica (Leica DFC 310 FX, Nikon
Instruments Inc., Melville, NY, EUA) e com filtro de 515 nm (HPF) e 420 nm
(DAPI). A quantificagao das imagens foi realizada pelo software ImageJ (National
Institutes of Health, EUA).

3.9. ANALISE DA ATIVIDADE DA ATPASE MIOSINICA

Para avaliar os efeitos de 4 semanas de exposi¢ao ao cobre (10 mg) e ao
HCO na atividade da ATPase miosinica foi feito um ensaio enzimatico, conforme

descrito por Bremel e Weber (1975).
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A miosina foi obtida a partir de homogeneizado de ventriculos esquerdos.
A extracéo foi realizada em solugéao tampéao (0,3 M KCI em tampéo fosfato 0,2M
[KH2PO4], pH 6,5). Ap6s a homogeneizacao, foram adicionados 14 mL de agua,
gota a gota, para cada grama de tecido de VE. Os residuos foram separados por
filtrac&o utilizando gaze. O filtrado foi diluido em 18 mL de 4gua para cada grama
tecido de ventriculo e centrifugado a 10 000 rpm por 40 minutos. O sobrenadante
foi descartado, e o precipitado foi diluido em 0,6 M de KCI em tamp&o, para que
assim houvesse a extracdo da miosina por acao de forca i6nica (1 mL de agua
era adicionado para cada grama de tecido para produzir uma nova precipitacao).
As etapas de diluicdo e centrifugacdo se repetiram outras duas vezes, e o Ultimo
precipitado obtido foi dissolvido em 0,6 M de KCL e 5 mM de Hepes, pH 7.

Depois, a atividade da ATPase miosinica foi determinada pela liberacéo de
fosfato inorganico (Pi) partir do ATP (1 mM) na presenca de 0,6 M de KCI, 50
mM de Hepes, 5 mM CaClz, e pH 7. A reacao foi iniciada com a adi¢cdo da
amostra ao meio de reacao por 8 min. A avaliacdo da atividade da ATPase
miosinica foi realizada em triplicata, o controle negativo foi realizado em
duplicata. A atividade especifica foi expressa como nmol P; liberado por minuto
por mg de proteina. A proteina foi determinada pelo método Coomassie Blue de

acordo com Bradford (1976), usando-se albumina como padréo.

3.10. ANALISE DAS ATIVIDADES DA SOD E DA CATALASE

A atividade da SOD, foi medida por um método que se baseia na inibicéo
da auto-oxidacao da adrenalina pela SOD, de acordo com Bannister e Calabrese
(1987). A adrenalina, quando adicionada ao meio basico, reage com o anion
superéxido e forma o adrenocromo, que exibe absorcdo maxima a 480 nm.
Assim, quanto menor a absorbancia do adrenocromo, maior a capacidade da
SOD de desmutar o anion superéoxido e inibir a reacdo de auto-oxidacéao,
refletindo sua atividade por um método indireto. Para este fim, 185 uL de tampéao
de glicina e 15 yL de amostra foi adicionado a placa de Elisa e o espectro foi
zerado. Depois, 5 pL de adrenalina foram pipetados em cada poco,
imediatamente lidos a 480 nm por 20 minutos, a cada 1 minuto em Leitor de
Microplacas Synergy H1 (Biotek).
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Ja a atividade da catalase foi medida pelo através de uma curva de
decaimento da absorbancia apds a adicdo de H202, a partir da enzima catalase,
conforme descrito por Aebi (1984). Neste protocolo, 50 uL de amostra e 5 uL de
triton a 10% foram pipetados em microtubos, agitados em vortex e conservados
em gelo por 15 minutos para que houvesse a liberacdo da catalase. Em seguida,
240 pL de tampao fosfato pH 7,0 (10 mM) foram entdo adicionados a cada poco
da placa de Elisa e o espectro foi zerado. Em duplicata, 10 yL de amostra e 240
ML de meio foram pipetados com H202, a 37° C, e aguardado um minuto para
leitura a 240 nm por 10 minutos, com leitura a cada 1 minuto em Leitor de

Microplacas Synergy H1 (Biotek).

3.11. ANALISE DA EXPRESSAO PROTEICA POR WESTERN
BLOTTING

A técnica de Western Blotting foi utilizada para determinar a influéncia da
exposicado ao cobre e ao HCO sobre a expresséo das seguintes proteinas: Ca?*-
ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA-2a), trocador sddio/calcio (NCX),
fosfolamban (PLB), isoforma cardiaca da NADPH oxidase (NOX2), Catalase e
das isoformas da superdxido dismutase (SOD-Mn e SOD-Cu/Zn).

Para isto, amostras de VE de ratos dos grupos Ct, Cu (0,14 mg), Ct-HCO e
Cu-HCO foram congeladas e mantidas a -80°C para posterior homogeneizacéao.
A extracdo de proteinas foi realizada em temperatura de 4°C, com tampéo de
lise contendo: Tris - HCI (10 mM, pH 7,4); NavO3 (1 mM); SDS, 1%; DTT (0,5
mM); EDTA (5 mM, pH 8); PMSF (1 mM); NaF (10 mM); Inibidor de protease.

ApOs homogeneizadas as amostras foram centrifugadas a 4°C com
12.000rpm, durante 20 minutos. O sobrenadante foi recolhido para utilizac&o e o
precipitado descartado. Em seguida, foi realizada a quantificacdo das proteinas
totais pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Utilizando-se espectrofotometro
com absorbancia de 595nm (Cary Varian. San Diego, CA, USA) comparou-se a
concentracéo proteica das amostras com uma curva padréo de albumina sérica
bovina (BSA), em concentragbes conhecidas. A leitura da curva e de todas as
amostras foram feitas em duplicata. Em seguida, o volume de amostra

necessario para uma carga de 80ug de proteina foi calculado, sendo este volume
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de amostra misturada, em partes iguais, com tampao de homogeneizacéo. Foi
adicionado as aliquotas solu¢do de Laemmli 4X (0,5mM de uréia, 0,17mM de
SDS, 39uM de ditiodiol, 0,01M de Tris e azul de bromofenol 0,5%).

As amostras foram aplicadas em géis SDS-PAGE 7,5% ou 12,5% (Tris HCI
1,5M pH: 8.8, acrilamida 30%, glicerol 100%, SDS 10%, persulfato de amonico
(APS) 10% e Temed), juntamente com um marcador de peso molecular de amplo
espectro (10 a 250 kDa), previamente imersos em um tamp&o para eletroforese
(25mM de Trizma base, 190mM de glicina e 0,1% de SDS), sendo submetidos a
eletroforese aplicando corrente constante de 80V (PowerPacTM HC, BioRad,
Singapura) durante aproximadamente 3 horas, para separagéo das proteinas de

acordo com seu peso molecular.

Ao final da eletroforese, as proteinas foram transferidas do gel para uma
membrana de nitrocelulose (Amersham, GE Healthcare, Buckinghamshire,
Reino Unido), previamente ativada com agua por 20 segundos. Um sistema de
transferéncia liquida foi utilizado no qual um “sanduiche” (papel Whatman, gel e
membrana) era montado em suporte Holder Cassete e acoplado a uma cuba
(TransBlot SD Cell BioRad, USA) contendo solucdo tampédo de transferéncia
(Trizma base 25mM, glicina 190mM, SDS 0,1% e Metanol 20%) a 8°C com uma
corrente de 0,25A durante 20 horas.

