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RESUMO

O presente trabalho investigou o efeito do 6leo essencial de Citrus aurantium L. (OEC)
em modelos experimentais de infarto do miocardio em ratos. Para tanto, foram
analisados pardmetros enzimaticos, séricos, morfologicos e funcionais de ratos
submetidos a indu¢ao de infarto por isoproterenol. Foram analisados também
parametros morfologicos de coragdes de animais tratados com OEC, posteriormente
submetidos a isquemia/reperfusdo in vitro. O OEC foi administrado oralmente por 7
dias na dose de 250 mg/kg. Nos dois ultimos dias de tratamento, foi aplicado
isoproterenol (2x100 mg/kg, a cada 24 horas) ou salina (2 mL/kg). Foram feitas
medidas bioquimicas de injiria do miocardio, através da dosagem sérica de CK-MB,
AST, ALT, ureia, creatinina, colesterol total, que foram significativamente elevadas nos
ratos infartados, apesar dos mesmos ndo apresentarem alteragdes nos parametros
funcionais avaliados (pressdo arterial e pressdo intraventricular). A analise morfologica
feita pelo método de coloragdo com TTC verificou presenca de lesdo isquémica nos
animais tratados com isoproterenol, assim como alteragdes na estrutura do miocardio,
observadas em cortes histologicos. O OEC ndo foi eficaz em evitar os parametros
alterados pelo isoproterenol, assim como ndo preveniu contra os danos induzidos pela
isquemia/reperfusdo in vitro. O estudo conclui que o pré-tratamento com OEC ndo foi

eficaz na cardioprotecao nos modelos experimentados.

Palavras-chave: Citrus aurantium, Infarto do miocardio, Isoproterenol, Isquemia global,

Ratos.
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ABSTRACT

The effect of treatment with Citrus aurantium essential oil (OEC) on rat models of
experimental myocardial infarct was evaluated. Rats were treated with OEC 250mg/kg
(p.o.) for 7 days and the infarct was induced by isoproterenol administration (100mg/kg,
sc) on treatment days 6 and 7. Twenty four hours after the second isoproterenol
injection the rats were killed and the enzymatic, serum, heart morphological and
functional parameters were evaluated. Isoproterenol administration increased
significantly the level of biochemical markers of myocardial (CK-MB, total
cholesterol), liver (AST, ALT) and kidney (urea, creatinine) injury and induced
myocardial damage and necrosis as evaluated by histopathological evaluation and TTC
staining, respectively. No functional impairment was observed in the Langendorff
perfused rat hearts from isoproterenol-treated animals. The OEC treatment was not able
to prevent or attenuate the isoproterenol-induced myocardial lesion or any of the
biochemical and morphological changes accompanying the infarct. In addition, hearts
from OEC treated rats were not protected from the myocardial lesion induced by in vitro
ischemia-reperfusion. The results obtained in the two different models of myocardial

infarct show that OEC (250mg/kg) administration has no cardioprotective effect.

Key words: Citrus aurantium, myocardial infarction, isoproterenol, global ischemia,

rats.
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1. INTRODUCAO

1.1 Infarto Agudo do Miocéardio

O infarto agudo do miocardio (IAM) ocorre quando o fluxo sanguineo
coronariano ¢ insuficiente para manter o aporte de oxigénio necessario a sobrevivéncia
do miocardio, o qual pode resultar em necrose do tecido (Thygesen et al., 2012). De
acordo com estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a doenga isquémica
do coragdo matou em 2004, 7.198.000 pessoas, o equivalente a 12,8% do total de dbitos
em todo o mundo. No ano de 2008, foram registradas 7.254.000 mortes pela doenga
(WHO, 2011), e em 2010 o IAM continuou sendo a principal causa de morte no mundo
(Murray et al., 2012). No Brasil, segundo dados publicados pelo Sistema Unico de
Saude, 10,3% dos obitos foram causados por IAM no ano de 2009 (Brasil, 2011). Nos
Estados Unidos, aproximadamente 1,2 milhdes de pessoas sofrem IAM todo ano
(NHLBI, 2013) e 450.000 tém um episodio recorrente da doenca. Estima-se que em
2004, os Estados Unidos gastou cerca de 133,2 bilhdes de doélares com o IAM em 2004
(Costa et al., 2007). Considerando-se os anos de vida perdidos devido a diversas
doengas, a doenca isquémica do corag¢do foi responsavel por 12% do total de anos

perdidos no mundo, em 2010 (Moran et al., 2014).

1.1.1 Fisiopatologia

A morte decorrente do IAM pode ocorrer subitamente, como consequéncia de
oclusdo coronaria aguda ou fibrilagao cardiaca, ou as complica¢des advindas do insulto
podem acontecer lentamente, ao longo de semanas ou anos, devido ao enfraquecimento
progressivo do processo de bombeamento cardiaco (Hall, 2011). Afec¢des como
vasoespasmos coronarianos secundarios ao uso de drogas, traumatismos, lesdes de
valvula adrtica ou mitral e doengas tromboticas da coronaria podem provocar IAM, mas
sua causa mais frequente ¢ a aterosclerose (figura 1) (Costa et al., 2007).

A aterosclerose, como principal causa de doenga isquémica do coragdo,
caracteriza-se por depodsito de colesterol em varios pontos do endotélio de qualquer
artéria do corpo. Gradualmente, esses locais de acimulo de colesterol sao invadidos por
tecido fibroso, tornando-se frequentemente calcificados (Hall, 2011). A ruptura de uma

placa instavel de artéria epicardica pode resultar na formagdo de um trombo oclusivo
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sobre uma placa aterosclerotica (Porto e Nery, 2005) bloqueando, inteiramente ou em

parte, o fluxo sanguineo coronariano (Hall, 2011).

Imediatamente apds a oclusdo coronariana aguda, o fluxo sanguineo cessa nos
vasos coronarios, em um ponto além da oclusdo, exceto por pequena quantidade de
fluxo colateral dos vasos circundantes. A area do miocardio atingida, que ndo consegue
sustentar a fungdo do musculo, ¢ chamada de infartada (Hall, 2011). Logo apos o inicio
do infarto, sangue comeca a penetrar pela circulagdo colateral no local que sofreu
isquemia, tornando a 4area repleta de sangue estagnado. Simultaneamente, os
cardiomidcitos utilizam os Ultimos vestigios de oxigénio do sangue, tornando a regido
com predominio da cor azul-escuro, decorrente da presenca de desoxihemoglobina. Nos
estagios mais tardios, as paredes vasculares se tornam muito permedveis, permitindo o
extravazamento de liquido, o tecido edemacia e as células miocardicas comecam a
inchar e ocorre progressiva reducdo do metabolismo celular. Dentro de poucas horas
com quase nenhum suprimento sanguineo, as cé¢lulas musculares morrem (Hall, 2011).

A extensao do infarto depende da localizacao da estenose coronaria, do tamanho
do leito vascular perfundido pelos vasos estreitados, da necessidade de oxigénio pelo
musculo, da extensdo da circulagdo colateral e da presenca de fatores teciduais capazes
de modificar o processo necrético (Costa et al., 2007). A regido subendocérdica € o
primeiro local onde ocorre lesdo em qualquer condigdo de comprometimento do fluxo
sanguineo, pois os vasos desta porcdo estdo sempre comprimidos pela contracdo

sistolica do coragao (Hall, 2011).
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Figura 1. Infarto do miocardio e diferentes causas para o insulto.

Ruptura da placa com trombo

Vasoespasmo ou disfuncdo
endotelial

o=

Aterosclerose instalada e desbalango
entre aporte ¢ demanda

Desbalango entre suprimento
¢ demanda per se

Thygesen et al., 2012 (adaptado)

1.1.2 Alteracoes celulares

A lesdo isquémica irreversivel € caracterizada por varios processos envolvendo a
membrana sarcolémica, eventualmente no seu rompimento e decorrente morte celular.
Ha acumulo intracelular de H™ como consequéncia da glicélise anaerébica. Ao ser
retomada a perfusido, o pH intracelular é normalizado pela troca do H" com o Na’
extracelular. O excesso de Na' intracelular leva a ativagdo da bomba 2Na*/Ca®’, que
provocard excesso de calcio intracelular (Frank et al., 2012). O Ca®" citosolico
aumentado e dano mitocondrial causam ativacdo da fosfolipase e liberacdo de
fosfolipideos e acidos graxos livres, que sdo incorporados pela célula e sofrem dano
peroxidativo pelos radicais livres e espécies reativas ao oxigénio. O rompimento de
proteinas ancoradoras do citoesqueleto e aumentos progressivos na permeabilidade da
membrana celular resultam em rompimento fisico e morte celular (Buja, 2005). A

isquemia per se provoca estresse oxidativo e destrui¢do celulares, que induzem ativagado
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de mediadores inflamatdrios e liberagdo de enzimas citosélicas e de membrana (p.ex.,
CK-MB e troponinas), sendo que todo este processo ¢ agravado pela reperfusao.

A necrose do miocardio torna-se evidente apds 24 horas do infarto. Inicialmente,
¢ acompanhada por infiltragdo neutrofilica e, posteriormente, por infiltrado linfocitico e
monocitico (Fishbein et al., 1978). Apos 3 a 4 dias do infarto, inicia-se o actimulo local
dos miofibroblastos. O colageno I e III também se acumulam na regido periférica do
infarto no terceiro dia e torna-se bem organizado apos 14 dias. O processo de
cicatriza¢do se completa no 21° dia apds o infarto (Jugdutt, 2003; Ertl e Frantz, 2005).

As primeiras caracteristicas morfologicas do infarto do miocéardio ocorrem entre
12 e 24 horas do inicio (Burke e Virmani, 2007), embora haja ativacdo de
metaloproteinases, enzimas proteoliticas responsaveis pela degradacdo do coldgeno,
uma hora apés o inicio da isquemia. E provavel que 3 horas apos, cerca de 50% do
colageno ja tenha sido degradado, cessando essa atividade proteolitica apds uma semana
do infarto (Zornoff et al., 2009). A hipereosinofilia no citoplasma avaliada por
coloragao em HE, ¢ caracteristica de isquemia miocardica. Infiltracao neutrofilica esta
presente nas bordas da parede do miocardio 24 horas apds seu inicio. O infarto
persistindo entre 24 ¢ 48 horas, estabelece-se a necrose por coagulagdo, com varios
graus de picnose nuclear e cariolise. As estriacdes do cardiomidcito sdo preservadas e os
sarcomeros alongados. As bordas mostram proeminente infiltragdo neutrofilica em 48
horas. No 3° ao 5° dia a por¢do central do infarto mostra perda de nucleo e estrias do
cardiomiocito. Em infartos menores, neutrofilos invadem o interior do infarto e suas
margens, resultando em cariorrexe mais severa (Burke e Virmani, 2007). Em humanos,
o infarto torna-se visivel macroscopicamente em um periodo de 18 a 24 horas entre sua
ocorréncia e a morte do individuo (Filho, 2006).

Marcadores de isquemia incluem o fator-1 induzido por hipoxia e a ciclo-
oxigenase-2 (COX-2), que podem ser evidenciadas por técnicas imunohistoquimicas
(Abbate et al., 2005). O influxo de células inflamatdrias, incluindo mastécitos, ativa
uma cascata de quimiocinas que suprimem inflamacgao adicional e resulta em tecido de
cicatrizagdo (Frangogiannis, 2004). Macrofagos e fibroblastos comecam a surgir nas
margens. Uma semana ap0s o infarto, os neutrofilos diminuem e o tecido de granulagao
se estabelece, com invasdo neocapilar e linfocitica e a ocorréncia de infiltracdo de
células do plasma. Apesar dos linfocitos serem observados no 2° e 3° dias, eles ndo

estdo em grande quantidade em nenhuma fase da evolugao do infarto. A remocdo
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fagocitica dos cardiomidcitos necrosados ocorre pelos macrofagos (Burke e Virmani,
2007).

Por volta da 2 semana, os fibroblastos estio proeminentes, mas sua presenga
pode ser verificada a partir do 4° dia, na periferia do infarto. Os cardiomidcitos
necrosados continuam sendo removidos pelos macrofagos, enquanto que os fibroblastos
produzem coldgeno ativamente, e a angiogénese ocorre na area de cicatrizagdo.
Dependendo da extensdao da necrose, a cicatrizagdo pode estar completa em 4 semanas
ou mais. A area central do infarto pode permanecer ndo reparada, apresentando
cardiomidcitos mumificados por longos periodos, apesar das margens do infarto estarem

completamente cicatrizadas (Burke e Virmani, 2007).

1.1.3 Remodelagao cardiaca

A remodelagdo ventricular € um processo compensatério influenciado pela
sobrecarga hemodindmica ou ativacdo neuro-hormonal. As adaptacdes morfoldgicas,
como hipertrofia do cardiomiécito, acimulo de miofibroblastos e colageno, sao os
principais processos para preservar a funcdo cardiaca apds lesdes. A remodelacdo
cardiaca ¢ um importante processo patoldgico, que resulta em progressiva disfungdo do
orgdo (reducdo da frequéncia cardiaca e da pressdo sistélica do ventriculo esquerdo e
aumento da pressdo diastélica do ventriculo esquerdo), que se apresenta clinicamente
como insuficiéncia cardiaca, podendo levar a morte subita (Shinde e Frangogiannis,

2014).

