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RESUMO

O infarto agudo do miocardio (IAM), definido como a morte do musculo cardiaco decorrente
de isquemia, ¢ um dos diagndsticos mais comuns em pacientes hospitalizados nos paises
industrializados. Para se estudar efeitos de drogas sobre a injaria miocardica decorrente de
IAM, um dos modelos experimentais bastante utilizado ¢ a inducdo de infarto do mocardio
(IM) com administragdo de isoproterenol em ratos, uma vez que esta substancia causa uma
lesdo miocardica semelhante a observada em IAM nos humanos. Nesse estudo o o6leo
essencial de Alpinia zerumbet, na dose de 100 mg/kg de peso, administrado por catroze dias
consecutivos, foi avaliado no infarto do miocéardio induzido por isoproterenol (150 mg/kg de
peso do animal) em ratos wistar. A injuria miocardica induzida pelo isoproterenol foi indicada
pela elevacdo de marcadores de injiria miocardica, como TGO e troponina I, reducdo dos
niveis de catalase e glutationa, bem como por alteragdes histopatoldgicas avaliadas no apice
do ventriculo esquerdo. Avaliou-se ainda a mortalidade, os niveis de hemoglobina, contagem
de leucdcitos e neutrofilos e niveis de marcadores da fungdo renal. O pré-tratamento com o
0leo essencial de Alpinia zerumbet apresentou efeitos protetores no infarto do miocardio
induzido por isoproterenol em ratos, uma vez: atenuou as elevacdes de TGO e troponina I;
atenuou a elevagdo do nimero de neutréfilos; preservou os niveis de catalase no miocardio e
preservou os niveis de glutationa no miocardio. No entanto, ndo exerceu efeitos sobre:
mortalidade, variagdo do peso dos animais; niveis séricos de TGP; niveis séricos de
hemoglobina e contagem de leucécitos; niveis séricos de marcadores da funcdo renal;
alteragdes histopatologicas no apice do ventriculo esquerdo. Os provaveis mecanismos de
acdo responsaveis pelos efeitos benéficos deste 6leo em reduzir o grau de injuria miocardica
neste modelo experimental podem estar relacionados a propriedades antioxidantes e em
aumento dos niveis de 6xido nitrico.

Palavras-chave: infarto do miocardio, isoproterenol, Alpinia zerumbet



ABSTRACT

Acute myocardial infarction (AMI), defined as death of the cardiac muscle after an ischemic
process, is worldwide known for its frequent diagnosis within hospitalized patients in modern
industrialized countries. Myocardial infarction induced by isoproterenol (ISO) in rats is a very
useful assay to study the effect of drugs on myocardial injury as a result of AMI, once its
administration is responsible for a post-infarction human-like myocardial lesion. In this study,
essential oil of Alpinia zerumbet (EOAZ), at a dose of 100 mg / kg, administered for fourteen
consecutive days, was assessed in myocardial infarction induced by ISO (150 mg / kg
bodyweight) in Wistar rats. The myocardial injury induced by ISO was indicated by elevated
markers of myocardial injury, such as AST and troponin I, reduced levels of catalase and
glutathione, as well as histopathological changes evaluated at the apex of the left ventricle. It
was also evaluated mortality, hemoglobin levels, leukocyte and neutrophil counts and levels
of markers of renal function. Pretreatment with the EOAZ showed protective effects on
myocardial infarction induced by isoproterenol in rats, as attenuated the elevation of AST,
Troponin I, attenuated the increased number of neutrophils; preserved the levels of catalase in
the myocardium and preserved glutathione levels in the myocardium. However, do not exert
any effects on mortality, weight variation of animals, serum ALT, serum levels of hemoglobin
and white blood cell count, serum markers of renal function, histopathological changes in left
ventricular apex. The probable mechanisms of action responsible for the beneficial effects of
this oil in reduce the degree of myocardial injury in this experimental model may be related to
antioxidant properties and increased levels of nitric oxide.

Key —words: myocardial infarction, isoproterenol, Alpinia zerumbet
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1. INTRODUCAO
1.1. Infarto Agudo do Miocérdio
1.1.1. Historico

O infarto agudo do miocéardio (IAM) ¢ conhecido como causa de morte desde o
inicio do século XIX. Inicialmente considerado uma entidade clinica imediatamente fatal, no
inicio do século XX foi descrito que nem sempre esse evento causava morte subita, que os
sintomas sdo mais pronunciados quando a oclusdo ¢ aguda e que podia complicar-se com
formac¢do de aneurisma ventricular e ruptura miocardica. Na primeira metade do século XX, o
tratamento prescrito era, sobretudo, o repouso, com relatos de uso de digitalicos para
pacientes com quadro de congestdo pulmonar, cafeina e canfora na prevengao e tratamento da
hipotensao, sincope e bloqueios de conducao cardiacos e morfina para o alivio da dor. Nas
décadas de 1960 e 1970 assistiu-se ao avanco do uso de agentes fibrinoliticos para a
dissolugdo do trombo causador do IAM (FLETCHER et al., 1958; BRAUWALD, 1998;
SARMENTO-LEITE, 2001).