ApGs a transferéncia, as membranas foram coradas com a solucdo corante
Ponceau S 1% por 20 minutos para quantificacdo da proteina total e logo apés
foram descoradas com solucdo TBS-T. Posteriormente as membranas
permaneceram por 2 horas em solugcédo de bloqueio sob agitacdo continua em
temperatura ambiente (5% de leite desnatado em p0, dissolvida em solucao de
lavagem das membranas (TBST): 10 mM de TrisHCl a pH = 7,5; 100mM de NacCl,
e 0,1% Tween-20) para evitar unides inespecificas do anticorpo. Em seguida, as
membranas foram incubadas overnight (20 h) a 8°C com os anticorpos primarios

especificos para:

e SERCA-2: anticorpo policlonal de cabra anti-SERCA2 ATPase, diluicdo
de 1:5000; Thermo Fisher Scientific, Rockford, EUA.
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¢ NCX: anticorpo monoclonal de camundongo anti-NCX, diluigéo de 1:1000;
Thermo Fisher Scientific, Rockford, EUA.

e PLB: anticorpo monoclonal de camundongo anti-fosfolamban, diluicao de
1:100; Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, EUA.

e NOX2: anticorpo policlonal de coelho anti-CYBB, diluicdo de 1:500;
Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA.

e Catalase: anticorpo monoclonal de camundongo anti-catalase, diluicdo de
1:500; Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA.

e Cu/Zn-SOD: (isoforma citosdlica); anticorpo monoclonal de camundongo
anti-SOD-1, diluicdo de 1:100; Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA.

e Mn-SOD: (isoforma mitocondrial) anticorpo monoclonal de camundongo
anti-SOD-2, diluicdo de 1:100; Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA.

ApoOs incubacao overnight, as membranas foram lavadas, sob agitacao,
com solucao TBS-T durante 30 minutos (por 6 vezes) para remocao do excesso
do anticorpo primario, sendo trocada a solucdo de TBS-T a cada 5 minutos.
Posteriormente, as membranas foram incubadas por 1 hora, a temperatura
ambiente e agitacdo continua, com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase, igG anti-mouse ou IgG anti-rabbit, dependendo do anticorpo primario
utilizado na proporcéo de 1:5000 em solucéo a 5% de leite desnatado em TBS-
T (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA). ApoOs a incubagdo com o anticorpo
secundario, as membranas foram lavadas por 30 min com solucdo de TBS-T,
para remoc¢ao do excesso de anticorpo secundario. Os imunocomplexos foram
detectados utilizando um sistema de quimioluminescéncia por meio da
exposicao da membrana por 5 minutos a um sistema de deteccao (ECL Prime,
Amersham). As bandas foram observadas com o equipamento ChemiDoc (Bio-
Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA) e quantificadas usando o software
ImageJ. Os resultados foram expressos pela razao entre os sinais no imunoblot

correspondentes a proteina estudada e o Ponceau S.

3.12. FARMACOS E REAGENTES

e 4" 6-diamidino-2-phenylindole - DAPI (Sigma)

e Acido aminoacético - Glicina (Sigma)



Acido cloridrico — HCI (Merck)

Acido etilenodiaminotetraacético - EDTA (Merck)
Acido tricloroacético (Merck)

Albumina, Soro Bovina (Sigma)

Alcool polivinilico (Merck)

Bicarbonato de sédio - NaHCO3 (Merck)
Cafeina (B. HERZOG)

Catalase (Sigma)

Cloreto de célcio dihidratado - CaClz. 2H20 (Merck)
Cloreto de Cobre - CuCl2 (Sigma)

Cloreto de magnésio Hexahidratado - MgClz. 6H20 (Merck)
Cloreto de potassio - KCI (Merck)

Cloreto de sodio - NaCl (Vetec)

Dihidroetideo — DHE (Sigma)

Dimetil Sulféxido — DMSO (Sigma)
Dodecilsulfato de sédio - SDS (Sigma)
Epinefrina (Sigma)

Fosfato monopotassico - KH2PO4 (Merck)
Glicose (Vetec)

HEPES (Sigma)

Hidréxido de Sodio (Merck)

Hidroxifenil fluoresceina — HPF (Sigma)
Ketamina (Halmen)

Leite desnatado (Nestle)

L-isoproterenol (Sigma)

Metanol (Sigma)

Mobilidato de aménio (Nuclear)

N,N,N’,N’ - Tetrametil-etilenodiamina - Temed (Sigma)
N,N’- Metilenbisacrilamida - Acrilamida (Sigma)
Pepsina (Sigma)

Peréxido de hidrogénio (Sigma)

Persulfato de amoénio - APS (Sigma)

60
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e Polioxietileno sorbitam monolaurato - Tween 20 (Sigma)

¢ Reagente para deteccéo de Western Blot - ECL Prime (Amersham)
e Sulfato de magnésio heptahidratado (Merk)

e Tempol (Sigma)

e Tris HCI (Sigma)

e Xilazina (J.A. Animal Health)

3.13. ANALISE ESTATISTICA

Os dados estdo expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Foi
utilizado ANOVA uma-via seguida pelo poOs-teste Fisher para a comparacdo
entre grupos. Foi utilizada ANOVA 2 vias seguida por pés teste de Bonferroni
para a andlise de mudltiplas comparacdes. Os valores de P < 0,05 foram
considerados significantes. A analise dos dados e a plotagem das figuras foram

realizadas utilizando o GraphPad Prism 8.0 System (San Diego, CA, USA).

4. RESULTADOS

4.1. EFEITOS CARDIOVASCULARES DA EXPOSICAO AO COBRE

Os animais dos grupos Ct e Cu 13 pg, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia iniciaram
e terminaram o periodo de exposicdo com pesos semelhantes demonstrando
que a exposicdo as doses de cobre avaliadas nédo alterou o ganho peso corporal
(Figura 12).
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Figura 12: Ganho de peso ponderal a apos 4 semanas de exposicdo a 13 ug, 0,14 mg e 0,28
mg/Kg/dia de cobre. Os nimeros entre parénteses representam o numero de amostras. Os

valores representam a Média £+ EPM. ANOVA duas vias.

Para avaliar os possiveis efeitos vasculares de 4 semanas de exposi¢ao
as doses de 13 ug, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia de cobre foram realizados os testes
da integridade do endotélio, do relaxamento a Ach e ao NPS o quais nédo
apresentaram diferencas significativas (dados ndo mostrados). Foi realizada
também uma curva concentracdo-resposta a Phe. Os resultados obtidos
mostram que a contracdo dos anéis de aorta foram similares nos diferentes
grupos experimentais (Figura 13).

150+ Ct (6)

Cu 13 pug (6)
Cu 0,14 mg (6)
Cu 0,28 mg (6)

ol

.

100+

50+

Contracéo (%KCI)

Fenilefrina Log[M]

Figura 13: A reatividade vascular induzida pela fenilefrina nos anéis de aorta ndo foi alterada

apos 4 semanas de exposicdo as doses 13 ug, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia de cobre. Os nimeros
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entre parénteses representam o niumero de amostras avaliadas. Os valores representam Média

+ SEM. ANOVA de duas vias foi usada.