1.1.4 Modelos experimentais

a. Modelo de indugdo de infarto do miocérdio por Isoproterenol

O isoproterenol (ISO) é uma catecolamina sintética, agonista -adrenérgico que
em altas doses administradas uma ou duas vezes a cada 24 horas (ou em doses
reduzidas, administradas por periodo prolongado) provoca um severo estresse no
miocardio, resultando em apoptose (Song et al., 2011) e necrose do miocardio. A
inducdo do infarto ¢ dada pela administragdo do ISO pela via subcutanea (sc.) ou
intraperitoneal (ip.). Como demonstrado por Rona et al. (1959), a administragdao de ISO
na dose de 170mg/kg ou em doses mais elevadas, esta associada a elevada mortalidade
(50-90%). Porém, a administracdo de doses menores (85 mg/kg) de ISO ¢é capaz de

induzir lesdes severas, com menor mortalidade (10%). As injurias induzidas pelo ISO
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sdo visiveis macroscopicamente através de coloragdes acinzentadas ou amareladas, que
incluem o apice, a por¢ao inferior do ventriculo esquerdo e o septo interventricular. O
processo patologico do dano por ISO ¢ caracterizado por areas manchadas de isquemia
e esta injuria tem muitas similaridades com o IAM tradicional atribuido a doenca
coronariana isquémica (Senthil et al., 2007).

O infarto induzido pelo ISO ¢ causado por uma insuficiéncia coronariana aguda
provocada pelo desequilibrio entre a demanda energética do miocardio (elevada pelo
potente efeito cronotropico positivo do isoproterenol) e o fluxo coronariano ao
miocardio. A hipéxia do miocardio resulta, entdo, na necrose cardiaca. A elevagdo
excessiva de célcio intracelular e a formacdo de espécies reativas ao oxigénio (ERO)
com consequente inducao de estresse oxidativo estdo envolvidos na indugao de morte
dos cardiomidcitos e lesdo cardiaca causados pelo ISO (Jiang e Downing, 1990). As
ERO podem originar-se de varias fontes: pelo aumento de célcio intracelular, oxidacdo
da hipoxantina (produto da degradacdo de purinas) pela xantina oxidase, degradagdo de

catecolaminas e transporte mitocondrial de elétrons (Garlick et al., 1987).

A participa¢do de ERO na lesdo cardiaca induzida pelo ISO ¢ demonstrada pela
elevada lipoperoxidagdo cardiaca em animais infartados com esta catecolamina e pela
cardioprotecao conferida por antioxidantes (Zhang et al., 2005; Punithavathi e Prince,
2010; Meeran e Prince, 2011). Além disso, a participagdo de ERO na lesdao cardiaca
induzida pelo ISO encontra respaldo na observacao de que a ativagdo de receptores
beta-adrenérgicos em cardiomidcitos eleva a produ¢ao de ERO (Andersson et al., 2011;

Bovo et al., 2012).

b. Modelo de infarto por isquemia global no coracdo isolado (in vitro)

A realizacdo de estudos com o coracdo isolado e perfundido in vitro sdo
baseadas na técnica originalmente descrita por Oscar Langendorff em 1895. Nela, o
animal ¢ morto e seu coragdo retirado, isolado e conectado - via artéria aorta - a um
sistema de perfusdo retrégrada com solugdo nutriente (p.ex., Krebs) oxigenada e

aquecida (37°C). Um esquema da metodologia experimental ¢ apresentado na figura 2.
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Figura 2. Esquema ilustrativo do aparato Langendorff.

A B

Solugdo nutriente
oxigenada

Aquecimento

Bomba
peristaltica

Camara
aquecida

A) Esquema ilustrativo do aparato Langendorff (LVB: baldo ventricular esquerdo; DP:
pressdo desenvolvida; PP: pressdo de perfusdo; T: monitor de temperatura); modificado
de Bell, Mocanu e Yellon (2011). B) Fotografia de coracdo de cobaio montado no

sistema Langendorff (Google images).

A aorta ascendente ¢ amarrada a uma canula conectada a um sistema de perfusao
que, sob a a¢do de uma bomba peristaltica, perfunde o coracdo com solugdo nutriente, a
um fluxo ou pressao constante. A solu¢ao nutriente entra na aorta e exerce pressao sobre
as cuspides da valva aortica, promovendo o fechamento da mesma e impedindo que a
solucdo entre na cavidade do ventriculo esquerdo. Desta maneira, a solugdo nutriente
flui inteiramente pelos Ostios coronarianos, nutrindo todo o miocardio e mantendo a
funcdo do coragdo. Das artérias corondrias, a solugdo passa as veias coronarias, sendo
drenada ao atrio direito e ejetada pelo ventriculo direito para fora do coragdo, via artéria
pulmonar. Sob estas condi¢des de perfusdo o coracdo continua vidvel durante varias
horas (Skrzypiec-Spring et al., 2007; Bell, Mocanu e Yellon, 2011). Adicionalmente,
parametros funcionais do coragdo podem ser analisados através, por exemplo, do
registro da pressdo intraventricular no ventriculo esquerdo utilizando-se transdutores de
pressao.

O coragdo montado no sistema Langendorff ¢ extensivamente utilizado em

estudos fisiologicos/farmacoldgicos para estudo da funcdo cardiaca e estudo da injuria
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cardiaca induzida pela isquemia. A injaria isquémica neste modelo pode ser induzida in
vitro pela oclusao e reperfusao da artéria descendente anterior esquerda ou através da
paralisacao da perfusdo de solucdo nutriente pelo coragdo, um protocolo denominado
isquemia global (na qual todo o miocardio ¢ submetido a isquemia). Apds o periodo de
isquemia (por paralisacdo de fluxo), a perfusdo de solucdo nutriente ¢ reiniciada
constituindo, entdo, o processo de reperfusao. A associagdo dos processos de isquemia e
reperfusdo promove a lesdo cardiaca. Este modelo reproduz in vitro a participagao do
calcio e de radicais livres na lesdo do miocardio induzida pela isquemia/reperfusdo in
vivo (Higgins e Blackburn, 1984; Watts, Maiorano ¢ Maiorano, 1986; Garlick et al.,
1987; Pietri, Culcasi e Cozzone, 1989; Yasmin, Strynadka e Schulz, 1997; Zhang et al.,
2013).

Os efeitos de manipulagdes farmacoldgicas que modulem o comprometimento
do miocardio ao insulto isquémico, podem ser avaliados através de parametros
morfoldgicos (4rea de lesdo induzida e histologia do miocéardio), bioquimicos (niveis de
antioxidantes endogenos, atividade de enzimas), moleculares (expressdo de genes,
niveis de proteinas) e funcionais (fluxo coronariano, fun¢do contratil do ventriculo

esquerdo, pressao sistdlica e diastdlica).

1.2 Uso de Plantas Medicinais

As plantas s3o uma importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos,
sendo consideradas um caminho promissor para a descoberta de novas drogas. Pressdes
evolutivas selecionaram metabdlitos nas plantas com elevado valor adaptativo, os
denominados metabdlitos secundarios. Durante muito tempo, foram considerados como
produtos de excregdo vegetal, com estruturas quimicas e, algumas vezes, com
propriedades biologicas interessantes. Atualmente, sabe-se que muitas destas
substancias estao diretamente envolvidas nos mecanismos que permitem a adequagao da
planta ao seu meio (Simdes et al., 2004). Sao compostos cuja biossintese esta
relacionada nao a sobrevivéncia da espécie, mas a defesa e/ou comunicagdo entre
espécies (Emery et al., 2010).

A pesquisa sistemadtica para a obtencdo de novas substancias com finalidade
terapéutica pode ser executada por meio de varios processos. Os mais utilizados sdo a
modificacdo molecular de substancias naturais e/ou sintéticas com propriedades

farmacoldgicas definidas e extragdo, isolamento e purificacdo de novos compostos de
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fontes naturais, especialmente de origem vegetal, a qual se caracteriza como uma fonte
inesgotavel de substancias potencialmente ativas como medicamento. Por outro lado, as
plantas medicinais devem ser consideradas ndo apenas como matéria-prima, ponto de
partida para a descoberta de novas moléculas, mas também como um recurso natural
potencialmente ativo na forma de fitoterapico padronizado e eficaz (Di Stasi, 1996).

Os terpenos sdo compostos organicos produzidos de combinagdes de varias
unidades-base contendo cinco carbonos (C5), chamadas isopreno (Skrovankova,
Misurcova e Machu, 2012). Dentre os metabolitos secundarios, esta ¢ a classe mais
representativa, com cerca de 30.000 compostos conhecidos, produzidos por vegetais,
animais, fungos e bactérias (Emery et al., 2010). Além de ser o maior grupo de produtos
naturais oriundos de plantas, contém a maior variedade de estruturas moleculares devido
a diversidade de terpeno sintases e seus multiplos produtos (Degenhardt, Kollner e
Gershenzon, 2009).

Os principais terpenos encontrados em plantas medicinais sdo os monoterpenos
(C10) e os diterpenos (C20). Os monoterpenos sao as moléculas mais representativas,
constituindo 90% dos 6leos essenciais. Como exemplo de monoterpenos encontrados
em plantas medicinais, estdo o [-mirceno e o limoneno (figura 3), principais
constituintes do 6leo essencial de Citrus aurantium L., produto natural estudado neste

trabalho.

Figura 3. Formula estrutural do B-mirceno e limoneno.

-
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A vplanta Citrus aurantium L., (Figura 4) pertencente a familia Rutaceae, ¢
popularmente conhecida como laranja-amarga ou laranja-azeda, por conter um suco
muito 4cido e desagradavel ao paladar. Na alimentacdo, a populacdo utiliza sua casca
em forma de compota ou outros doces. Para fins medicinais, sdo utilizadas as cascas dos

frutos, as flores e folhas. Ja foram descritos os usos populares medicinais desta espécie,
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para o tratamento de distirbios do trato gastrintestinal, como diurética, além de atuar
contra taquicardia e reumatismo (Pio-Corréa e Azeredo-Penna, 1978; Santos et al.,
1988; Sanguinetti, 1989) e como antiespasmodica (Cordeiro et al., 1996).

A caracterizagdo fitoquimica do 6leo essencial da casca dos frutos de Citrus
aurantium (OEC) foi realizada a partir de um cromatégrafo a gés acoplado a
espectrofotometro de massas. A andlise apontou para a presenca de trés principais
constituintes: limoneno (97,8%), B-mirceno (1,43%) e octanal (0,45%), demonstrando
assim que a constituicdo do OEC ¢ majoritariamente de terpenos (Moraes, 2008).

Em estudo realizado em nosso laboratério com o B-mirceno, constatou-se que
este monoterpeno possui atividade antioxidante por manter elevados os niveis de
glutationa total e por reduzir os niveis de mieloperoxidase nos tecidos de estdmago e
duodeno de ratos (Bonamin, 2010).

A literatura cientifica dispde de diversos trabalhos avaliando a agdo
cardioprotetora de terpenos em modelos de infarto do miocéardio (Shmist et al., 2006;
Ren et al., 2010; Walsh et al., 2010; Zhang et al., 2010; Wang et al., 2011; Gu et al.,
2012; Hussain-Shaik ef al., 2012; Waldman et al., 2013). Resultados relevantes tornam
0s terpenos promissores no campo da terapia preventiva e curativa da doenga isquémica
do coragdo, devido as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias.

Considerando-se as ag¢des antioxidantes de um dos componentes majoritarios do
OEC (B-mirceno), e a relevancia dos terpenos como cardioprotetores, o presente estudo
pretendeu avaliar o efeito antioxidante do OEC na prevengdo da lesdo miocardica em

ratos.
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Figura 4. Foto da espécie arborea de Citrus aurantium localizada no Departamento de

Botanica da UNESP — Botucatu.

Foto: Flavia Bonamim
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2. OBJETIVOS

Objetivo geral

e Avaliar a agdo cardioprotetora preventiva do dleo essencial de Citrus aurantium

contra o infarto do miocardio em modelos experimentais em ratos

Objetivos especificos

e Padronizar o modelo de infarto do miocardio por isoproterenol;
e Caracterizar os efeitos do 6leo essencial de Citrus aurantium no infarto do

miocardio, através de pardmetros bioquimicos e funcionais.
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3. METODOLOGIA
3.1 Extracdo do oleo essencial de Citrus aurantium (OEC)

A coleta dos frutos (ndo maduros) foi realizada no periodo da manha, nos meses
de maio e junho de 2012, em espécies arboreas localizadas no Departamento de
Botanica da UNESP - campus de Botucatu (identificada no herbario do mesmo
departamento como BOTU 23123). As cascas dos frutos foram submetidas a extragdo
do dleo essencial por arraste a vapor d” 4gua com a utilizagdo de um aparelho do tipo
Clevenger (Marconi. S.A., Brasil). O material vegetal (casca dos frutos) foi misturado
com agua destilada no interior de um baldo volumétrico (2L) e este recipiente foi
disposto sobre uma manta aquecedora até a ebuli¢do. O 6leo essencial obtido foi
armazenado em frasco ambar a 5° C para a realizacdo dos experimentos farmacolédgicos.

A extracao teve rendimento médio de 0,5 mL de 6leo essencial para cada fruto.