A angioplastia coronariana transluminal percutanea surgiu como procedimento
alternativo frente as limitacdes do uso de agentes tromboliticos na terapéutica de reperfusdo
miocardica. O procedimento foi amplamente difundido na década de 1990, por reduzir a
incidéncia da isquemia recorrente, da reoclusdo por um novo trombo e da reestenose do vaso
(SARMENTO-LEITE, 2001). A introdu¢dao do uso de “stent’” foi responsavel por uma
grande mudanca na era da reperfusdo por cateter nos casos de IJAM. O uso deste método
propiciou, mais ainda que a angioplastia por meio de cateter baldo, diminuicdo da reestenose e
de novas intervengdes (SURYAPRANATA et al., 1998).

Além do desenvolvimento do tratamento intervencionista para casos de IAM, a
evolucdo do tratamento farmacologico foi fundamental para a reducdo do dano isquémico
miocardio e recuperacdo funcional do musculo cardiaco. Dentre os farmacos de maior
importancia nesse contexto temos os agentes antiplaquetarios, incluindo aspirina, derivados
tienopiridinicos e inibidores da glicoproteina IIb/Illa, heparina, nitratos, betabloqueadores,
bloqueadores do sistema regina-angiotensina-aldosterona e estatinas (ANDRADE et al.,

2009).
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1.1.2. Epidemiologia

O IAM, definido como a morte do musculo cardiaco decorrente de isquemia, ¢ um
dos diagnosticos mais comuns em pacientes hospitalizados nos paises industrializados. Nos
EUA, cerca de 650,000 pacientes apresentam um primeiro IAM, enquanto 450,000
apresentam um episddio recorrente de IAM a cada ano. A taxa de mortalidade em trinta dias ¢
de aproximadamente 30%, com mais de metade dessas mortes ocorrendo antes que o paciente
chegue ao hospital. Embora a taxa de mortalidade apds a admissao por IAM tenha declinado
aproximadamente 30% nas Ultimas duas décadas, cerca de 4% dos pacientes que sobrevivem
a hospitalizagdo inicial morrem no primeiro ano apos o evento isquémico. A sobrevida ¢
acentuadamente reduzida nos pacientes acima de 75 anos (ANTMAN, 2005). O seu
crescimento acelerado em paises em desenvolvimento representa uma das questdes de satde
publica mais relevantes da atualidade (WHELTON et al., 1995). A modalidade mais
frequente de parada cardiorrespiratoria nas primeiras horas do IAM ¢ a fibrilagao ventricular
(MYERBURG; CASTELLANOS, 2001).

Cerca de 10% dos IAM ocorre em individuos com menos de 40 anos de idade,
enquanto 45% sdo observados em individuos com menos de 65 anos. Negros e brancos
costumam ser igualmente afetados, e ha maior incidéncia em homens do que em mulheres.
Com exce¢do daquelas que apresentam alguma condigdo aterogé€nica predisponente, as
mulheres sdo notavelmente protegidas contra o IAM durante a vida reprodutiva. Apos a
menopausa, o risco de IAM no sexo feminino tende a se igualar ao do sexo masculino pela
cessagdo na produgdo dos hormdnios ovarianos € a conseqiiente perda da prote¢do vascular

(ANDRADE, 2001).

1.1.3. Patogenia

O IAM ocorre predominantemente em virtude da reducdo da perfusido coronariana
em relagdo a demanda do miocardio devido, em grande parte, a uma complexa altera¢ao
dindmica entre obstrucdo coronariana, trombose intraluminal que se superpde a ruptura de
uma placa aterosclerdtica, agregacdo plaquetaria e vasoespasmo. A estimulagdo adrenérgica,
ocasionando hipertensdo sist€émica ou vasoespasmo local, pode agravar este processo. As
rupturas de placas aterosclerdticas ocorrem mais frequentemente em ateromas
moderadamente estenoéticos, lesdes que comprometem cerca de 50 a 75% da luz do vaso
coronariano, ricos em lipidios. Com base em autopsias, na taxa de sucesso do tratamento com

trombolise ou angioplastia, e em estudos angiograficos no seguimento de pacientes tratados
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por um desses métodos, estabeleceu-se a seqiiéncia mais comumente observada na obstrucao
arterial coronariana (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2009).