Avaliamos também efeitos sobre o coracdo. Ao final do periodo de
exposi¢do, o VD, o VE e musculos papilares do VE foram dissecados e sua
massa foi medida e corrigida pelo comprimento da tibia. Nao houve diferenca

estatistica na analise dos pesos do VD, VE e musculos papilares como mostra a

figura 14.
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Figura 14: Avaliacdo ponderal apés 4 semanas de exposicao a 13 ug, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia
de cobre. Peso do ventriculo direito corrigido pelo comprimento da tibia (A). Peso do ventriculo
esquerdo corrigido pelo comprimento da tibia (B). Peso dos musculos papilares (C). Os nimeros

entre parénteses representam o nimero de amostras. Os valores representam a Média = EPM.

ANOVA uma via.
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Para avaliar se a exposicao as doses de 13 pg, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia
de cobre prejudica a atividade contratil e o acoplamento excitagdo-contracao
cardiacos, os parametros contrateis de musculos papilares foram avaliados.
Como visto na figura 15, nossos resultados demonstram que a exposi¢cao ao
cobre reduziu a for¢a de contracdo dos musculos papilares dos grupos Cu 0,14

mg e 0,28 mg/Kg/dia.

1.0+

=)

£ T

=

18 * *

g T

= 0.5+

o

o

)

°

©

On

o (6) 6 6

8 ool (6) (6)
| | | 1
X
C '\:3’\)9 '&D‘“\Q’ ,L%((\Q»

C\) Q\)0 } Q\)0

Figura 15: Efeitos de 4 semanas de exposi¢do a 13 ug, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia de cobre no
desenvolvimento de forga de musculos papilares de VE de ratos. Os nimeros entre parénteses
representam o nimero amostras. *P < 0,05 vs Ct. Os dados sdo expressos como a Média + EPM.

ANOVA uma via seguida por pés teste Fisher.

Os tempos de ativagédo da contracdo (TA) e de 90% de relaxamento (TR
90%) nos permitem avaliar a cinética dos mecanismos que mobilizam e que
removem o célcio do sarcoplasma durante 0s processos que envolvem o
acoplamento excitacao-contra¢do nos musculos papilares de VE. A figura 16 nos
mostra que o TA permaneceu inalterado apds 4 semanas de exposicdo ao cobre,
enquanto o TR 90% aumentou no grupo Cu 0,28 mg/Kg/dia (Figura 16A e B). As
derivadas temporais de forca maximas (dF/dt) positiva e negativa também foram
mensuradas. Igualmente, as dF/dt positiva e negativa foram deprimidas pela
exposicao as doses de 13 pg, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia de cobre (Figura 16C e
D). Este resultado mostra que embora a forca de contragéo diminua apenas nas

doses de 0,14 e 0,28 mg/Kg/dia, a dF/dt também diminui com a exposi¢édo a 13
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pg/Kg/dia. Isso sugere que o efeito nocivo produzido pelo cobre ja é visivel neste

grupo.
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Figura 16: Parametros temporais e derivadas de musculos papilares de VE de ratos apés 4
semanas de exposicdo a 13 pg, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia de cobre. Tempo de ativagéo (A),
tempo de relaxamento (B), derivada temporal de forca maxima positiva (C), e, derivada temporal
de for¢ga maxima negativa (D). Os nimeros entre parénteses representam o nUmero amostras.
*P < 0,05 vs Ct. Os dados séo expressos como a Média + EPM. ANOVA uma via seguida pelo

pos-teste Fisher.

Como forma de avaliar os mecanismos envolvidos no prejuizo contratil
induzido pela exposicéo ao cobre, o primeiro protocolo experimental realizado foi
a avaliacéo indireta da atividade do reticulo sarcoplasmatico (RS). As doses de

13 pg, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia néo alteraram o funcionamento do RS, uma vez
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gue a potenciacdo apos a pausa se manteve semelhante nos diferentes grupos

experimentais (Figura 17).
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Figura 17: Avaliagdo das potenciacdes relativas pos-pausas de 15, 30 e 60 segundos em
musculos papilares de VE de ratos expostos ao cobre. Os ndmeros entre parénteses
representam o niumero amostras. Os dados sdo expressos como a Média + EPM. ANOVA duas

vias.

Em seguida, avaliamos os efeitos da exposi¢cao ao cobre na sensibilidade
ao calcio extracelular, no influxo de célcio transsarcolemal e na resposta ao
agonista B-adrenérgico. A avaliacdo da sensibilidade ao calcio extracelular
mostrou a reducao da resposta inotropica em 1,25 mM de célcio nos grupos Cu
0,14 e 0,28 mg/Kg/dia, e em 2,5 mM de calcio nos trés grupos que receberam
cobre, conforme mostra a figura 18A. Esta resposta € sugestiva de que o0s
midcitos cardiacos dos animais expostos ao cobre s80 menos permeaveis ao
calcio ou que as proteinas contrateis possam ter sido afetadas pela exposicéo
ao metal. De fato, o influxo de célcio transsarcolemal foi avaliado de forma
indireta através do protocolo da post-rest contraction. A resposta obtida nos
grupos Cu 0,14 e 0,28 mg/Kg/dia foram reduzidas (Figura 18B). Por fim, a
resposta inotropica ao agonista de receptor B-adrenérgico Isoproterenol se

mostrou reduzida nos grupos Cu 13 ug, 0,14 e 0,28 mg/Kg/dia (Figura 18C).
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Figura 18: Avaliagcdo da resposta inotropica ao célcio extracelular (A), da post-rest contraction —
PRC (B), e da resposta inotrépica ao agonista 3- adrenérgico (C) em musculos papilares de VE
de ratos expostos ao cobre por 4 semanas. Os nUmeros entre parénteses representam o nimero
de amostras. *p < 0,05 vs Ct, #p < 0,05 vs Cu para a mesma concentracao de célcio. Os dados

sdo expressos como a Média £ EPM. ANOVA duas vias seguida de pés-teste de Bonferroni (A).

ANOVA uma via seguido pelo pos-teste Fisher (B e C).

As contragOes tetanicas foram realizadas para avaliar o influxo de calcio
transarcolemal e a atividade das proteinas contrateis (LEITE et al., 1995). A
figura 19 mostra a reducdo no pico e platd de forca tetanica para as trés
diferentes doses de cobre avaliadas. Este achado corrobora com as respostas

obtidas na curva de célcio, na PRC e na resposta B-adrenérgica, confirmando



68

que os musculos papilares apresentam reducdo da atividade contratil em

resposta ao aumento da exposi¢céo ao cobre.
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Figura 19: Avaliacdo das contracdes tetdnicas em musculos papilares de VE de ratos apos 4
semanas de exposi¢do a 13 ug, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia de cobre. Pico de forca tetanica (A),
platd de forga tetanica (B). *P< 0,05 vs Ct. Os dados s@o expressos como a Média + EPM. Os
nameros correspondem ao nimero de amostras. ANOVA uma via seguida pelo pos-teste de

Fisher.