3.2 Animais

Ratos Wistar machos, pesando entre 180g e 230g e idade entre 6 e 7 semanas
foram utilizados para os experimentos in vivo e in vitro. Os animais utilizados neste
trabalho foram provenientes da ANILAB — Animais de Laboratorio (Paulinia/SP) e
Biotério Central da UNESP — Botucatu ¢ aclimatados as condi¢des do biotério setorial
(Departamento de Fisiologia, UNESP - Botucatu) por pelo menos trés semanas antes da
manipulacdo experimental, sob temperatura (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro controlado
de 12 horas. Os animais foram alimentados com ragdo comercial para ratos Nuvilab® e
agua ad libitum.

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de
Animais do Instituto de Biociéncias de Botucatu/UNESP, protocolado sob o nimero

417-CEUA.
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3.3 Experimentos

3.3.1 Modelo experimental de infarto do miocardio por isoproterenol

a) Padroniza¢do do modelo

Inicialmente foi realizada a padronizagdo da dose efetiva de ISO capaz de gerar
lesdo, assim como padrdes de alteragdo morfologica que caracterizasse o dano induzido

pela catecolamina.

Com a finalidade de se padronizar a dose de ISO capaz de induzir os danos no
miocardio, foram administradas duas doses da catecolamina: 2x85 mg/kg ou 2x100
mg/kg pela via subcutanea em intervalos de 24 horas entre as administragdes. Em cada

grupo experimental, foram analisados os pardmetros descritos a seguir.
Peso dos 6rgaos

O peso total do coracdo, VE, pulmdes, figado e rins foram mensurados para
analise de possivel instalagdo de edema induzido pela administracdo do ISO. Apos 24
horas da ultima administracao subcutanea da catecolamina ou salina, os animais foram
eutanasiados em camara de CO,. Os ratos foram abertos longitudinalmente em sua
por¢do ventral, para retirada dos 6rgdos. O coragdo foi retirado, lavado em salina gelada
e seco cuidadosamente em gaze para drenagem do excesso de salina. Pulmdes, figado e
rins tiveram o excesso de tecido adiposo e vasos sanguineos retirados e em seguida,

efetuou-se a pesagem dos 6rgaos.

Ap6s pesagem do coracdo, o VE foi isolado e pesado, e 3 mm de seu apice foi

reservado para analise histologica.
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Histologia

O grau de injuria induzido pelo isoproterenol foi avaliado histologicamente a
partir de cortes transversais de 3 mm de espessura do apice do VE. As amostras foram
fixadas em solugdo de formalina 10% (pH 7.4) durante 24 horas e mantidas em alcool
70% até a inclusdo em parafina. Foram feitas seccdes de 3 locais distintos, medindo
4um cada seccdo e coradas em hematoxilina e eosina (H&E). A severidade do infarto
foi analisada conforme classificagdo de Albayrak et al. (2009), de acordo com o grau de

inflamacdo, edema e desorganizagdo da arquitetura tecidual (tabela 1).

Tabela 1. Classificagdo do grau de injiria do miocardio de acordo com as alteragdes

observadas microscopicamente (Albayrak et al., 2009, modificado).

Classificacao Alteragoes

0 Sem danos
Minimo infiltrado inflamatorio, média desorganizagdo do miocardio
’ (menor que 5%)
Moderado infiltrado inflamatorio, moderada desorganizacdo do
o miocardio (5-20%)
L Infiltrado inflamatério amplo, severa desorganizagdo do miocardio

(maior que 20%)

Apds padronizagdo do modelo de infarto por ISO, realizou-se os experimentos

para teste do efeito do OEC na cardioprotecao preventiva.

b) Efeito do OEC no infarto do miocardio por isoproterenol

Protocolo experimental

O efeito preventivo do OEC foi testado de acordo com o protocolo a seguir. Os
pré-tratamentos foram realizados oralmente durante 7 dias, de acordo com o grupo
experimental (tabela 2). A dose de OEC utilizada foi de 250 mg/kg, previamente
selecionada devido a sua eficacia na cicatrizacdo de ulceras gastricas (no qual se
observou agao antioxidante). Para solubilizacdo do OEC foi utilizado como veiculo o

tween 80 a 8% em volume equivalente a 10 mL/kg.
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Como grupos controles positivos, foram utilizados os pré-tratamentos com o
propranolol (10 mg/kg) e anlodipina (5 mg/kg). O propranolol foi solubilizado em
salina; a anlodipina foi utilizada na forma de suspensdo, solubilizada em solucao de

metilcelulose a 0,05% em salina.

Tabela 2. Desenho experimental para avaliacao do efeito cardioprotetor preventivo do

OEC em ratos submetidos a infarto por isoproterenol.

Grupo Nimero de animais por grupo experimental
Tween 80 a 8% + salina sc. 7
OEC 250 mg/kg + salina sc. 7
Propranolol 10 mg/kg + salina sc. 7
Anlodipina 5 mg/kg + salina sc. 7
Tween 80 a 8% + ISO sc. 8
OEC 250 mg/kg + ISO sc. 8
Propranolol 10 mg/kg + ISO sc. 8
Anlodipina 5 mg/kg + ISO sc. 8

Animais que receberam isoproterenol (ISO) pela via subcutanea (sc) para indugao de infarto.

O infarto foi induzido pela administragdo de duas doses de 100 mgkg de
isoproterenol, solubilizado em solugdo salina em volume equivalente a 2 mL/kg, por
via subcutanea. No sexto e sétimo dias de pré-tratamento com tween 80 a 8%, OEC,
propranolol ou anlodipina, o ISO foi administrado em intervalo de 24 horas entre cada
aplicagdo. Os animais foram mortos por decapitagdo em guilhotina apos 24 horas da 2°

dose de ISO.
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Para avaliagdo da agdo cardioprotetora do OEC no infarto do miocérdio
experimental, foram utilizados neste trabalho dois controles positivos. Suas agdes estao

descritas a seguir.
Propranolol

Os pB-bloqueadores sao um amplo grupo de farmacos, que inibem
competitivamente os receptores [. Apresentam propriedades farmacodinamicas,
dependendo de sua seletividade. Os bloqueadores f; seletivos reduzem a contratilidade
cardiaca e a pressdo sanguinea; os 3, seletivos inibem o relaxamento do musculo liso
nos vasos sanguineos (Paravastu, Mendonca, da Silva, 2009). Considerando que o ISO
atua como agonista nos trés tipos de receptor B (B1, B2 e B3), o propranolol foi o
farmaco B-bloqueador escolhido devido a sua afinidade tanto para receptores f1 como

para 2.
Anlodipina

E um farmaco bloqueador de canais de Ca*", comumente usado para tratamento
de hipertensdo e angina (Singh ef al., 2013). Age inibindo o influxo transmembrana de
ions calcio tanto na musculatura lisa vascular como no musculo cardiaco. A anlodipina
¢ um vasodilatador arterial periférico, que causa reducdo na resisténcia vascular
periférica e redugdo na pressao sanguinea (Derosa e Maffioli, 2011). Este tipo de
bloqueador ¢ muito utilizado em estudos com animais e sdo efetivos na reducdo da
extensdo de necrose do miocardio e na preservagdo da fun¢do ventricular apds oclusio
da coronaria. Os efeitos da anlodipina sdo mediados pela reducdo na pds-carga (levando
a diminuicdo no consumo de oxigénio), pela vasodilatacdo coronariana, e pela
prevencdo de dano celular (reduz a sobrecarga de Ca”" intracelular durante a isquemia)

(Held, Yusuf, Furberg, 1989).

c) Analises
I. Coragao

O coracdo foi retirado, lavado em salina gelada para retirar o excesso de sangue,
seco rapidamente em gaze, pesado e separado em ventriculo esquerdo e ventriculo

direito, que tiveram seus pesos também determinados. O ventriculo direito foi
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imediatamente levado a estufa a 56 °C, por 48 horas, para quantificagdo de edema (peso
inicial menos peso final). O ventriculo esquerdo de cada coracdo foi entdo cortado
transversalmente em 3 partes. O apice (3 mm) foi reservado para histologia; uma fatia
de 2 mm para quantifica¢do da area de lesdo e o restante destinado as analises teciduais

de glutationa reduzida (GSH), malondialdeido (MDA) e mieloperoxidase (MPO).
II. Edema

Para se avaliar o edema induzido pelo isoproterenol, foram avaliados os pesos
dos seguintes 6rgaos: pulmoes, figado, rins e adrenais. Para uma andlise comparativa foi
analisado o peso dos o6rgdos entre os diferentes pré-tratamentos dos animais com e sem

inducdo de infarto por ISO.
II1. Analises séricas

Ap0s a eutanasia dos animais em guilhotina, o sangue foi coletado, colocado em
tubos e centrifugado a 4°C por 15 minutos a 1000 x g para separagdo do soro. O
material foi entdo aliquotado em tubos e armazenados a -80°C. Com este material foi
realizada a determinacdo dos niveis de ureia, creatinina, AST, ALT, colesterol total,
HDL e triglicerideos. Para analise sérica foram utilizados reagentes da marca Katal (Sao
Paulo, Brasil) e o equipamento utilizado foi o Cobas Mira Plus da Roche Diagnostic
Systems (Sao Paulo, Brasil).

A andlise de CK-MB foi determinada por método imunoenzimdtico (kit

comercial da Cloud-clone corporation — Houston, EUA).

IV. Anélises teciduais
Amostras do VE (aproximadamente 90mg) foram coletadas de cada animal dos

diferentes grupos e armazenadas em tubos a -80° C, para analise de MDA, MPO ¢ GSH.
Malondialdeido

O nivel de peroxidacao lipidica do miocardio de ratos dos diferentes grupos de
tratamento foi avaliado através da determina¢do do conteudo de MDA tecidual. O MDA
¢ formado endogenamente como produto da decomposicdo oxidativa de diferentes
substratos como amionoacidos e carboidratos complexos e como metabdlito secundario
na via de producao de prostaglandinas, porém, a principal fonte de MDA tecidual ¢

proveniente da oxida¢do de acidos graxos com trés ou mais ligacdes duplas (Bird e

32



Draper, 1984). Os niveis teciduais de MDA foram determinados por espectrofotometria
do produto de reagdo do MDA com o acido tiobarbitirico (TBA). Resumidamente, sob
pH 4cido uma molécula de MDA da amostra reage com duas moléculas de TBA dando
origem a um produto de colora¢do rosada com méxima absor¢do de luz entre os
comprimentos de onda 532-535 nm (Raharjo e Sofos, 1993).

Para determinacao de peroxidagdo lipidica, as amostras do apice do VE foram
processadas em homogeneizador tipo moinho (MA099, Marconi®) em solu¢des-tampao
a 10°C, de acordo com o protocolo utilizado. Foram avaliados trés distintos protocolos
para quantificacdo de malondialdeido (Ohkawa, Ohishi e Yagi, 1978; Zingarelli et al.,
1999; Rozemberg et al., 2006), todos baseados na reacdo colorimétrica entre TBA e
MDA. Entre os reagentes utilizados para a reagdo, estdo o dodecil-sulfato de sodio
(SDS) 8,1%, acido acético 20% e TBA 0,8%. Nos trés protocolos a reacdo ocorreu em
meio acido (pH 3,5) a 95°C durante 60 minutos, ¢ a colora¢do formada foi lida em
espectrofotometro a 532nm.

Na técnica utilizada por Ohkawa, Ohishi e Yagi (1978), a amostra foi
homogeneizada em KCI 1,15%, na propor¢ao 1:10, e apos adicdo dos reagentes, levada
a aquecimento (95°C) por 60 minutos. Depois de resfriadas, as amostras foram
acrescidas de n-butanol e piridina (15:1), para ocorrer a separacdo entre a fase organica
das demais substincias, minimizando a interferéncia destas na leitura do MDA.

O método para analise de peroxidacao lipidica realizada por Rozemberg et al.
(2006), utilizou homogenato 20% em PBS e adicionou BHT (butil-hidroxi-tolueno)
como um dos reagentes participantes da reacdo aquecida. O BHT teve a funcdo de
minimizar a peroxida¢do durante o procedimento. Ao término da rea¢do, ndo foram
acrescidos reagentes para separagdo da fase organica, como realizado por Ohkawa,
Ohishi e Yagi (1978). Zingarelli et al. (1999) prepararam o homogenato a 20% em
solugdo de KCI 1,15% e ndo utilizaram nenhum composto para separacao da fase

organica ou de carater antioxidante, como o BHT.

Mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) ¢ uma enzima pro-oxidante presente em neutrofilos e
estd envolvida em passos metabdlicos centrais correlacionados ao processo de
inflamacdo. Esta enzima ¢ capaz de converter perdxido de hidrogénio em acido
hipocloroso, um produto responsavel pela oxidagao de inimeras macromoléculas como

lipoproteinas, lipideos, acidos nucléicos, dentre outros. A atividade da MPO ¢
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proporcional ao numero de neutrofilos infiltrados no miocardio. Para a sua
determinag¢do, foi utilizado o tampao de reacdo HTAB 0,5% em PBS 50 mM (pH 6.0)
aplicado ao homogenato das amostras. O HTAB atua como detergente, lisando os
granulos dos neutrofilos que contém a enzima, liberando-as na solugdo. A atividade
enzimatica foi determinada seguindo a cinética da reacdo da enzima com perdxido de
hidrogénio, sendo que uma unidade de MPO ¢ capaz de degradar 1 nmol/minuto de
H,0,; a 25°C (Krawisz et al., 1984). A atividade da MPO ¢ proporcional ao nimero de
neutréfilos infiltrados na mucosa. A absorbancia foi determinada em 450 nm utilizando

um espectrofotdmetro.
Glutationa reduzida (GSH)

A glutationa, juntamente com outros compostos, como as vitaminas, compoe a
segunda linha de defesa antioxidante (Cnubben et al., 2001) e sua queda ¢ indicativa de
lesdo. Este tripeptidio, composto de aminoacidos nao essenciais, ¢ descrito como um
importante agente antioxidante (Halliwell e Gutteridge, 1999). Amostras do coragdo dos
ratos submetidos ao infarto do miocardio induzido por isoproterenol foram coletadas,
pesadas e mantidas em 1 ml de TCA 5% (acido tricloroacético) a -20°C até o momento
da analise. Foram entdo homogeneizadas em turrax (Polytron®) em solu¢ao de TCA
5% (1:20), centrifugadas duas vezes e seu sobrenadante utilizado para a determinagdo
de GSH. O método se baseia na oxidacdo total da glutationa com o uso do reativo
DTNB (acido 5,5 -ditio-bis 2-nitrobenzoico), seguida de reducdo da forma oxidada com
a enzima glutationa redutase e NADPH (Anderson, 1985) (figura 5). A concentracdo da
glutationa reduzida foi determinada pela velocidade de reducdo do DTNB, que gera

uma coloragdo amarelada detectavel em espectrofotometro a 412 nm.

34



Figura 5. Reacdes ocorridas durante a determinacdo de glutationa reduzida, segundo

protocolo de Anderson, 1985.

DTNB DTNB reduzido

GSH » GSSG

GSSG
redutase

NADP* NADPH

A

DTNB: 4cido 5,5'-ditio-bis 2-nitrobenzoico; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada;

NADP: fosfato de nicotinamida adenina dinucleotideo.

V. Area de lesio

A area de lesao do miocardio foi analisada utilizando-se o método de coloracao
com 2,3,5-tetracloreto de trifenil-tetrazolio (TTC). O TTC (composto fotossensivel) ¢é
reduzido enzimaticamente na mitocondria a precipitagdes do corante 1,3,5-trifenil-
formazan (TPF), na presenca de desidrogenases ¢ NADH (um doador de elétrons)
(Csonka et al., 2010).

TTC desidrogenase > TPF

NADH NAD*

Esta reacdo ocorre apenas em tecidos vivos com respiracao mitocondrial intacta,
pois a queda de NADH (necessario a atividade das desidrogenases) apds a morte
celular, praticamente exclui a reacdo de TTC a TPF. Tecidos com niveis normais de
desidrogenases sao corados de vermelho, enquanto que a zona necrética permanece nao

corada, devido a perda da enzima (Csonka et al., 2010)

Para quantificacdo da éarea de necrose do miocardio, foram feitos cortes
transversais do VE de 2 mm de espessura e corados em solugcdo de TTC 1% em PBS
(pH 7.4) a 37°C, por 20 minutos. Apds o periodo de incubagao, os cortes foram isolados
e mantidos em solucdo de formalina 10% (pH 7.4) por 20 minutos, a temperatura
ambiente, para evidenciar o contraste entre tecido vidvel (vermelho) e ndo vidvel

(palido). Os cortes foram entdo prensados entre duas laminas histologicas e
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fotografados para quantificacdo da porcentagem da 4area de lesdo no software de
imagem AVSoft BioView 5. A érea de lesdo foi quantificada e normalizada a area total

do corte (area em risco=area do miocardio).

V1. Parametros funcionais

Para analise funcional das alteracdes induzidas pelo ISO e/ou pelos tratamentos,
realizou-se um experimento para afericdo da pressdo arterial caudal e pressao
intraventricular em coracdo isolado. Para isto, utilizou-se ratos Wistar machos na

mesma idade e faixa de peso do experimento anterior (6 a 7 semanas, 180g a 230g).
a) Pressao arterial caudal

A pressao arterial caudal foi aferida em trés momentos distintos. A primeira foi
realizada anteriormente ao inicio do tratamento; a segunda no 6° dia (antes da primeira
dose de isoproterenol ou salina); e a terceira, no momento anterior a eutanasia (figura
6). O aparelho utilizado foi um pletismografo de cauda versdo 2.11 do fabricante
Insight® (Ribeirdo Preto, Brasil), ¢ o registro efetuado pelo software do proprio
equipamento. Para dilatagdo da artéria caudal, cada animal foi mantido por 10 minutos

em bioaquecedor antes da afericao da pressao arterial.

Figura 6. Protocolo de tratamento e afericao de pressdo arterial caudal.

Pré-tratamento via oral

A

v

A

10 2() 30 40 50 60 70 80
PA PA 2% dose PA
ISO
1 dose Morte

ISO

PA: pressao arterial; ISO: isoproterenol
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b) Pressdo intraventricular

Ao final do periodo de pré-tratamento, os animais foram anestesiados com
quetamina (70mg/kg im.) e xilazina (70mg/kg im.) e heparinizados (100Ul/animal ip.) 5

minutos antes da eutanasia e submetidos ao protocolo.

Os coragdes foram rapidamente retirados e lavados em solucao de Krebs a 37°C.
A artéria aorta foi localizada e conectada ao sistema de perfusdo através de uma canula
fabricada com agulha hipodérmica sem bisel (16 gauge). O coragdo foi entdo submetido
a perfusdo retrégada a um volume constante de 10 ml/min com solucao de Krebs aerada
(95% O, + 5% CO,) a 37°C através de bomba peristaltica (Minipuls 3 — Gilson®). A
solugdo de Krebs utilizada foi composta de NaCl 119mM, KCI 4,7mM, CaCl, 1,8mM,
KH,PO,4 1,2mM, MgS0O, 1,2mM, glicose 11mM e NaHCO; 25mM, em pH 7,4 e

mantida a 37°C, aerada com mistura carbogénica (95% O, + 5% CO,).

A pressao ventricular esquerda foi medida por meio de um baldo nao-elastico
preenchido por dgua, inserido no ventriculo esquerdo (via atrio esquerdo), conectado a
um transdutor de pressao (MP36 — Biopac systems, Inc.) e registrado pelo software BSL
Pro 3.7.3. A pressao inicial foi ajustada para obtencao da pressao diastdlica final igual a
10 mmHg. Foram analisados dados obtidos durante 15 minutos, de batimentos por
minuto (BPM), pressao sistolica, diastolica, (expressas em mmHg) e taxas méaximas
(velocidade) de contracdo (+dP/dt;) e de relaxamento (-dP/dt.;x), expressas em
mmHg/s. A pressdao desenvolvida ventricular esquerda mede a for¢ca da contratilidade
ventricular, e a relagdo entre pressao desenvolvida e tempo (dP/dt,:x) reflete o poder de

contratilidade do coracao (Elmes et al., 2008).

VII. Substancias utilizadas

O cloridrato de isoproterenol (DL-Aydrochloride isoprenaline), a N-acetil-
cisteina e o 2,3,5-tetracloreto de trifenil-tetrazdlio (TTC) foram obtidos da empresa
Sigma Aldrich® (Saint Louis, EUA); o hidrocloreto de (+)-propranolol foi obtido da
empresa RBI Chemical Co. (Saint-Louis, EUA) em frasco de 5g. O besilato de
anlodipina foi obtido da empresa Rakshit Drugs (india), em frasco contendo 100mg do

composto. Todos os compostos possuem grau de pureza maior que 99%.
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3.3.2. Modelo experimental de infarto do miocardio por isquemia/reperfusdo em

coragao isolado

Os animais foram randomicamente divididos em 4 grupos, pré-tratados durante 7
dias com salina (10mL/kg), tween 80 a 8% (10mL/kg), OEC (250mg/kg) ou N-acetil-
cisteina (NAC) (10mg/kg). Cada grupo foi subdivido em dois, sendo que uma metade
teve o coracdo submetido pelo processo de isquemia/reperfusdo, e a outra metade nao.
Ao final do periodo de pré-tratamento, os animais foram anestesiados com quetamina
(70mg/kg im.) e xilazina (70mg/kg im.) e heparinizados (100UI/animal ip.) 5 minutos
antes da eutanasia e submetidos ao protocolo. Neste estudo foi avaliada a area de lesdao

decorrente do processo de isquemia/reperfusao.

A N-acetil-cisteina (CsH9gNO3S), um aminoacido sulfurado, foi a substancia
escolhida para controle positivo devido ao seu alto poder antioxidante, sequestrador de
radicais livres (Meeran, Prince, Basha, 2012), principais agentes lesivos neste modelo
de infarto do miocardio (Garlick et al., 1987). O composto foi obtido da empresa Sigma

Aldrich® (Saint Louis, EUA), com grau de pureza maior que 99%.

Protocolo experimental

Os coragdes foram rapidamente retirados e imersos em solugdo de Krebs a 37°C
com a seguinte composi¢do: NaCl 119mM, KCl 4,7mM, CaCl, 1,8mM, KH,PO,
1,2mM, MgSO; 1,2mM, glicose 11mM e NaHCO; 25mM, em pH 7,4. A artéria aorta
foi localizada e conectada ao sistema de perfusdo através de uma canula fabricada com
agulha hipodérmica sem bisel (16 gauge). O coragdo foi entdo submetido a perfusdao
retrégada a um volume constante de 10ml/min com soluciao de Krebs aerada (95% O, +
5% CO;,) a 37°C através de bomba peristaltica (Minipuls 3 — Gilson®). O excesso de
tecido adiposo, vasos sanguineos, pulmao e timo aderidos ao coragdo foram retirados
ap6s estabelecida a perfusdao do coragdo, sendo o tempo maximo entre a retirada do

coragdo e o inicio da perfusao de 90 segundos.

Ap6s quinze minutos de perfusdo (estabilizagdo) a bomba peristaltica foi
desligada e os coragdes foram submetidos a um periodo de 30 minutos de isquemia
normotérmica (imersos em solucdo salina a 37°C). Decorridos os 30 minutos de
isquemia a bomba de perfusdo foi reativada e os coragdes foram reperfundidos com

solu¢ao Krebs (10ml/minuto) por um periodo de 60 minutos, tempo suficiente para se
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induzir lesdo isquémica (Schwarz et al., 2000; Ferrera et al., 2009). Os coragdes dos
animais do grupo sem isquemia permaneceram durante uma hora e 45 minutos em
perfusdo constante. Ap6s os 60 minutos de reperfusdo o coracao foi retirado do sistema,
cortado transversalmente em 4 fatias de 2 mm (do 4pice em sentido aos atrios) e corado

em TTC 1% para visualizagdo da area de lesdo, como descrito anteriormente.

3.4 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da média
(e.p.m) dos parametros obtidos. Para as analises paramétricas, os valores médios obtidos
foram submetidos a andlise de varidncia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a
posteriori de Dunnett ou Tukey com nivel de significidncia minimo para valor de p <
0,05; para comparacdo entre dois grupos, foi realizado teste t ndo emparelhado, com
nivel de significancia minimo para valor de p < 0,05. As analises foram realizadas no

software GraphPad Prism versao 5.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Modelo experimental de infarto do miocardio por isoproterenol

4.1.1 Avaliagdo do preé-tratamento com OEC no infarto induzido pelo isoproterenol
Peso corpdreo e peso dos orgaos

Os efeitos do isoproterenol e dos pré-tratamentos no peso corporeo, peso relativo
do coracdo e VE e porcentagem de liquido do ventriculo direito sio mostrados na tabela
3.

Tabela 3. Peso corporeo, peso relativo do coracdo e ventriculo esquerdo e porcentagem
de fluido presente em ventriculo direito de ratos Wistar machos pré-tratados por 7 dias e

com indu¢do ou nao de infarto por isoproterenol (n=8).

Tratamento P’eso Ganho de p.eso Coraciio VE Fluido do VD
corporeo (g) (1°ao 8° dia) (%)
Tween + sal 245,5+4,6 29,2£1,5 0,3+0,004 0,22+0,003 75,8+0,3
OEC + sal 233,246,0 31,3+1,7 0,3+0,01 0,210,005 75,5+0,3
Propranolol + sal 242,0+4.6 30,5+2,2 0,3£0,005 0,21+0,004 75,4+0,2
Anlodipina + sal 234,5452 28422 0,340,004 0,21+0,002 75,2402
Tween + ISO 230,4+6,8 6,84+3,5 * 0,49+0,02° 0,34+0,016* 78,7+0,4°
OEC +1SO 227,243,6 8,7+1,3° 0,49+0,02 ° 0,34+0,013 ° 77,6+0,7 °
Propranolol + ISO  222,0+3,8° 13£2,8 ¢ 0,47+0,02°¢ 0,33+0,012 © 77,8+0,3 ¢
Anlodipina + ISO  218,4+4,1¢ 3,842,6 ¢ 0,52+0,02 ¢ 0,37+0,01¢ 78,3+0,3 ¢

Média + e.p.m. Letras (a-d): teste t ndo emparelhado a: p<0,05 vs. tween + sal; b: p<0,05 vs.
OEC sal; c: p<0,05 vs. propranolol + sal; d: p<0,05 vs. anlodipina + sal. ANOVA seguido de
Dunnett entre animais salina ou infartados: sem diferenca estatisticamente significativa. Sal:
ratos que receberam salina sc. ISO: ratos que receberam isoproterenol sc. VE: ventriculo
esquerdo. VD: ventriculo direito.