Primeiramente, ocorre uma alteragdo subita na morfologia de um ateroma,
causando hemorragia no interior da placa, erosdo, ulceras, ruptura ou fissuras. As plaquetas
iniciam os processos de adesdo, agregacao, ativagao e liberacdo de agentes agregadores, como
fatores plaquetarios 3 e 4, tromboxano A2 e serotonina, tendo como estimulo a interacdo com
o conteudo necrdtico da placa e com o coldgeno subendotelial. A agregacao plaquetéria e os
mediadores liberados estimulam ainda o vasoespasmo. A ativacdo da via extrinseca da
coagulagdo por outros mediadores também contribui com o aumento do trombo.
(ANDERSON, 2008).

A oclusio de uma artéria coronaria ocasiona profundas conseqiiéncias
morfolédgicas, bioquimicas e funcionais. Resulta em isquemia e potencialmente morte celular
em toda regido anatdmica suprida pela artéria, mais pronunciadamente no subendocardio
(KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2009).

O TIAM pode ser caracterizado como transmural ou como subendocérdico. No
IAM transmural, a necrose envolve a totalidade ou quase totalidade da parede ventricular,
irrigada por uma Unica artéria coronaria. Esse tipo de IAM geralmente ocorre por doenga
aterosclerotica. No IAM subendocardico, a necrose se limita ao tergo inferior ou, no maximo,
a metade da parede ventricular, podendo se estender lateralmente, além do territdrio vascular
de uma Unica corondria. Neste tipo, o ITAM pode ocorrer em situagdes de aumento da demanda
miocardica, sem doenga aterosclerotica associada, como estenose adrtica grave.

Mesmo com a profunda relagao entre o IAM transmural e a trombose por ruptura
de placa ateromatosa, cerca de 10% dos casos tem associagdo com outros fatores como:
vasoespasmo associado ou ndo ao uso de cocaina (SMITH, 1987; LANGE, 2003); émbolos
originados do atrio esquerdo associados a fibrilagao atrial (MARTINEZ et al., 1994); émbolos
oriundos das valvas mitral ou aortica, em casos de endocardite vegetante; émbolos paradoxais
originados no coracdo direito ou em veias periféricas que passam a circulagcdo sistémica
através de uma comunicacdo entre camaras direitas e esquerdas (CARANO et al., 2004);
mecanismos ndo esclarecidos, como vasculite de pequenos vasos coronarianos intramurais,

hemoglobinopatias e deposic¢ao de proteina amildide na parede vascular .
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1.2. Lesao celular isquémica

A compreensao dos mecanismos da injuria miocardica tem sido o objetivo de
muitos estudos devido a sua elevada relevancia no diagnostico e tratamento de pacientes
portadores de doenga arterial coronariana (BUJA; ENTMAN, 1998).

A isquemia € o tipo mais comum de lesdo celular e traduz uma situacdo na qual o
suprimento de oxigénio e nutrientes ¢ ineficiente para atender as demandas teciduais,
normalmente devido a diminui¢do do fluxo sanguineo, em virtude de uma obstru¢do mecanica
no sistema arterial ou aumento da demanda energética do tecido (KUMAR; ABUL, 2000).

A maior parte da energia utilizada pelos mamiferos ¢ derivada, principalmente, do
metabolismo celular aerébico que, por meio da fosforilagao oxidativa nas mitocondrias, gera
moléculas de adenosina trifosfato (ATP). Em situagdes nas quais h4 baixo suprimento de
oxigénio, como no IAM, a fosforilagdo oxidativa cessa rapidamente e o ATP passa a ser
sintetizado principalmente por meio da glicolise anaerdbica. Essa via de produgdo energética,
por sua vez, nao gera ATP em quantidade suficiente para atender adequadamente a demanda
celular, resultando no consumo dos estoques de ATP e de creatina-fosfato. Quando
perpetuada, pela continua deplecdo de oxigénio, ha producdo de grandes quantidades de
lactato e ions H+, com conseqiiente redugcdo do pH intracelular. Na medida em que os
estoques de glicogénio sao consumidos, a velocidade da glicdlise diminui, o que contribui
ainda mais para a deple¢do de ATP (JENNINGS; REIMER, 1981).