Nossos resultados mostram que a exposicdo as doses diaria
recomendada, a dose maxima toleravel e o dobro da dose maxima toleravel
cobre prejudicam contracdo cardiaca sem alterar a reatividade vascular. A
literatura mostra que estes efeitos séo, ao menos em partes, devidos ao aumento
do estresse oxidativo (SHOKRZADEH, 2009; GHAEMIAN, 2011; ALEXANIAN,
2014). Identificamos que os efeitos nocivos do cobre se tornam mais graves a
partir da exposicao a dose equivalente a 10 mg em humanos (ou 0,14 mg/Kg/dia)
apesar deste valor ser descrito como seguro pelas agéncias reguladoras
internacionais (IOM 2001; WHO, 2004). Estes resultados corroboram dois
estudos experimentais em que avaliaram os efeitos da suplementacao cronica
com 10 mg de cobre em humanos, os quais mostraram alteracdo da enzima pro-
inflamatoria hepatica transaminase glutamico piravica (TGP), da glutationa nas
células mononucleares periféricas, sugerindo o aumento do estresse oxidativo,
além do aumento da expressdo de CTR-1 em mondcitos (ARAYA et al., 2005;
ARAYA et al., 2006). Por isso, determinamos a dose de 0,14 mg/Kg/dia para

avaliar se o tratamento com o peptideo hidrolisado da clara de ovo (HCO), que
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possui propriedades antioxidantes, poderia reduzir e/ou prevenir os efeitos

toxicos do cobre na contracdo de musculos papilares de VE.

4.2. EFEITOS DO HCO NO MODELO DE INTOXICACAO POR COBRE

A presséao arterial sistélica foi avaliada semanalmente antes do inicio e
durante o periodo de exposicédo dos animais. Nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos Ct, Cu 0,14 mg, Ct-HCO e Cu-HCO (Quadro 03).

Tabela 04: Avaliagcdo da exposicado ao cobre e do consumo de HCO na

PAS.
PAS (mmHg)
Grupos Semana O Semanal Semana 2 Semana 3 Semana 4
Ct 125,6 + 3,8 124,6 £ 2,3 1244 + 2,3 1253+ 2,6 125,77+ 3
Cu 0,14 mg 126,1+ 2,8 1243+ 2,2 1247+ 2,4 1255+ 2,8 127,77+ 2,2
Ct-HCO 126,5+2,4 123,3+1,9 123,6 £ 2 123,5+3 125+ 2,7
Cu-HCO 127,1+£1,2 1245+ 2,2 1246 £ 2 126,2+4 1247+ 2,1

Tabela 04: Valores da presséo arterial sistélica (PAS) antes e durante o periodo de exposi¢ao
ao cobre (0,14mg/Kg/dia) e/ou peptideos hidrolisados da clara do ovo (HCO). Os valores
representam a Média + EPM. ANOVA duas vias.

O ganho de peso dos animais nao foi alterado pela exposi¢cdo ao cobre
e/ou HCO. Da mesma forma, as massas do VD, do VE e do musculo papilar
permaneceram semelhantes entre 0s grupos experimentais, mostrando que a
exposicdo ao cobre e/ou HCO nas doses descritas por 4 semanas nao

promovem hipertrofia cardiaca.
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Figura 20: Avaliacdo ponderal apos 4 semanas de exposicdo ao cobre (0,14 mg/Kg/dia) e/ou
peptideos hidrolisados da clara do ovo (HCO). Ganho de peso dos animais dos diferentes grupos
por 4 semanas (A), peso do ventriculo direito corrigido pelo comprimento da tibia (B), peso do
ventriculo esquerdo corrigido pelo comprimento da tibia (C), e peso dos musculos papilares (D).
Os numeros entre parénteses representam o nimero de amostras. Os valores representam a

Média + EPM. ANOVA uma via e duas vias foram utilizadas.

A figura 21 mostra os efeitos do tratamento com cobre e/ou HCO na forga
de contracdo de musculos papilares de VE. O grupo Cu 0,14 mg teve a forca de
contracao reduzida em comparacédo do grupo Ct, entretanto a forca se manteve

estavel nos grupos Ct-HCO e Cu-HCO.
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Figura 21: Efeitos de 4 semanas de exposicdo ao cobre (0,14 mg/Kg/dia) e/ou peptideos
hidrolisados da clara do ovo (HCO) no desenvolvimento de forca de muasculos papilares de VE
de ratos. Os numeros entre parénteses representam o numero de amostras. Os valores
representam a Média £ EPM. *P < 0,05 vs Ct, #P < 0,05 vs Cu. ANOVA 1 via seguida por pés
teste de Fisher.

Os parametros basais da contracdo de musculos papilares de VE apés a
exposicao ao cobre e/ou HCO foram mensurados. Os tempos de ativacéo da
contracdo e de relaxamento ndo alteraram nos grupos experimentais. As dF/dt
maximas positiva e negativa foram reduzidas no grupo Cu 0,14 mg, porém este
efeito foi abolido no grupo Cu-HCO, o qual se manteve similar ao grupo Ct, como
visto na figura 22.
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Figura 22: Parametros temporais e derivadas de musculos papilares de VE de ratos apo6s 4
semanas de exposigdo ao cobre (0,14 mg/Kg/dia) e/ou peptideos hidrolisados da clara do ovo
(HCO). Tempo de ativacao (A), Tempo de relaxamento (B), Derivada temporal de forca maxima
positiva (C), Derivada temporal de forca maxima negativa (D). Os nimeros entre parénteses
representam o nimero amostras. *P < 0,05 vs Ct, *P < 0,05 vs Cu. Os dados sao expressos

como a Média + EPM. ANOVA uma via seguida pelo pos-teste de Fisher.

Em seguida, foram feitas avaliagcbes dos mecanismos reguladores da
contracdo. O primeiro mecanismo a ser avaliado de forma indireta foi a atividade
do RS. A figura 23A mostra que o grupo Cu-HCO melhora das potenciacdes

relativas em comparagao ao grupo Cu 0,14 mg. Este resultado se reflete na
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expressdo da SERCA-2a, responsavel por transportar o calcio para o RS, do
PLB, responséavel por regular a atividade da SERCA-2a, e do NCX, responsavel
por transportar o célcio para o meio extracelular. A expressédo da SERCA-2a ndo
foi alterada nos grupos Cu 0,14 mg e Ct-HCO em relacédo ao grupo Ct, todavia
no grupo Cu-HCO houve aumento da expressdo desta proteina quando
comparado aos demais, conforme mostra a figura 23B. As expressdes do PLB e
do NCX se mantiveram semelhantes nos 4 grupos (Figura 23C e D).
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Figura 23: Avaliacdo dos efeitos de 4 semanas de exposi¢cdo ao cobre (0,14 mg/Kg/dia) e/ou
peptideos hidrolisados da clara do ovo (HCO) nas potenciacfes relativas pés-pausas (A), ha
expressdo da SERCA-2a (B), do PLB (C), e do NCX (D). Os numeros entre parénteses

representam o numero amostras. *P < 0,05 vs Ct, #P < 0,05 vs Cu. Os dados sdo expressos
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como a Média £ EPM. ANOVA duas vias seguido pelo pos-teste Bonferroni (A). ANOVA uma via

seguido pelo pés-teste Fisher (B e C).