A tabela 3 mostra que o isoproterenol reduziu significativamente o ganho de
peso nos animais infartados, em relagdo aos seus respectivos controles (salina). A

administracdo da catecolamina promoveu aumento no peso do coragdo ¢ VE, e nenhum
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pré-tratamento utilizado foi capaz de impedir estas alteragdes. O contetido de liquido do
VD foi significativamente elevado (aproximadamente 3%) pela administracdo de
isoproterenol e este efeito ndo foi alterado pelo tratamento com OEC, propranolol ou

anlodipina.

A tabela 4 apresenta o peso relativo dos pulmdes, figado e rins e peso absoluto

das adrenais apds pré-tratamento por 7 dias e administra¢ao de isoproterenol ou salina.

Tabela 4. Peso relativo de diferentes 6rgaos de ratos Wistar machos pré-tratados por 7

dias e com indug¢do ou ndo de infarto por isoproterenol (n=8).

Tratamento Pulmées Figado Rins Adrenais (mg)
Tween + sal 0,005+0,0004  0,041+0,001 0,007+0,0003 44,6+1,8
OEC + sal 0,005+£0,0003  0,047+0,002*  0,008+0,0002 42,2423
Propranolol + sal 0,006+0,0006 0,042+0,001 0,008+0,0002 38,5+1,1
Anlodipina + sal 0,005+0,0003  0,040+0,001 0,008+0,0001 39,8+2,4
Tween + ISO 0,006+0,0007  0,041+0,001 0,008+0,0005 47,0+5,1
OEC +1SO 0,007+£0,0005 °  0,044£0,0006"  0,009+£0,0001 °  53,4+1,8°

Propranolol + ISO  0,006+0,0005  0,040+0,0008  0,008+0,0001 50,6+2,2

Anlodipina +1SO  0,007+0,0008 ¢ 0,040+0,0009  0,0080,0002 58,3+1,5 4"

Média + e.p.m. Sal: ratos que receberam salina sc. ISO: ratos que receberam isoproterenol sc.
Letras (b-d): teste t ndo emparelhado b: p<0,05 vs. OEC + sal; c: p<0,05 vs. propranolol + sal;
d: p<0,05 vs. anlodipina + sal. Simbolo *: p<0,05 ANOVA seguido de Dunnett entre os grupos
salina (vs. tween + sal) e simbolo #: p<0,05 ANOVA seguido de Dunnett entre os grupos
isoproterenol (vs. tween + ISO).

O tratamento de ratos por 7 dias com veiculo, OEC, propranolol ou anlodipina
nao alterou o peso dos pulmdes, rins ou adrenais. O pré-tratamento com OEC (250
mg/kg) realizado por gavagem durante 7 dias aumentou o peso figado, tanto em relacdo
aos grupos ndo infartados (salina) quanto em relacdo aos grupos infartados

(isoproterenol).
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O isoproterenol na dose utilizada ndo induziu alteragdes no peso dos oOrgios
avaliados (tween + ISO). Entretanto, em ratos tratados com o OEC (250 mg/kg) e
submetidos ao infarto por isoproterenol houve aumento significativo (p<0,05) no peso
do figado, pulmdes, rins e adrenais. Apoés a administracdo de isoproterenol, o
propranolol causou a elevacdo no peso das adrenais (p<0,05) e o pré-tratamento com

anlodipina aumentou significativamente os pesos dos pulmdes e adrenais (p<0,05).
Area de lesdo do miocérdio

A area de lesdo do miocardio do ventriculo esquerdo de ratos pré-tratados com
veiculo, OEC, propranolol ou anlodipina e submetidos ao protocolo de indugdo de
infarto esta representada na figura 7. A andlise dos cortes transversais do VE mostram
que os diferentes tratamentos ndo foram capazes de reduzir a area de lesdo induzida pelo
isoproterenol (figura 7).

Amostras do miocardio de animais submetidos ao tratamento com veiculo, OEC,
propranolol ou anlodipina durante 7 dias mas ndo submetidos ao procedimento de

infarto com isoproterenol nao apresentaram lesao (dados ndo apresentados).

Figura 7. Porcentagem de 4rea de infarto em relacdo a area total em risco, em ratos pré-

tratados por 7 dias, submetidos ao infarto por isoproterenol (n=8).
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15- [ Propranolol
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1

Média +e.p.m. ANOVA seguido de Dunnett: p>0,05.
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Analises séricas

O 1soproterenol aumentou os niveis séricos de CK-MB (marcador de necrose
miocardica), AST, ALT (marcadores de lesdo hepdtica) ureia e creatinina (marcadores
de lesdao renal) (p<0,05) (tabela 5). O pré-tratamento com o OEC ndo preveniu as
alteracdes induzidas pelo infarto. O pré-tratamento com propranolol protegeu contra o
aumento dos niveis de CK-MB (p<0,05 — teste t ndo emparelhado entre o grupo tween
infartado, apesar de ndo apresentar diferenga estatistica com o teste ANOVA seguido de
Dunnett) e seus niveis séricos de ureia foram significativamente aumentados em relagao
ao controle (tween ISO). A anlodipina protegeu contra as alteragdes séricas induzidas
pelo isoproterenol, com excegdo da ureia, que teve seus niveis elevados em relacdo ao

seu controle (anlodipina sal).

Tabela 5. Analises séricas de ratos Wistar machos pré-tratados por 7 dias, com indugdo

ou nao de infarto por isoproterenol.

Tratamento CK-MB AST ALT Ureia Creatinina
(ng/mL) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
N 4 8 8 8 8
Tween sal 31,7¢4,7 51,9+2,7  103,9+3,9 49,7422 0,314+0,014
OEC sal 41,1£3,5 51,3+1,8  114,9+7,09 45,9+1,4 0,313+0,013

Propranolol sal 36,1£3,2  54,1+4.4  108,8+5,7 46,8+1,9 0,313+0,013

Anlodipina sal 41,8+1,8  58,943,6 118,9+4,9 50,0+£2,0 0,314+0,014

Tween ISO 56,3+4,7° 69,8+7,6% 2512+43,8° 592+57°%  0,417+0,04°
OEC ISO 51,6444  663+2°  196,6433,4° 66,0£2,5°  0,375+0,025°
Propranolol ISO  42,4+1,7 64,6+3,9  159,3+233  72.3+1,9%% 0,413+0,023 °

Anlodipina ISO  41+3,6" 69,6+2,7 178,6+33,0 62,0+3,0 ¢ 0,343+0,20

Média + e.p.m. Sal: ratos que receberam salina sc. ISO: ratos que receberam isoproterenol sc.
Letras (a-d): teste t ndo emparelhado a: p<0,05 vs. tween sal; b: p<0,05 vs. OEC sal; c: p<0,05
vs. propranolol sal; d: p<0,05 vs. anlodipina sal. Simbolo #: p<0,05 ANOVA seguido de
Dunnett entre os grupos isoproterenol (vs. tween ISO).

43



Os efeitos do isoproterenol e dos pré-tratamentos realizados no perfil lipidico
estdo listados na tabela 6. Os ratos infartados tratados com veiculo (tween ISO)
apresentaram aumento de colesterol total (p<0,05) e niveis inalterados de triglicerideos
e HDLc. O OEC (250mg/kg) e o propranolol (10mg/kg) ndo evitaram a elevagao de
colesterol total, mas apos o infarto causaram uma queda significativa nos niveis de
triglicerideos, quando comparado aos respectivos controles (sem infarto). O pré-
tratamento por 7 dias com a anlodipina evitou o aumento de colesterol total induzido
pelo isoproterenol e reduziu significativamente os triglicerideos ap6s a administragao do

beta-agonista.

Tabela 6. Perfil lipidico sérico de ratos Wistar machos pré-tratados por 7 dias e com

indugdo ou nao de infarto por isoproterenol (n=8).

Tratamento Colesterol HDLc TG
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Tween + sal 50,0+1,0 37,2+0,6 106,4+9,5
OEC + sal 56,8+1,7 40,8+0,8 115,848,2
Propranolol + sal 55,0+3,1 40,5+1,5 105+1,3
Anlodipina + sal 60,8+2,0 * 42,3+1,3* 100,5+8,7
Tween + ISO 77,3+4,2° 41,5+1,6 80,3+8,0
OEC +ISO 67,8+3,9 ° 40,3+1,3 72,7+4,3 °
Propranolol + ISO 66,3+£2.1 ¢ 41,3+0,6 77,8£5,9°¢
Anlodipina + ISO 62,0+4,2" 38,4+1,0 67,4452 ¢

Média £ e.p.m. Sal: ratos que receberam salina sc. ISO: ratos que receberam isoproterenol sc.
Letras (a-d): teste t ndo emparelhado a: p<0,05 vs. tween + sal; b: p<0,05 vs. OEC + sal; c:
p<0,05 vs. propranolol + sal; d: p<0,05 vs. anlodipina + sal. Simbolo *: p<0,05 ANOVA
seguido de Dunnett entre os grupos salina (vs. tween + sal) e simbolo #: p<0,05 ANOVA
seguido de Dunnett entre os grupos isoproterenol (vs. tween + ISO).
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Andlises teciduais de malondialdeido, mieloperoxidase e glutationa reduzida

As alteracdes teciduais analisadas no presente trabalho estdo apresentadas nas

figuras 8 a 10. Os niveis cardiacos de MPO encontram-se elevados apos pré-tratamento

por 7 dias com propranolol e anlodipina (p<0,001). A administracdo de isoproterenol

causou a reducdo neste marcador de infiltracdo neutrofilica (p<0,05), em todos os

grupos. Dentre os pré-tratamentos, a anlodipina intensificou a reducao de MPO induzida

pela administracao de isoproterenol.

Figura 8. Quantificagio de mieloperoxidase em ventriculo esquerdo de ratos Wistar

machos com indu¢do ou ndo de infarto por isoproterenol, pré-tratados por 7 dias.
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Média + e.p.m. ***p<0,001 — ANOVA seguido de Dunnett (vs. tween sal); #p<0,05, ##p<0,01,
###p<0,0001 - teste t ndo emparelhado entre mesmo pré-tratamento. As porcentagens refletem a

reducdo de MPO induzida pelo isoproterenol.

A reducdo de mieloperoxidase foi semelhante nos grupos tratados com tween,

OEC e propranolol, porém maior no tratado com anlodipina.

A determinacdo de peroxidagcdo lipidica pela analise de malondialdeido

(Zingarelli et al., 1999) esté representada na figura 9.
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Figura 9. Quantificacdo de malondialdeido em ventriculo esquerdo de ratos Wistar

machos com indug¢do ou ndo de infarto por isoproterenol, pré-tratados por 7 dias.
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Meédia + e.p.m. #p<0,01, ###p<0,001 - teste t ndo emparelhado entre mesmos tratamentos;
**p<0,01 ANOVA seguido de Dunnett (vs. tween + ISO). ns: sem diferenga estatisticamente
significativa. As porcentagens refletem a reducdo de MDA induzida pelo isoproterenol.

A indugdo de infarto por isoproterenol reduziu significativamente (p<0,001) os
niveis de MDA no VE dos animais. A reprodutibilidade destes resultados foi testada
empregando dois outros protocolos distintos de preparagdo das amostras do miocérdio
ventricular (Apéndice 1). O pré-tratamento com OEC e propranolol evitaram esta

queda, enquanto que a anlodipina nao preveniu a redu¢do de MDA induzida pelo infarto

(p<0,01).

Dentre os pré-tratamentos realizados, apenas a anlodipina aumentou os niveis de

GSH apos 7 dias de pré-tratamento (figura 10).
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Figura 10. Niveis de glutationa reduzida em ventriculo esquerdo de ratos com indugdo

ou nao de infarto por isoproterenol, pré-tratados por 7 dias.
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Média + erro padrao da média. * p<0,05 teste t ndo emparelhado; #p<0,05 ANOVA seguido de
Dunnett entre grupos salina vs. controle (Tween); @ p<0,05 ANOVA seguido de Dunnett entre
grupos infartados vs. controle (Tween). Sal: animais ndo infartados; ISO: animais infartados por
isoproterenol. As porcentagens refletem a reducéo de GSH induzida pelo isoproterenol.

Ap6s inducdo de infarto por isoproterenol, a glutationa reduzida teve seus niveis
diminuidos em todos os grupos (p<0,05), quando comparado aos animais submetidos ao
mesmo pré-tratamento. Os animais infartados e pré-tratados com propranolol foram
aqueles que apresentaram as maiores reducdes dos niveis de GSH enquanto que o pré-
tratamento com anlodipina foi efetivo em minimizar a queda dos niveis de GSH (figura

10).

Analise funcional

Para complementar o estudo das alteracdes bioquimicas e morfoldgicas
induzidas pelo isoproterenol e pelos tratamentos realizados, foi incorporada a anlise de

parametros hemodindmicos no desenho experimental.
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Pressao arterial caudal

A pressdo arterial média (PAM) apresentou aumento no decorrer do pré-

tratamento em animais pré-tratados com propranolol e anlodipina (figura 11).