Avaliamos entdo os efeitos da exposicdo ao cobre e ao HCO na
sensibilidade dos musculos papilares ao calcio extracelular, no influxo de calcio
extracelular e na resposta B-adrenérgica. A figura 24A mostra a reducdo da
resposta ao calcio extracelular no grupo Cu 0,14 mg, todavia nos grupos Ct-HCO
e Cu-HCO as curvas se mantiveram preservadas. Em seguida, avaliamos de
forma indireta se o tratamento com cobre e/ou HCO poderiam influenciar o
influxo de calcio transarcolemal, por isso a post-rest contraction (PRC) foi
realizada. A figura 24B mostra a reducao da PRC no grupo Cu 0,14 mg, todavia
nos grupos Ct-HCO e Cu-HCO as PRCs foram similares ao Ct. Avaliamos a
modulacao da resposta inotropica ao agonista 3-adrenérgico Isoproterenol, uma
vez que essa resposta foi reduzida no grupo Cu 0,14 mg. Confirmando, o
tratamento realizado no grupo Cu-HCO impediu a reducdo da resposta ao

agonista B-adrenérgico (Figura 24C).
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Figura 24: Avaliagdo da resposta inotropica ao calcio extracelular (A), da post-rest contraction
(B), e da resposta inotrépica ao agonista B- adrenérgico (C) apos 4 semanas de exposi¢ao ao
cobre (0,14 mg/Kg/dia) e/ou peptideos hidrolisados da clara do ovo (HCO). Os numeros entre
parénteses representam o nimero de amostras. *p < 0,05 vs Ct, #p < 0,05 vs Cu. Os dados sédo
expressos como a Média £+ EPM. ANOVA duas vias seguida de pos teste de Bonferroni (A).

ANOVA uma via seguido pelo pés-teste Fisher (B e C).

A figura 25A e B mostra que o tratamento com HCO preveniu os efeitos
toxicos promovidos pelo cobre na forca do pico e do platd das contracdes
tetanicas de musculos papilares de VE. Para confirmar este achado, a atividade
da ATPase miosinica foi avaliada. De fato, o resultado mostrou reducao da
atividade da ATPase miosinica no grupo Cu 0,14 mg. Este efeito foi prevenido

no grupo Cu-HCO, conforme nos mostra a figura 25C.
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Figura 25: Avaliacdo do pico de forca tetanica (A); platd de forca tetanica (B), e; atividade da
ATPase miosinica (C). *p< 0,05 vs Ct, #p < 0,05 vs Cu. Os dados séo expressos como a Média

+ EPM. Os nimeros correspondem ao nimero de amostras. ANOVA uma via seguida pelo pés-

teste de Fisher.

4.3. AVALIACAO DO EXTRESSE OXIDATIVO CARDIACO

O cobre é um elemento que promove o aumento do estresse oxidativo
(SAMUNI, 1981) sendo este o principal mecanismo de danos teciduais
promovido por este metal (KOSAR et al.,, 2006; COOPER et al.,, 2004,
BARCELOUX, 1999; SALONEN et al., 1991), entretanto o HCO € um promissor
peptideo bioativo com propriedades antioxidantes capazes de impedir o aumento
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do estresse oxidativo (RIZZETTI et al., 2017; MARTINEZ et al.,, 2019a;
MARTINEZ et al., 2019b).

Afim de confirmar a hipotese de que o HCO estaria prevenindo os efeitos
toxicos induzidos do cobre devido a sua acao antioxidante, a formacéo in situ do
anion superoxido (Oz2™) e do radical hidroxila (OH¢) foram avaliadas. A figura 26
nos mostra através da intensidade de fluorescéncia, o grande aumento da
formacdo de Oz e OH® no grupo Cu 0,14 mg, todavia no grupo Cu-HCO a
formacéo foi menor do que no grupo Cu e semelhante ao Ct. Estes achados
corroboram nossos dados funcionais obtidos na avaliacdo da contragdo de
musculos papilares que mostram o cobre como catalisador da formacdo de

radicais livres, e também a propriedade antioxidante do HCO.

Foram avaliadas também a formacéo in situ de O2" e OHe, na presenca de
Tempol e DMSO respectivamente, as quais foram usados como controles
negativos para confirmar a nao producdo/blogueio desses radicais. Como
esperado ndo houve observacdo de fluorescéncia na presenca destes

(resultados mostrados em anexo).

A

Cu 0,14 mg Ct-HCO Cu-HCO

B - - - -
- - - - -
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Figura 26: Avaliagdo in situ da formacéo de radicais livres ap6s 4 semanas de exposi¢cao ao
cobre (0,14 mg/Kg/dia) e/ou peptideos hidrolisados da clara do ovo (HCO). Os painéis superiores
mostram microfotografias fluorescentes representativas de segmentos de musculo papilar
marcadas com dihidroethidio (A) ou hidroxifenil fluoresceina (B). Os painéis medianos mostram
microfotografias fluorescentes representativas de nucleos de musculo papilar marcadas com
DAPI. Os painéis inferiores mostram as sobreposicfes das microfotografias. A analise
quantitativa de Oz~ (em C) e OH+ (em D) da produgédo ou biodisponibilidade também estéao
demonstradas no grafico de barras. Os dados sao expressos como a Média + EPM. *P <0,05 vs.

Ct, #P < 0,05 vs Cu. ANOVA uma via seguida por pos teste de Fisher.
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Como a exposicdo ao cobre prejudicou a contratilidade dos musculos
papilares de VE de ratos e aumentou a formacéao de radicais livres in situ, efeito
este que foi abolido na presenca do HCO, do Tempol e do DMSO, as analises
das expressfes da isoforma NOX2, da catalase e da SOD foram realizadas.
Como demonstrado na figura 27, a expressao da NOX2 foi reduzida no grupo Cu
0,14 mg e permaneceu inalterada nos grupos Ct-HCO e Cu-HCO. As expressoes

da SOD e da Catalase ndo foram alteradas em nenhum grupo experimental.
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Figura 27: Avaliagdo da expressédo da enzima pré-oxidante NOX2 e das enzimas antioxidantes,
Cu/Zn-SOD-, Mn-SOD e Catalase apés 4 semanas de exposi¢ao ao cobre (014 mg/Kg/dia) e/ou
peptideos hidrolisados da clara do ovo (HCO). Os graficos mostram a expressao da isoforma
NOX2 (A), da isoforma cardiaca da SOD (B), da isoforma mitocondrial da SOD (C) e da catalase
(D). Os dados sao expressos como a Média + EPM. Os nimeros correspondem ao numero de

amostras. ANOVA uma via seguida seguido pelo pés teste Fisher.
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Em seguida medimos as atividades das enzimas antioxidantes SOD e
Catalase. As atividades de ambas enzimas aumentaram nos grupos Ct-HCO e
Cu-HCO em relagéo aos grupos Ct e Cu 0,14 mg, como pode ser visto na figura
28).
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Figura 28: Avaliacdo da atividade das enzimas antioxidantes SOD e catalase apds 4 semanas
de exposicdo ao cobre (0,14 mg/Kg/dia) e/ou peptideos hidrolisados da clara do ovo (HCO).
Atividade da SOD (A) e da catalase (B). Os dados sdo expressos como a Média + EPM. Os
nameros correspondem ao nimero de amostras. *P <0,05 vs. Ct, #P < 0,05 vs Cu. ANOVA uma

via seguida por pés teste de Fisher.

5. DISCUSSAO

Este estudo descreveu uma abordagem experimental que permite avaliar
os efeitos promovidos pela exposicdo as doses recomendadas de ingestdo
diaria, de ingestdo maxima toleravel e ao dobro dose de ingestdo toleravel de
cobre sobre o sistema cardiovascular. A exposicéo ao cobre ndo alterou o ganho
de peso, a reatividade vascular ou promoveu hipertrofia cardiaca nos animais
nas doses avaliadas. A dose maxima toleravel € equivalente a 10 mg de
cobre/dia para humanos de 70 Kg (ou 0,14 mg/Kg/dia), e embora seja descrita
como segura pela OMS e pelo Instituto de Medicina, ela reduziu a contragcéo
cardiaca, as derivadas temporais de forca, a resposta inotropica ao célcio
extracelular, a resposta -adrenérgica, a contracéo de pos-repouso e contracdes

tetanicas. Efeitos semelhantes foram obtidos apdés 4 semanas de exposicao a
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dose equivalente a 20 mg/dia de cobre em adultos (ou 0,28 mg/Kg/dia), sendo
que esta dose é considerada o dobro da ingestdo méxima toleravel para esse
metal. Esse fato sugere que a ingestdo maxima toleravel para o cobre jA mostra
efeitos claramente nocivos. A dose diaria recomendada, equivalente a 0,9 mg/dia
de cobre (ou 13 pg/Kg/dia), apesar de ter alterado alguns dos mecanismos
reguladores da contracdo cardiaca, ndo reduziu a forca contratil dos musculos
papilares. Além disso, este trabalho demonstra de maneira inédita que o
consumo de peptideos hidrolisados da clara do ovo desempenha uma acéo
antioxidante eficaz na prevencéao dos efeitos do cobre e na melhora da qualidade

da contracao do cardiaca.

Neste modelo de avaliagcdo experimental o ganho de peso corporal foi
semelhante entre os grupos experimentais que receberam as doses de 13 ug,
0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia de cobre por 4 semanas. Esse dado corrobora os
estudos de Naseri et al., (2011) e Mattiolli et al., (2018), em que bovinos tratados
com a dose maxima de cobre ndo apresentaram alteracdo no ganho de peso

corporal e relacdo aos nao tratados.

O estudo de Nunes et al. (2018) mostrou que a exposi¢cao aguda ao cobre
induz disfuncéo vascular na aorta principalmente por meio da geracao de EROs
e producao elevada de NO levando a reducdo da reatividade vascular. No
entanto, a exposicao cronica a diferentes doses de cobre ndo parece alterar a
reatividade vascular, conforme foi observado neste estudo. Como a aorta € um
vaso que mostra facilmente os efeitos dos metais produzindo estresse oxidativo
(SIMOES et al., 2015; SIMOES et al., 2020; SCHEREIDER et al., 2021), o fato
dessas trés doses nao alterarem a reatividade vascular reforca a ideia de que os
efeitos encontrados neste estudo séo restritos apenas ao coragao. Portanto, por

essa razdo, ndo prosseguimos com estudos vasculares com essas doses.

A hipertrofia cardiaca é um dos fatores de risco mais graves para doencas
cardiovasculares. Em nossos achados, a exposicdo as doses diaria
recomendada, maxima toleravel e ao dobro da dose maxima toleravel ndo
alteraram a massa dos ventriculos direito e esquerdo e dos musculos papilares
de ratos. Sabemos que o cobre atua como cofator da citocromo ¢ oxidase e lisil
oxidase, e 0 aumento da disponibilidade de cobre melhora a atividade dessas

enzimas, posto que o aumento da atividade da citocromo ¢ oxidase previne a
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hipertrofia cardiaca (ZHENG et al., 2015). Alids, Rodrigues e Gonzalez (2019)
descrevem que o aumento da concentracao de cobre melhora a fungéo da lisil
oxidase mantendo a homeostase da matriz extracelular miocardica por meio da
oxidacdo das cadeias de colageno e elastina prevenindo a ocorréncia de

hipertrofia cardiaca.

A avaliacdo da forca de contracdo, do tempo de ativagdo da contracéo,
tempo de relaxamento e das derivadas temporais de forca positivas e negativas
mostram que a exposi¢cado ao cobre reduziu o inotropismo cardiaco e afetou os
parametros temporais de contracdo. Esses efeitos parecem estar relacionados
a reducao do influxo de calcio extracelular através do sarcolema e a reducgéo da
atividade das proteinas contrateis cardiacas (BERS, 2002). Sabemos que o
aumento da exposicdo ao cobre pode prejudicar a contracdo dos musculos
papilares e seus mecanismos reguladores, devido ao aumento da formacéao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (FILETTI et al., 2018). Outros estudos
descrevem alteracbes na funcdo cardiaca em situacdes de exposicdo
aumentada e/ou concentracdo sanguinea de cobre elevada, mas ndo explicam
0S mecanismos subjacentes responsaveis por esses efeitos (SAMUNI, 1981;
SALONEN et al., 1991; BARCELOUX, 1999; COOPER et al., 2004; KOSAR et
al., 2006).

Estudos prévios mostram que o aumento do estresse oxidativo é o
principal mecanismo pelo qual o cobre prejudica a contratilidade cardiaca
(MISRA, 1978; KOK et al., 1988; KINSMAN et al., 1990; SALONEN et al., 1991;
JOMOVA, 2011; SINGH et al. al., 2015; CHOWDHURY et al., 2018; RELLOSO
et al., 2019). Com base nisso, realizamos uma avaliacdo detalhada dos
mecanismos reguladores do acoplamento excitagdo-contragdo cardiaco para
descrever como a cardiotoxicidade gerada pela exposicdo as doses de ingesta
diaria recomendada, maxima de ingestao toleravel e o dobro da dose maxima

toleravel.

O influxo de célcio avaliado de forma indireta através da contracdo pos-
repouso diminuiu apés a exposicao a dose de 0,14 mg/Kg/dia de cobre, enquanto
a curva concentragao-resposta ao calcio reduziu nos trés grupos que receberam
0 cobre. Esses resultados mostram que o cobre reduz o influxo sarcolemal de

calcio. Nossos resultados estdo em concordancia com estudos anteriores que
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avaliaram a exposi¢cao a metais toxicos, como ferro e chumbo, mostram que as
EROs prejudicam os mecanismos que disponibilizam calcio para a contratilidade
miocardica, incluindo o influxo de célcio através dos canais do tipo L do
sarcolema (FIORESI et al., 2013; AVILA et al., 2016).

Outra analise do nosso estudo consistiu em avaliar se a exposicao as
doses de cobre poderiam influenciar a resposta ao agonista de receptores [3-
adrenérgico. O agonista B-adrenérgico promove uma série de efeitos mediados
por segundos mensageiros nos cardiomiécito. O agonista se liga aos receptores
B-adrenérgicos acoplados a proteina G, formando o AMPc pela agdo da enzima
adenilato ciclase, o AMPc ativa a proteina cinase A (PKA), que fosforila os canais
para calcio e aumenta o influxo através da membrana. Também, promove a
fosforilacdo do fosfolambam (PLBp) que, além de resultar em maior
permeabilidade ao calcio extracelular, aumenta a recaptacdo de célcio pela
SERCA, resultando em aumento da for¢a de contracdo e encurtamento do tempo
de relaxamento. Esta acéo foi diminuida nos musculos papilares de animais
expostos as doses de ingestdo diaria recomendada, maxima toleravel e duas

vezes a dose maxima toleravel de cobre.