Figura 11. Pressao arterial média (caudal) nos diferentes grupos com indu¢ao de infarto

por isoproterenol, durante o periodo de tratamento.
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Meédia + erro padrio da média. Letras diferentes (entre mesmo grupo de tratamento): p<0,05
ANOVA seguido de Tukey. I: afericdo da pressdo no primeiro dia de tratamento; 6d: aferi¢do da
pressao 6° dia de tratamento; M: aferi¢do da pressdo antes da eutanasia (n=6-8).

Apds as duas doses de isoproterenol (100mg/kg) no 6° e 7° dias, a pressdo
arterial média dos animais pré-tratados com propranolol ou anlodipina foi reduzida aos
niveis anteriores ao inicio do tratamento (figura 11). Nos animais tratados com tween ou
OEC o isoproterenol ndo reduziu significativamente a PAM. Os valores de pressao
sistolica e diastdlica apresentaram o mesmo perfil da PAM e sdo apresentadas no

Apéndice 2.
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Pressao intraventricular

A funcdo cardiaca dos animais submetidos ou ndo ao infarto por isoproterenol

foi avaliada em coracdo isolado no sistema Langendorff.

Os pré-tratamentos com OEC, propranolol e anlodipina per se nao induziram
qualquer alteragdo nos parametros funcionais analisados (tabela 7). A administra¢do de
isoproterenol em ratos pré-tratados com tween, OEC ou propranolol ndo causou

alteragdes na funcao cardiaca nos animais infartados.

Tabela 7. Indices de fungdo cardiaca do ventriculo esquerdo (ex-vivo) apds pré-

tratamento durante 7 dias e inducao de infarto por isoproterenol.

Grupo N PSVE PDVE +dP/dtpax -dP/dtpax FC
mmHg mmHg mmHg/s mmHg/s bpm

Tween Sal 7 61,7+10,1 -7,6£1,3 1244+183 -667+109 249+4.7
OEC Sal 5 435+62  -4,042.5 892+186 -469+74 222+17.4
Propranolol Sal 5 64,2+5,6 -9,1£1,3 1406+185 -808+89 234+£13,2
Anlodipina Sal 5  53,9+11,1 -6,243 1115+217 -649+133 290+16,7
Tween ISO 8 69,6+6,8 -8,3+2,8 1571x172 -845+86 243+3.8
OEC ISO 6 70,0+16,0 -8,7+1,9 1782+328 -901+192 234+6,9
Propranolol ISO 6 76,3+0,8 -12,7£1,8 1833+136 -940+102 258+3.,8
Anlodipina ISO 6 84,7+8,1 -10,8+0,6 ~ 2189+259* -1036+152 233+6,0°

Média + e.p.m. Letra a: p<0,05 teste t ndo-emparelhado (vs. anlodipina sal). PSVE: pressdo
sistolica do ventriculo esquerdo; PDVE: pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo;
+dP/dt.x € -dP/dt,,,: taxas maximas de contragdo e relaxamento; FC: frequéncia cardiaca. Sal:
animais ndo infartados; ISO: animais infartados por isoproterenol.

A contratilidade do VE de animais pré-tratados com anlodipina e posteriormente
submetidos ao infarto por isoproterenol foi estatisticamente maior em relagdo ao seu
controle (anlodipina salina). Coragdes de animais pré-tratados com o bloqueador de

calcio apresentaram redugao da frequéncia cardiaca apds administragdo de isoproterenol

(tabela 7).
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4.1.2 Avaliagdo do preé-tratamento com OEC na drea de lesdo induzida por

isquemia/reperfusdo em coragdo isolado

Ap0s tratamento dos ratos por 7 dias, os coracdes foram retirados e submetidos
ao protocolo de isquemia global. Apds o procedimento, foi realizada a analise dos cortes

corados em TTC 1%, para quantificacdo da area de lesdo (figura 12).

Os coragdes de ratos ndo submetidos a isquemia global ndo apresentaram lesdo,

independentemente do grupo de pré-tratamento (dados ndo mostrados).

Figura 12. Area de lesdo em coragdes de ratos que sofreram lesdo por

isquemia/reperfusao.
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A: imagens digitalizadas dos cortes de coragdes corados em TTC 1%; I — pré-tratado com
salina; II - pré-tratado com NAC 10mg/kg; III - pré-tratado com tween 80 8% 10mL/kg; IV -
pré-tratado com OEC 250mg/kg. B: porcentagem de area de lesdo em relagdo a area total em
risco. Média + erro padrio da média. n=9; * p<0,05 teste t ndo emparelhado. ns: sem
significancia estatistica. NAC: N-acetil-cisteina.

A isquemia/reperfusdo no coracdo isolado causou intensa necrose no miocardio
(figura 12A). O pré-tratamento com N-acetil-cisteina (10 mg/kg) atenuou a lesdo
induzida pelo processo (figura 12A,B) (p<0,05). O pré-tratamento com o OEC (250

mg/kg) ndo foi capaz de reduzir os danos induzidos pelo processo isquémico.
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5. DISCUSSAO

Para a realizacdo deste trabalho, inicialmente foi realizada a padronizagdo do
método de inducao do infarto. A partir do levantamento bibliografico realizado sobre o
modelo de inducdo de infarto do miocardio por isoproterenol, foram encontradas
diversas doses para inducdo, que variaram em sua maioria entre duas aplicagdes de 85
mg/kg e 200 mg/kg, a cada 24 horas. A dose de isoproterenol adequada as nossas
condigdes experimentais foi inicialmente determinada através da observacao das
alteragdes cardiacas causadas pela administracdo do isoproterenol em duas doses de 85
e 100mg/kg injetadas a cada 24 horas.

A necrose do miocérdio induzida pelo isoproterenol localiza-se usualmente na
area apical do coragdo (Rona et al., 1959). No presente trabalho, ap6s 24 horas da 2*
dose de isoproterenol, a necrose foi evidente no apice cardiaco, que apresentou areas
palidas esbranquicadas e notavel edemaciamento (Apéndice 3). O edemaciamento do
coragdo, observado macroscopicamente, foi representado pelo aumento expressivo em
seu peso. O peso do coragdo e VE aumentaram significativamente apds a administragdo
das duas doses de 85 mg/kg ou 100 mg/kg. Este aumento deve-se em grande parte ao
edema (aumento da permeabilidade vascular, fluido intersticial e celular) induzido pela
isquemia (Laine e Allen, 1991). O edema pdde ser observado microscopicamente
através da andlise dos cortes histolégicos de miocardio apds o infarto. As secc¢des
histologicas dos coragdes dos animais do grupo controle (salina 2mL/kg sc.) mostram a
arquitetura de um tecido cardiaco integro, com cardiomiocitos normais, sem estiramento
tecidual. Na analise histologica dos animais com os coragdes infartados, foi possivel
observar intenso infiltrado inflamatério, edema e desestruturagdo da arquitetura do
tecido cardiaco ap6s a administragdo da catecolamina.

Baseando-se nas descricdes de Rona et al., (1959), em relagdo as alteragdes
morfométricas em diferentes 6rgaos de animais submetidos ao isoproterenol, neste
trabalho foram realizadas afericdo do peso de rins, figado e pulmdes. Nas doses de
isoproterenol testadas, os pulmdes tiveram seus pesos aumentados (p<0,05), devido a
congestao ocasionada pelo infarto (Rona et al.,1959). O edema pulmonar ocorre devido
a um desbalango nas pressdes hidrostaticas de Starling (aumento da pressao diastolica
final), decorrente do infarto do miocardio. Na lesdo cardiaca, as células endoteliais dos
capilares pulmonares se encontram expostas ao aumento da pressdo microvascular

decorrente do processo inflamatério, levando ao acumulo de liquido no interior dos
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alvéolos (Yan et al., 2013). Neste trabalho foi demonstrado que o peso do figado e rins
apresentaram redugdo estatisticamente significativa a partir da administracdo de
isoproterenol em duas doses de 100 mg/kg. A redugdo do débito cardiaco originado
pelo infarto leva a congestao hepatica e menor perfusido sanguinea renal (Naschitz et al.,
1990). Os resultados obtidos neste trabalho indicam que ocorreu uma possivel necrose
nestes Orgdos, como comprovado macroscopicamente (Rona et al, 1959) e
histologicamente (Thirupurasundari, Jayalakshmi, Devaraj, 2005) em ratos infartados
por isoproterenol e também descritos por Naschitz et al. (1990) na clinica, em pacientes
com insuficiéncia cardiaca.

Com base nos resultados da padronizacdo metodologica, foi determinado que a
melhor dose de isoproterenol a ser utilizada para indu¢ao de infarto do miocardio foi a
de 100 mg/kg/dia administrada por dois dias consecutivos, com um intervalo de 24
horas entre as aplicagdes. Ao se administrar esta dose em animais entre 6 ¢ 7 semanas
de vida, observou-se baixos indices de mortalidade (aproximadamente 2%), enquanto
que o mesmo procedimento em animais mais velhos (acima de 8 semanas), a
mortalidade ultrapassou 50%. As alteracdes macroscopicas € microscopicas observadas
durante nossa padroniza¢do corroboram com os resultados obtidos por Rona et al.
(1959), onde verificou-se alteragdo no peso de 6rgdos e em cortes histologicos de

miocardio apds inducdo de infarto por isoproterenol.

O oleo essencial de Citrus aurantium ¢é composto majoritariamente por
monoterpenos, classe de substancias de elevada capacidade antioxidante (GraBmann,
2005). De fato, o limoneno, um dos componentes majoritdrios do OEC (97,8%)
mostrou-se eficaz em modelos experimentais de estresse oxidativo (Roberto et al.,
2009; Murali, Karthikeyan e Saravanan, 2013; Rehman et al., 2014). Devido ao papel
central do estresse oxidativo na génese do infarto do miocardio, este trabalho investigou
o possivel efeito cardioprotetor do OEC contra a lesdo isquémica do coragdo através de

abordagens morfologicas, bioquimicas e funcionais.

O isoproterenol, quando administrado em doses elevadas, d4 inicio a uma
sequéncia de alteracdes no miocardio, que culminam em necrose (Bloom e Cancilla,
1969). A sobrecarga de célcio intracelular produz estresse oxidativo e isquemia (Jiang e
Downing, 1990), ativando mecanismos inflamatorios (Fishbein, 1978) e apoptoticos
(Song, 2011). Dentre as alteracdes induzidas pelo infarto por isoproterenol, neste

trabalho foram observadas alteracdes cardiacas (estresse oxidativo, edema, area
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isquémica, destrui¢do tecidual, infiltrado inflamatério, aumento de CK-MB e colesterol
total), hepaticas (elevagao de AST, ALT), renais (elevacdo de ureia e creatinina) e

menor ganho de peso corporeo.

A extensdao da area infartada ¢ um determinante critico do remodelamento do
ventriculo esquerdo, insuficiéncia cardiaca e arritmias subsequentes ao infarto agudo do
miocardio. Sendo assim, a principal abordagem terapéutica do infarto agudo do
miocardio visa a normaliza¢do do fluxo sanguineo na area isquémica minimizando o
tamanho da lesdo desenvolvida e a intensidade das complicagdes subsequentes
(Braunwald, Maroko e Libby, 1974; Mewton ef al., 2011). Muitos estudos sugerem uma
relagdo direta entre mortalidade e extensdo do infarto, dado que o miocardio ndo possui
a habilidade de se regenerar (Csonka et al., 2010). No presente trabalho o isoproterenol,
administrado em duas doses de 100 mg/kg, induziu a uma pequena area de lesdo, de
aproximadamente 10% no grupo controle. Varios trabalhos demonstram a extensdo do
infarto por isoproterenol pelo método de coloracdo com TTC (Prabhu et al., 2006;
Prince, Dhanasekar e Rajakumar, 2011; Meeran, Prince e Basha, 2012). Prince (2013),
utilizando duas doses de 100 mg/kg de isoproterenol, observou uma érea de lesdo igual
a aproximadamente 50% da 4rea em risco; enquanto que autores como Li et al. (2012),
com a administracdo de isoproterenol em duas doses de 85mg/kg, encontraram uma area

de isquemia de cerca de 35%.

O aumento no peso do coragdo e VE observado em ratos infartados devem-se,
em grande parte, a0 edema induzido pela isquemia cardiaca (fluido vascular, intersticial
e celular) (Laine e Allen, 1991). O edema do miocardio promove alteragdes funcionais e
estruturais no coragdo em diferentes condi¢des patologicas (Laine e Allen, 1991; Desai
et al., 2008; Morimoto et al., 2006). Além de demarcar a 4rea em risco no infarto agudo
do miocardio, as regides edemaciadas se correlacionam com dareas de reperfusdo
microvascular prejudicada e funcdo reduzida (Manciet, ef al., 1994; Abdel-Aty et al.,
2009; Phrommintikul et al., 2010; NaBBenstein et al.,2014).