A resposta reduzida ao Isoproterenol poderia evidenciar uma perda de
reserva inotrépica, componente fisiopatoldégico importante em cardiopatias.
Embora ndo haja dados sobre os impactos da exposicdo as doses de cobre
descritas sobre a resposta inotropica adrenérgica em modelos “in vivo”, nosso
grupo demonstrou anteriormente que a incubag¢do aguda com cobre em alta
concentracao, reduziu a resposta a estimulagdo B- adrenérgica de musculos
papilares (FILETTI et al., 2018). Alias, a redugao da resposta [3-adrenérgica é
um efeito comum dos metais pesados no muasculo cardiaco (SILVA et al., 2015;
AVILA, 2016; AVILA, 2021).

As contracdes tetanicas foram utilizadas para avaliar a maquinaria
contratil cardiaca intacta, porém com o reticulo sarcoplasmatico disfuncional.
Dessa forma a contracdo torna-se dependente do influxo de célcio e da
sensibilidade das proteinas contrateis (FIORESI et al., 2013; FIORESI et al.,
2014). As forcas desenvolvidas no e pico e no platd das contracdes tetanicas
foram prejudicadas pela exposicéo as doses de 13 pg, 0,14 mg e 0,28 mg/Kg/dia

de cobre. Um estudo anterior de Filetti et al. (2018) também mostrou a reducgéo
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da contracao tetanica ap0s exposi¢cao aguda a alta concentracao de cobre, que
neste caso estava relacionada, os menos em partes, a reducéo na atividade da
ATPase miosinica.

Ja foi postulado que o aumento do estresse oxidativo € o principal
mecanismo pelo qual o cobre prejudica a contratilidade cardiaca (KOK et al.,
1988; KINSMAN et al., 1990; SALONEN et al., 1991; JOMOVA, 2011; SINGH et
al. al.,, 2015; CHOWDHURY et al., 2018; RELLOSO et al., 2019), assim, os
efeitos do tratamento antioxidante com HCO foram avaliados na exposicdo ao
cobre. Embora a dose de 13 pg/Kg/dia de cobre tenha alterado alguns
mecanismos reguladores da contracdo cardiaca, a forca de contracdo
permaneceu estavel, enquanto os grupos expostos as doses de 0,14 e 0,28
mg/Kg/dia de cobre tiveram a reducdo da contracdo dos musculos papilares.
Todavia, como a dose de 0,14 mg/Kg/dia de cobre é descrita como segura e
pode ser facilmente alcancada através da dieta rica em alimentos fontes de
cobre, ou da exposi¢cao ambiental, a avaliacdo da acao antioxidante do HCO foi

realizada neste grupo.

Avaliamos o efeito dos peptideos bioativos derivados do HCO contra as
alteracdes cardiovasculares promovidas pela exposicdo a 0,14 mg/Kg/dia de
cobre. Observamos que a administracao dietética com HCO protege o coracao
dos efeitos do cobre, restaurando a for¢ca de contracdo cardiaca e o ciclo do
calcio, através da supressao do estresse oxidativo, melhora da expressédo da
SERCA-2a e aumento da atividade da ATPase miosinica. Portanto, é provavel
gue restauracdo da homeostase cardiaca esteja ligada a reducdo do estresse

oxidativo, sendo este o principal efeito do tratamento com HCO.

Atualmente, ha uma busca por terapias “naturais” e eficazes para
minimizar os efeitos dos metais pesados e contaminantes ambientais, bem como
prevenir doencas. Nesse sentido, compostos bioativos derivados de alimentos
parecem ser uma alternativa eficaz (DENG et al., 2012; GARCIA-NINO e
PEDRAZA-CHAVERRI, 2014). O HCO é produzido ap6s 8 horas de digestéo por
hidrélise com pepsina liberando peptideos bioativos com atividade de eliminacdo
de radicais peroxil in vitro. A sequéncias de aminoacidos como Pro, Lys ou Arg
no residuo C-terminal confere atividade inibidora da ECA. A presenca de Arg ou

Tyr na posicao N-terminal melhora o relaxamento vascular e, finalmente, a



85

presenca de Tyr e Phe na posicdo C-terminal esta relacionado com a reducéo
de radicais livres e melhora das propriedades antioxidantes (MIGUEL et al.,
2004).

Portanto, considerando essas propriedades bioativas é possivel postular
seu papel como agente cardioprotetor. De fato, administracao de curto e longo
prazo do HCO mostrou efeito anti-hipertensivo em ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) (MIGUEL et al., 2005; MIGUEL et al., 2006). Em relacéo aos
contaminantes ambientais, o HCO mostrou-se capaz de prevenir complicacdes
cardiovasculares, reprodutivas e neuroldgicas relacionadas a exposicao ao
mercurio (RIZZETTI et al.,, 2016a; RIZZETTI et al., 2017a; RIZZETTI et al.,
2017b;) e melhorou a funcéo cognitiva apds exposi¢cao prolongada ao aluminio
em ratos (MARTINEZ et al., 2019). Todos estes efeitos tém sido atribuidos a
suas acdes antioxidante e anti-inflamatoéria. No presente estudo, ratos que
receberam o cobre e o HCO nédo desenvolveram disfuncdo -cardiaca,
evidenciando a eficacia do HCO em neutralizar os efeitos adversos induzidos

pela exposicéo ao cobre.

Neste estudo demonstramos que o consumo de HCO simultaneamente a
exposicao ao cobre ndo altera o ganho de peso, a pressao arterial sistélica e ndo
causa hipertrofia cardiaca. Os nossos resultados foram promissores
demonstrando que o HCO preveniu a perda de forga contratil, das derivadas
temporais de forca maximas, da resposta inotrépica ao célcio e ao Isoproterenol,
da contracdo pés-repouso e da geracdo de forca tetanica, além de melhorar a
expressdo da SERCA-2a, as atividades da ATPase miosinica e das enzimas

antioxidantes SOD e catalase e reduzir a formacao in situ de Oz2*~ e OHe.

Houve expressiva melhora das potenciacdes pos-pausa no grupo que
recebeu cobre e HCO em relagéo aos demais grupos experimentais. Este efeito
esta relacionado ao aumento da expressédo da SERCA-2a no grupo Cu-HCO, ao
passo que a expressdao do NCX e do PLB permaneceram inalteradas. Este
resultado pode representar um importante mecanismo induzido pelo HCO para
compensar a reducdo de forca causada pela exposicdo ao cobre. Alias, a
SERCA tem atraido atencdo como alvo em terapias antioxidantes, pois o
aumento da expressao da isoforma cardiaca da SERCA promove melhora da

recaptacao do calcio pelo RS, resultando em melhora da forca e da qualidade da
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contracdo (LIU et al., 2018; RAHATE et al., 2019; QAISAR et al., 2019). Este
achando ainda corrobora com o efeito observado nas derivadas temporais de
forca as quais foram reestabelecidas pelo tratamento com HCO.

As EROs podem alterar a homeostase do calcio nos cardiomidcitos de
ratos (CHEREDNICHENKO et al., 2004). Como resultado, a exposi¢cao ao cobre
reduziu o influxo de calcio, avaliado indiretamente através da post-rest
contraction e a resposta inotropica ao célcio extracelular. Outra analise do nosso
estudo consistiu em avaliar a influéncia do tratamento com HCO na resposta
contratil ao agonista B-adrenérgico, a qual havia sido prejudicada pelo cobre. O
HCO reestabeleceu a resposta inotropica ao agonista $-adrenérgico. Nossos
resultados mostraram ainda que a exposi¢cao ao cobre por 4 semanas levou ao
aumento de O2*" e OHe, sugerindo que este aumento tem relagdo com as
alteracdes da cinética do célcio, da afinidade das proteinas contrateis a este ion
e da reducao da resposta p-adrenérgica. A dessensibilizacdo dos receptores (-
adrenérgicos de coracdes de ratos em casos de aumento do estresse oxidativo
ja foi descrita por Kaneko et al., (1991). De fato, em nosso estudo estes efeitos
foram abolidos pelo tratamento com HCO, assim como a expressiva redugéo da

formacdo in situ de radicais livres.

As forcas desenvolvidas do pico e do platd das contracdes tetanicas dos
musculos papilares de VE que foram reduzidas pela exposicao ao cobre foram
reestabelecidas pelo tratamento com HCO. Para compreender melhor este
efeito, mensuramos a atividade da ATPase miosinica do VE de ratos, a qual se

mostrou reduzida pelo cobre e preservada nos grupos tratados com HCO.

7

A molécula da miosina é rica em radicais sulfidrilas (SH) e o cobre
apresenta afinidade por eles, sendo que esta ligacdo resulta em reducdo
atividade da ATPase miosinica (MOREIRA et al., 2003), entretanto o tratamento
com HCO impediu a reducdo da atividade da ATPase miosinica. Esse achado
se deve principalmente as suas propriedades redox, que lhes permitem atuar
como agentes doadores de hidrogénio (DING et al. 2015) impedindo a ligagéo

de metais aos radicais SH.

Estudos anteriores também descreveram a producdo de peptideos

guelantes com residuos de aminoacidos His, Tyr e Phe, que consequentemente
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exercem atividade antioxidante (TORRES-FUENTES et al. 2014). Levando em
conta que os principais componentes do HCO s&o os aminoécidos Tyr, His, Pro,
Phe e Leu, podemos sugerir que o efeito antioxidante do HCO sobre o estresse
oxidativo observado neste estudo é provavelmente devido ao sua acéo quelante

de metais e subsequente de eliminacéo de radicais livres.

Como o estresse oxidativo € caracterizado por um desequilibrio entre a
producdo de EROs e a capacidade antioxidante, é natural que 0s organismos se
adaptem e aumentem suas defesas antioxidantes. Investigamos a contribuicéo
do sistema NADPH oxidase, através da isoforma cardiaca NOX2, como fonte de
EROs apds exposicao ao cobre e, consequentemente, como alvo terapéutico do
HCO. Identificamos que a expressao da isoforma NOX2 esta reduzida no grupo
cobre apesar do grande aumento da formacéo de O2*" e OHe. Este resultado
possivelmente se deve a um mecanismo compensatério do organismo para
tentar reduzir os niveis dos radicais livres, assim como descrito previamente por
Yu et al., (2016). Além disso, a via da Xantina oxidase poderia estar relacionada
ao aumento da geracdo de EROs, conforme relatado anteriormente (SEDDON
et al., 2007; TSUTSUI et al., 2011; FARIA & PERSAUD, 2017). Em seguida,
medimos a atividade e a expressao das enzimas antioxidantes SOD e catalase.
A expressao da SOD e da Catalase ndo foram alteradas. Entretanto, 0 aumento
das atividades da SOD e catalase apés o tratamento com HCO indicam que os
radicais livres eram de fato importantes agentes causadores dos prejuizos
contrateis nos coracdes dos ratos expostos ao cobre. Resultado semelhante foi
obtido por Rizzetti et al., (2017a) que mostrou que o tratamento com HCO em
ratos expostos ao mercurio melhoraram a atividade da SOD sem alterar a sua

expressao.

Em resumo, nossos resultados mostram que a exposicdo ao cobre,
mesmo na dose considerada toleravel, promove uma série de efeitos nocivos a
contracdo cardiaca sem alterar a reatividade vascular, sendo que esses efeitos
estdo relacionados ao aumento do estresse oxidativo cardiaco. Nossos dados
também evidenciaram pela primeira vez que o HCO impediu 0s prejuizos
cardiacos promovidos pela exposicdo ao cobre, o que se mostrou relacionado a
sua atividade antioxidante, reduzindo o estresse oxidativo, melhorando a

expressao da SERCA-2a, das atividades da ATPase miosinica e das enzimas
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antioxidantes SOD e catalase. Por fim, o HCO pode ser considerado um
ingrediente em alimentos funcionais e pode ser usado como terapia adicional no

tratamento da toxicidade cardiovascular promovida pelo cobre.

6. CONCLUSAO

Nossos resultados mostraram que apesar de ser um metal essencial, a
exposicdo ao cobre gera prejuizos da contragdo cardiaca em ratos, efeitos estes
gue estdo relacionados ao menos em partes ao aumento do estresse oxidativo
e areducao da atividade da ATPase miosinica. Identificamos que apesar da dose
de 10 mg para humanos estar dentro de limites considerados seguros pelas
agéncias é capaz de reduzir a forca de contragdo em musculos papilares, assim
como o dobro dessa dose (20 mg para adultos). Efeitos nocivos também foram
encontrados para a exposicdo a dose diaria recomendada (900 pg) apesar de
nao terem prejudicado a geracdo de forca contrétil. Esses dados indicam uma

necessidade de revisdo das doses de cobre recomendadas pelas agéncias.

Nosso estudo também mostrou de forma inédita que o consumo de HCO
apresentou acdo cardioprotetora sobre as alteracbes da forca de contracdo
cardiaca, dos mecanismos reguladores do ciclo do calcio, a reducao da atividade
da ATPase miosinica, e a formacao in situ de radicais livres induzidos pela
exposicao ao cobre, além de melhorar a atividade das enzimas antioxidantes
SOD e catalase e aumentar a expressao da SERCA-2a.Esses achados indicam
que o HCO pode representar uma boa estratégia de saude publica, uma vez que
pode ser utilizado como terapia funcional ou complementar no tratamento dos

danos induzidos pela exposicdo ao cobre.
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ANEXO

ANEXO | - AVALIACAO “IN SITU” DA FORMACAO DE RADICAIS
LIVES NA PRESENCA DE TEMPOL E DMSO

A
Ct Cu 0,14 mg Ct-HCO Cu-HCO
DHE +
Tempol
B - - -
- - - -
B
Ct Cu 0,14 mg Ct-HCO Cu-HCO
HPF +
DMSO
: - - -
Merge
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Anexo [|: Avaliagédo in situ da formacao de radicais livres apds 4 semanas de exposi¢ado ao cobre
(0,14 mg/Kg/dia) e/ou peptideos hidrolisados da clara do ovo (HCO) apds a incubacdo com
Tempol e DMSO. Os painéis superiores (A e B) mostram microfotografias fluorescentes
representativas de segmentos de musculo papilar marcadas com dihidroethidio (DHE, em
vermelho) ou hidroxifenil fluoresceina (HPF, em verde). Os painéis medianos mostram
microfotografias fluorescentes representativas de nucleos de musculo papilar marcadas com

DAPI. Os painéis inferiores mostram as sobreposicbes das microfotografias. A analise
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guantitativa de Oz~ apés a incubacdo com Tempol (em C) e OH" ap6s a incubagdo com DMSO
(em D) estdo demonstradas no grafico de barras. Os dados sao expressos como a Média + EPM.

*P <0,05 vs. Ct, #P < 0,05 vs Cu. ANOVA duas vias seguida pelo pés teste Bonferroni.
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