A principal fonte energética do miocardio provém de acidos graxos. Do total de
oxigénio consumido pelo tecido, 60 a 90% ¢ utilizado para oxidar acidos graxos. Sob
condi¢des anaerdbicas, como a isquemia, o musculo cardiaco estd impossibilitado de
oxidar esses substratos, resultando em um aumento nos seus niveis (Whitmer et al.,

1978). Os danos causados pelo infarto também levam a peroxidagao de fosfolipideos de
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membrana e a aumento da lipdlise (Karthikeyan, Sarala Bai e Devaraj, 2007) o que,
juntamente com a elevacao de acidos graxos livres, culmina na maior disponibilidade de
substrato para sintese de colesterol. Dessa forma, o aumento dos niveis de colesterol
sérico observado no presente trabalho resultaria desta alteracdo metabdlica induzida
pelo isoproterenol no coragdo. Entretanto, nas condi¢cdes experimentais realizadas neste
trabalho, ndo observamos aumento de triglicérides ou reducdo de HDLc sérico
observados por outros estudos no modelo de inducdo de infarto pelo isoproterenol

(Karthikeyan, Sarala Bai e Devaraj, 2007; Mohamadin et al., 2012).

Os danos hepético e renal foram observados pelo aumento sérico de AST, ALT,
ureia e creatinina, sugerindo danos extra-cardiacos induzidos pelo infarto. Danos extra-
cardiacos sdo importantes agravantes do quadro patoldgico apds o infarto do miocardio.
A disfungdo ou lesdo hepatica e renal sdo complicagdes comuns em pacientes que
sofrem infarto do miocardio (Das, Nussbaum e Leff, 1974; Lekston, Kurek e Tynior,
2009). A lesao hepatica pode ser detectada clinicamente pelo aumento do nivel sérico da
ALT, enzima que esta concentrada nos hepatocitos e no epitélio tubular renal. Os niveis
aumentados de AST e ALT refletem severidade clinica e sdo preditores independentes
de morte ap6s um [AM, em um periodo de 30 dias (Lofthus et al., 2012). O padrao de
elevacdo da AST ao longo do tempo se assemelha ao da CK-MB, com o pico ocorrendo
aproximadamente 24 horas apds o IAM. A elevagdo dos niveis séricos da ALT ocorre
entre um e 6 dias apds o infarto do miocéardio retornando aos niveis basais apds a
reducdo dos marcadores de necrose cardiaca. Estes dados sugerem que a liberagdo de
ALT pelo figado, devido a congestdo hepatica, sdo eventos decorrentes do infarto do
miocardio (Lofthus et al., 2012). De fato, alteracdes no fluxo sanguineo hepatico ou
renal secundarias a redugdo do débito cardiaco sdo consideradas como principal causa
do funcionamento inadequado destes 6rgdos (Rosin, 1961; Naschitz et al., 1990; van

Griensven et al., 1998).

A reducdo de GSH no tecido cardiaco, observada nos animais controle
submetidos ao infarto por isoproterenol, indica que houve lesdo oxidativa, com
consequente consumo do antioxidante celular, importante mecanismo de defesa contra
radicais livres. Para se proteger contra as ERO, o organismo dispde de diferentes
mecanismos antioxidantes, sejam de origem enddgena (superdxido dismutase, catalase,
glutationa) ou exdgena (vitaminas e minerais provenientes da dieta). Entretanto, o maior

removedor de perdxido de hidrogénio em células de mamiferos sdo as enzimas da
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familia da glutationa peroxidase (GPx), que contém um sitio ativo de selénio e estdo
envolvidas ndo apenas na remoc¢do de H,O,, mas também no metabolismo de
lipoperdxidos (Halliwell, 1996). A GSH, substrato da GPx, exerce efeitos antioxidantes
diretos. Suas reacdes com O, e H,O, sdo lentas, mas rapidas com radicais peroxila. E
um poderoso sequestrador de espécies reativas ao nitrogénio, como o peroxinitrito
(ONOQ) (Halliwell, 1996). Sob condigdes de estresse oxidativo, as ERO sdo reduzidas
pela GSH com a concomitante formacao de glutationa oxidada (GSSG). Em
circunstancias fisiologicas normais, a GSSG ¢ reduzida a GSH pela glutationa redutase
a custa de NADPH (Cnubben et al., 2001). Se a producdo de ERO se sobrepuser a
defesa enzimatica, causara citotoxicidade, levando a apoptose ou necrose celulares
(Kehrer, 1993). Assim como encontrado em diversos trabalhos (Kumaran e Prince,
2010; Mohamadin et al., 2012; Saravanan et al., 2013), o infarto do miocéardio induzido
por isoproterenol provocou a reduc¢do nos niveis teciduais de GSH, indicando que houve
consumo deste antioxidante para neutralizar radicais livres. Entretanto, no presente
estudo, a peroxidacdo lipidica, caracterizada pelos niveis de MDA, e a infiltragdo de
neutrofilos, indicada pela quantidade de MPO no miocérdio, encontram-se reduzidas
nos animais infartados (tween + ISO) em comparacdo ao controle (tween + salina). A
peroxidagdo lipidica esta relacionada a alteragdes na estrutura da membrana celular
(Priscilla e Prince, 2009), sendo consequéncia do desbalanco entre mecanismos pro-
oxidantes e antioxidantes. Sua elevacao ocorre devido a acdo de ERO com 4cidos
graxos poli-insaturados (Karthikeyan, Sarala Bai e Devaraj, 2007), gerando
principalmente o MDA, um produto secundério da peroxidagao lipidica (Bird e Draper,
1984). A reacdo de peroxidacdo de 4cidos graxos poli-insaturados em tecidos bioldgicos
pode ser iniciada por radicais livres (Raharjo et al., 1993). Em um processo de lesao
tecidual como o infarto, ha intenso estresse oxidativo, que pode ser determinado
indiretamente pela analise de MDA (Muzéakova et al., 2001). No modelo de infarto por
isoproterenol (Priscilla e Prince, 2009; Panda et al., 2012; Bayir et al., 2012; Zhou et
al., 2012; Lim, Ko e Kim, 2013; Saravanan et al., 2013) assim como em pacientes apds
infarto agudo do miocardio (Bagatini et al., 2011), ha elevagao dos niveis séricos deste
indicador de peroxidacdo lipidica. Neste estudo, a administracdo de isoproterenol em
doses eficazes na indu¢do de necrose cardiaca (Punithavathi e Prince, 2010) reduziu
significativamente a lipoperoxidacdo no miocardio. Apesar deste resultado
contraditorio, a reprodutibilidade do resultado deste trabalho, no que se refere a

peroxidagdo lipidica, também foi comprovada através da utilizagdo de duas outras
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metodologias de preparagdo de amostras para quantificagdo dos niveis teciduais de
MDA (Apéndice 1). Efeito semelhante foi demonstrado por Rathore, Kale e Bhatnagar
(1998), os quais avaliaram os niveis de MDA nas primeiras 12 horas apds administragdo
de duas doses de isoproterenol 300mg/kg. Os autores demonstraram pronunciada
reducdo de marcadores de estresse oxidativo a partir da sexta hora apos a 2* dose de

aplicagdo da catecolamina.

A necrose do miocardio torna-se evidente apos 24 horas do infarto. Inicialmente,
¢ acompanhada por infiltragdo neutrofilica e, posteriormente, por infiltrado linfocitico e
monocitico (Fishbein et al., 1978). Dado que a MPO ¢ uma enzima encontrada no
interior de neutréfilos, o aumento de seus niveis no tecido cardiaco, diante de uma
lesdo, ¢ esperado (Vimal e Devaki, 2004; Senthil et al., 2007; Mohamadin et al., 2012).
Porém, como verificado neste estudo, a MPO apresentou valores maiores nos animais

do grupo salina, em comparagdo aos infartados.

O infarto do miocardio induzido por isoproterenol leva a perda de fungdo
cardiaca, com redu¢do nos valores de pressdo sistolica e contratilidade do VE, assim
como aumento da pressdo diastolica e menor relaxamento do VE (Goyal et al., 2009;
Wang et al., 2009; Zhou et al., 2012). Como observado neste estudo, o isoproterenol
ndo foi capaz de induzir alteracdes cardiacas funcionais. Uma hipdtese a ser
considerada, ¢ que o isoproterenol na dose utilizada ndo induziu lesdes isquémicas
significativas no miocardio, necessarias para a quantificagdo de perda de fun¢do, como

observado na quantificagdo da porcentagem de area de lesdo.

Os resultados de area de lesdo, peroxidacdo lipidica, infiltracdo de neutrdfilos e
auséncia de queda na fungdo cardiaca, sugerem que o isoproterenol 100 mg/kg pode ter
desencadeado, simultaneamente, lesdo cardiaca e ativagao de vias cardioprotetoras no

miocardio. Uma hipotese a ser considerada, € a ativagdo da via da adenosina.

E conhecido que a ativagdo exacerbada de receptores B-adrenérgicos aumenta os

niveis de adenosina extracelular no tecido cardiaco (figura 13).
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Figura 13. Ilustracdo esquematizando a ativagdo da via da adenosina através de

exacerbada ativagdo de receptores B-adrenérgicos em musculo esquelético (adaptado de

Duarte, Menezes-Rodrigues e Godinho, 2012).
-
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AC: adenilil ciclase; MRP: proteina de resisténcia a multiplas drogas; ADO: adenosina.

A super ativagdo de receptores P-adrenérgicos leva ao incremento de AMPc
intracelular. Este incremento ¢ seguido pelo efluxo de AMPc e consequente geracdo de
adenosina extracelular por conversdo sequencial. Por sua vez, a adenosina estimula
receptores de adenosina (Aj, Ay, Az) presentes na membrana sarcoplasmatica, inibindo o
AMPc, e finalmente culminando na reducdo da contracdo da fibra (Duarte, Menezes-
Rodrigues e Godinho, 2012). A ativacdo de receptores A; no miocardio produz
bradicardia e a ativagdo de A,p contribui para a resposta vasodilatadora e hipotensora da
adenosina. Sobre os efeitos da ativagao de Aj;, ha estudos demonstrando efeitos anti-
inflamatorios e anti-infarto (Patel et al., 2009). Em estudos realizados em coracdo de
roedores, foi constatado um potente efeito cardioprotetor da adenosina contra a injiria
isquémica do miocéardio (LaMonica, Frohloff, Dobson, 1985; Headrick e Lasley, 2009).
Adicionalmente, em altas concentragdes, a adenosina age nos receptores Asa € Ajp,
inibindo a infiltracdo de neutrofilos ¢ suas fungdes efetoras como burst oxidativo,
produgdo de mediadores inflamatorios e liberagdo de granulos (Barletta, Ley e Mehrad,

2012).

Embora a hipotese de cardioprotecdo pela ativagdo de receptores -adrenérgicos

no modelo de infarto induzido pelo isoproterenol parega paradoxal, o -efeito
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cardioprotetor da ativagdo de receptores [-adrenérgicos no chamado pré-
condicionamento farmacoldgico ja ¢ bem descrito (Marais et al., 2001; Salie, Moolman
e Lochner, 2011; Salie, Moolman e Lochner, 2012). Como observado por Rona et al,,
(1959) a intensidade da lesdo cardiaca induzida pela administracdo de isoproterenol ¢é
significativamente atenuada em altas doses da catecolamina. De fato, durante a
padronizacdo do protocolo de indugdo do infarto no presente trabalho observamos que
uma dose de 200 mg/kg nado foi capaz de induzir o edema no miocardio evidenciado na

dose unica de isoproterenol 150 mg/kg (dados ndo mostrados).

Neste trabalho observou-se que o pré-tratamento com propranolol (antagonista
B-adrenérgico) na dose de 10 mg/kg ndo evitou o dano cardiaco induzido pelo
isoproterenol. Por outro lado, o farmaco preveniu o dano no figado, observado pelo
menor aumento no nivel de enzimas hepaticas. Embora o figado tenha sido poupado
pela administragdo de propranolol, os danos renais foram intensificados. Em condigdes
de diminui¢dao do volume efetivo intravascular e insuficiéncia cardiaca descompensada,
ha aumento de ureia e creatinina séricas (Abensur, 2011). Saygitov, Glezer e Semakina
(2010) observaram que ap6s um IAM, pacientes apresentam elevacdo dos niveis séricos
de ureia e creatinina. O aumento significativo em relacdo ao controle, destes marcadores
de dano renal, sugere que o propranolol levou a um agravo na insuficiéncia renal aguda
induzida pelo infarto. Apos 5 dias de tratamento com propranolol, observou-se elevagdo
da PAM. A redugdo do débito cardiaco induzida pelo propranolol em individuos
normotensos ¢ mediada pela redugdo de volume sistélico (Ulrych et al., 1968). Apesar
desta reducdo, a pressao arterial ¢ elevada, pois o propranolol leva ao aumento da
resisténcia periférica total (Frolich, 1968). Apds 24 horas da segunda administragdo de
isoproterenol, entretanto, foi observada queda de PAM, demonstrando que ocorreu lesdo
cardiaca. O infarto do miocardio acarreta em reducdo de débito cardiaco, levando a
consequente queda de PA (Goyal ef al., 2009). Com a finalidade de manter-se a PA
necessaria a vida, ¢ ativado o sistema renina-angiotensina-aldosterona (Wexler e
McMurtry, 1983). Em estudo realizado por Wexler, Kittinger e Schreiber (1965), o
aumento nos niveis séricos de aldosterona, assim como a hipertrofia do cortex da
adrenal foi observado em animais submetidos ao infarto por isoproterenol (500 mg/kg).
Por meio de cortes histologicos e dosagem de aldosterona e outros hormdnios
esteroides, a elevacdo no peso de adrenais foi associada ao aumento na liberacao de

aldosterona pelas glandulas, ocorrida no 2° dia apds o infarto. Portanto, o aumento no

58



peso de adrenais observado neste trabalho, no grupo tratado com propranolol, pode ser
devido a hipertrofia decorrente da grande produgdo de aldosterona em resposta a queda
de PA induzida pelo infarto. Assim como ocorreu nos animais controle infartados, o
pré-tratamento com propranolol ndo evitou a queda de GSH; pelo contrario, intensificou
sua reducdo. Adicionalmente, os niveis de MDA ndo apresentaram diminui¢do apos o
infarto, sugerindo que o propranolol, sendo um antagonista B-adrenérgico, pode ter
reduzido a ativagdo de P-adrenoceptores, podendo ter reduzido, consequentemente, a
ativacao da via protetora da adenosina. O maior consumo de GSH pelos cardiomidcitos
parece ter sido suficiente para impedir o aumento de MDA no tecido cardiaco, apesar da
menor cardioprotecao. Pela acdo conferida pelo propranolol, o dano cardiaco deveria ter
sido significativamente menor em relagdo ao grupo controle. Porém, o fato de se ter,
possivelmente, inibido em parte a ativagao da via da adenosina, o pré-tratamento com

propranolol foi capaz de exacerbar os danos induzidos pelo infarto.

A anlodipina administrada por 7 dias, na dose de 5 mg/kg nao impediu a
formagdo de edema cardiaco nem reduziu significativamente a area de lesdo decorrente
da administragdo de isoproterenol, em relagdo ao controle. Por outro lado, o bloqueador
de canais de Ca”" foi capaz de inibir o aumento dos niveis séricos de colesterol total e
do marcador de necrose miocardica CK-MB, cujo pico ocorre aproximadamente apos
24 horas do inicio do infarto (Lofthus et al., 2012). Juntamente com os valores
reduzidos de MPO e MDA, pode-se concluir que a anlodipina minimizou
significativamente a lesdo cardiaca. A reducdo de MDA e o aumento de GSH em
relagdo ao controle, podem ser explicados pela acdo que o bloqueador de canais de
calcio exercem na célula cardiaca. Ao bloquear estes canais, o cardiomiocito reduz a
contratilidade, produzindo menos ATP, e consequentemente, ocorrera menos produgao
de radicais livres provenientes da respiracdo mitocondrial, havendo menor consumo de
GSH e menor peroxidagdo lipidica. E possivel que a cardioprotegdo apresentada pela
anlodipina tenha sido por reducao do influxo de calcio nos cardiomidcitos ou ainda
devido ao aumento no fluxo sanguineo para o miocardio (vasodilatacao arterial) (Derosa
e Maffioli, 2011). Diferentemente do propranolol, a ativagdo da via da adenosina nao foi
inibida pela anlodipina, ja que esta via ¢ independente de célcio. O aumento na pressao
arterial causado pelo pré-tratamento com o bloqueador de canais de célcio pode ser
decorréncia da resposta a queda de PA induzida pela anlodipina, um vasodilatador

periférico (Derosa e Maffioli, 2011). A reducdo de PA leva a ativagdo de um
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mecanismo compensatorio para manté-la em niveis adequados (Nakaya, Schwartz e
Millard, 1983; Hoshide et al., 2005). O sistema de baroreflexo ¢ ativado, pela inducao
de taquicardia sinusal, mediada pelo aumento no tonus simpatico (Fujisawa et al., 2009;
Ishizaka et al., 2009). O aumento na frequéncia cardiaca leva ao consequente aumento
de PA. Por outro lado, ap6s 24 horas da segunda administracdo de isoproterenol, foi
observado queda da PA, decorrente da reducao no débito cardiaco induzido pela lesdao

(Goyal et al., 2009).

O pré-tratamento com OEC durante 7 dias ndo evitou os danos induzidos pelo
ISO. Comparando-se ao grupo controle, as alteragdes decorrentes da isquemia cardiaca
no grupo OEC foram semelhantes. Porém, os danos extra-cardiacos (aumento no peso
de pulmdes e rins) foram pronunciados. Adicionalmente, o pré-tratamento com o OEC
per se causou elevacdo no peso do figado sugerindo, apesar de ndo ter havido aumento
nas enzimas hepaticas, que o OEC possui algum efeito sobre o figado, necessitando
maior investigagdo. Além do aumento no peso de pulmdes e rins, o OEC também nao
evitou a elevacao no peso das adrenais, causada pela queda do débito cardiaco. O OEC
administrado durante 7dias ndo alterou os niveis de colesterol per se ou induzido pelo
isoproterenol. Entretanto, em estudo realizado por Costa et al. (2013), o tratamento do
OEC na dose de 50 mg/kg durante 14 dias em camundongos promoveu reducdo dos
niveis séricos de colesterol total. Um periodo maior de pré-tratamento com o OEC
talvez seja suficiente para observar-se redu¢do dos niveis de colesterol total. Juntamente
a estes dados, o modelo de infarto por isquemia in vitro corrobora a auséncia de efeitos
cardioprotetores do OEC na dose de 250 mg/kg, administrado durante 7 dias antes e
concomitantemente a inducdo de infarto por isoproterenol. Em comparacdo as
alteracdes decorrentes do infarto no grupo controle, os resultados obtidos sobre o efeito
do OEC no infarto do miocardio sugerem que este composto natural exerce atividade no
musculo cardiaco. A elevagdo no peso dos orgaos supracitados infere que o OEC pode

ter reduzido a cardioprotecao conferida pela ativagao da via da adenosina.

A sinalizagdo de receptores [-adrenérgicos ¢ reduzida pela ativacdo de
receptores para adenosina no miocardio e em outros tecidos como a musculatura
esquelética (LaMonica, Frohloff, Dobson, 1985; Duarte, Menezes-Rodrigues, Godinho,
2012). Em conjunto, nossos resultados sugerem que o isoproterenol 100 mg/kg tenha
promovido um efeito dual através da ativagdo de fatores que induzem lesdes no

miocardio e também ativacdo de vias cardioprotetoras que atenuaram as lesdes
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induzidas pelo isoproterenol. Embora esta hipotese ndo prejudique as conclusdes deste
trabalho, o emprego de doses de isoproterenol menores que 100 mg/kg ¢ sugerido para a
continuidade deste estudo. Futuros estudos sdo necessarios para elucidacao das

alteracdes decorrentes da administragdo de isoproterenol observadas neste trabalho.

6. CONCLUSAO

Nosso estudo revelou que o OEC na dose de 250 mg/kg administrado por 7 dias

ndo exerce efeito cardioprotetor nos dois modelos de infarto do miocérdio testados.

7. DIFICULDADES ENCONTRADAS

A analise histologica proposta ndo foi realizada devido a problemas encontrados
durante a manufatura das laminas. A analise do grau de injaria, de acordo com as
alteracdes microscopicas, foi prejudicada, ndo sendo possivel estabelecer correlacio
entre grau de necrose tecidual e indicadores teciduais e séricos de lesdo isquémica do

miocardio, como nivel de peroxidag¢do lipidica e infiltragdo neutrofilica.

8. PERSPECTIVAS

A padronizacido dos modelos de infarto do miocardio abre portas para o teste, em
nosso laboratdrio, de diversos extratos de plantas de potencial efeito cardioprotetor. Na
dose utilizada, o OEC nao foi efetivo como agente cardioprotetor, porém, a avaliacdo do
OEC em doses superiores ou sua administragdo por periodos maiores deve ser
incentivada, assim como a avaliacdo do efeito de seus componentes majoritarios em

modelos de infarto.
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APENDICE 1

Determinagdo de peroxidagdo lipidica pelos protocolos de Ohkawa, Ohishi e Yagi

(1978) e Rozemberg et al. (2006), em VE de ratos Wistar machos.

O ventriculo esquerdo de ratos submetidos ao infarto por isoproterenol foi
utilizado para determina¢do de peroxidacdo lipidica. A figura I mostra a concentragao

de MDA, utilizando-se dois diferentes protocolos de determinagao do composto.

Figura I. Diferentes protocolos utilizados para determinacdo de malondialdeido em

ventriculo esquerdo de ratos Wistar machos, submetidos ou ndo ao infarto por

isoproterenol.
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Meédia + e.p.m. A: determinagdo de MDA de acordo com protocolo de Ohkawa, Ohishi e Yagi,
1978. ns: sem diferenga estatisticamente significativa. B: determinagdo de MDA de acordo com
protocolo de Rozemberg et al., 2006; ***p<0,001, teste t ndo emparelhado.

No método de Ohkawa, Ohishi e Yagi (1978) (figura IA) ndo € possivel observar
diferenca significativa entre os grupos tratados com salina ou isoproterenol (p>0,05).
No outro método (figura IB), o VE dos animais com indu¢do de infarto apresentaram

reducdo significativa na concentragdo de MDA (p<0,05).
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APENDICE 2

Afericdo de pressdao arterial caudal sistdlica e diastolica de ratos Wistar machos pré-
tratados com tween 80 8%, OEC (250 mg/kg), propranolol (10 mg/kg) ou anlodipina (5
mg/kg), durante 7 dias com inducdo de infarto do miocérdio por isoproterenol (2x100

mg/kg).

A pressao arterial caudal sistolica e diastolica apresentaram aumento no decorrer
do pré-tratamento apenas nos animais pré-tratados com propranolol e anlodipina. Apos
as duas doses de isoproterenol (100mg/kg) no 6° e 7° dias, a pressdo sistdlica e
diastdlica voltaram aos niveis iniciais. O pré-tratamento com tween ou OEC durante 7

dias ndo causou qualquer altera¢do na PA (figura II).

Figura II. Pressao arterial sistdlica e diastolica (caudal) entre animais com inducao de

infarto por isoproterenol, durante o periodo de tratamento.
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Meédia + erro padrao da média. Letras iguais: sem diferenca estatisticamente significativa; letras
diferentes: p<0,05 ANOVA seguido de Tukey entre mesmo grupo de tratamento. *p<0,05
ANOVA seguido de Dunnett (tratamentos vs. controle) no primeiro dia de tratamento; nos
demais dias, ndo houve diferenga estatisticamente significativa. I: afericdo da pressdo no
primeiro dia de tratamento; 6d: afericdo da pressao 6° dia de tratamento; M: afericdo da pressao
antes da eutanasia.
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APENDICE 3
Padronizag¢do do modelo de infarto por isoproterenol

ApoOs 24 horas da 2* dose de isoproterenol, a necrose foi evidente no apice

cardiaco, que apresentou areas palidas esbranquig¢adas e notavel edemaciamento (figura

).

Figura III. Imagens fotografadas por camara digital, de coracdo de ratos Wistar

machos, apds administracdo de salina ou isoproterenol.
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A: salina 2ml/kg sc.; B: duas doses de 100mg/kg de ISO sc.

O peso do coragdao ¢ VE aumentaram significativamente apos a administragao

das doses de 2x85 mg/kg e 2x100 mg/kg (figura IVA, B).
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Figura IV. Peso relativo do coracdo (A) e ventriculo esquerdo (B) em ratos submetidos

as diferentes doses de isoproterenol.
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A: peso relativo do coragdo; B: peso relativo do ventriculo esquerdo. Dados representados como
média = e.p.m. Simbolo * representa diferenca estatistica (p<<0,001) entre grupos infartados e
salina (ANOVA seguido de Dunnett). SAL: animais que receberam salina 2ml/kg; ISO:
isoproterenol.

As secgOes histologicas dos animais do grupo controle (salina 2ml/kg sc.)
mostram a arquitetura de um tecido cardiaco integro, cardiomiocitos normais, sem
estiramento. Na analise histologica dos animais infartados, foi possivel observar intenso
infiltrado inflamatorio, edema e desestruturacdo da arquitetura do tecido cardiaco apds a

administracdo da catecolamina (figura V).
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Figura V. Cortes histoldgicos da zona apical do VE de ratos submetidos ou ndo ao

infarto por diferentes doses de isoproterenol, corados em HE.

Fotografias de cortes histologicos observados em microscopia de luz. A: grupo salina 2ml/kg sc (Grau de
injaria 0); B: grupo ISO 2x85mg/kg sc. (Grau de injuria +); C: grupo ISO 2x100mg/kg (Grau de injiria
++). Aumento de 10x. M — Midcito; Inf — infiltrado inflamatorio; E — edema intersticial.

Nas doses de isoproterenol testadas, os pulmoes tiveram seus pesos aumentados

(p<0,05). Figado e rins apresentaram reducdo estatisticamente significativa de peso na
dose de 2x100 mg/kg (tabela I).
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Tabela I. Peso relativo de o6rgdos de ratos Wistar machos, que receberam diferentes
doses de isoproterenol (n=5).

Tratamento sc. Pulmoes Figado Rins

Salina 2mL/kg 0,006+0,0001  0,048+0,001 0,0098+0,00024
ISO 2x85mg/kg 0,007+0,0005*  0,048+0,001 0,0092+0,00023

ISO 2x100mg/kg  0,007+0,0002*  0,043+0,0006*  0,0090+0,00019*

Meédia £+ e.p.m. * p < 0,05 ANOVA seguido de Dunnett vs. salina.
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