Em virude do importante déficit energético, inimeras alteracdes intracelulares
ocorrem, dentre os quais os disturbios da homeostase i0Onica celular, que se processam
precocemente (GROOT; RAUEN, 2007). Com um substancial declinio dos niveis de ATP, e
consequente reducio da atividade da bomba de Na'/K" ATPase ha conseqiiente aumento da
concentracdo de Na+ intracelular e do efluxo de K+ para o meio extracelular (BUJA, 2005).
O influxo de Na" é acompanhado pelo influxo de CI e, conseqiientemente, por ganho
isosmotico de agua, o que resulta em edema celular. A acentuada concentragio de Na'
intracelular causa mudanca na atividade normal do trocador Na'/Ca™ que, ao invés de
propiciar influxo de Na’ e efluxo de Ca’, passa a agir de forma inversa, aumentando a
concentracdo de Ca™" intracelular (DONG et al., 2006; FIOLET; BAARTSCHEER, 2000).
Outros mecanismos também contribuem para o aumento da concentragdo de Ca™ intracelular,
como a reducio das atividades de bombas de Ca’™ presentes na membrana plasmatica e no
reticulo sarcoplasmatico.

O Ca"" exerce importantes fun¢des no desenvolvimento da injuria celular, como

ativacdo de fosfolipases, principalmente fosfolipase A2, proteases, endonucleases, ATPases e
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dano mitocondrial, resultando em queda mais acentuada da producdo energética, além da
liberacao de proteinas pré-apoptoticas aprisionadas entre as membranas mitocondrias externa
e interna (GROOT; RAUEN, 2007; FIOLET; BAARTSCHEER, 2000; DONG et al., 2006).

Durante os primeiros minutos de isquemia, alteragdes morfoldgicas e metabolicas
podem ser revertidas caso o suprimento sanguineo seja restaurado. Contudo, quando a
isquemia perdura continuamente por cerca de vinte a trinta minutos, as células desenvolvem
lesdes irreversiveis e progridem para morte celular (FERDINANDY; SCHULZ; BAXTER,
2007). A caracterizacdo do momento em que a injiria passa a ser irreversivel ¢ fruto de
muitas discussdes entre autores (MANJO; JORIS, 1995). Kroemer et al (2009) propde que a
célula deve ser considerada morta quando pelo menos um dos seguintes critérios
morfolégicos e moleculares ¢ observado: perda da integridade da membrana celular;
fragmentacdo celular em discretos fragmentos, muitas vezes definidos como corpos
apoptoéticos; ingestio da célula ou de seus fragmentos por outra célula adjacente..

Existem dois padrdoes morfoldgicos basicos de injuria celular que culmina em
morte celular. Um deles ¢ acompanhado por tumefac¢do celular, resultando em morte por
necrose ¢ outro se desenvolve por reducdo do volume celular, morte por apoptose
(EDINGER; THOMPSON, 2004).

A necrose € o principal tipo de morte celular decorrente de isquemia. Embora
historicamente considerada uma forma de morte celular desorganizada, evidéncias recentes
demonstram que a necrose pode ser regulada por uma série de vias de transdugdo de sinais e
mecanismos catabdlicos variados. Isso ¢ suportado pelo fato de que quando sdo inibidos
eventos essenciais da apoptose e da autofagia, pode-se induzir a morte celular por necrose.
(GOLSTEIN; KROEMER, 2007; KROEMER et al., 2009).

Morfologicamente a necrose se manifesta por aumento do volume celular, razdo
pela qual muitos autores propde o resgate do termo oncose, que significa tumefagdo, edema
de organelas citoplasmaticas, ruptura da membrana plasmatica e conseqiliente extravasamento
de contetdo citoplasmatico, que leva a uma reagdo inflamatdria local (KROEMER et al.,
2009; EDINGER; THOMPSON, 2004; TRUMP et al., 1997). No caso do IAM, essas
alteracdes histologicas que caracterizam a necrose miocardica s6 se tornam aparentes cerca de
quatro a doze horas ap6s o evento isquémico. Contudo, em virtude da perda da integridade da
membrana plasmatica, enzimas e proteinas cardiacas especificas, como CK-MB e troponinas,
extravasam do cardiomidcito com aumento de suas concentragdes séricas, podendo ser

detectadas cerca de duas horas ap6s o IAM (KUMAR; ABUL, 2000).
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Apesar da morte celular no IAM ser predominantemente por necrose, estudos
recentes indicam que algumas células podem desenvolver morte celular por apoptose,
principalmente durante os primeiros minutos do insulto ou quando ha reperfusdo (BUJA;
ENTMAN, 1998). O grau de redug@o dos niveis de ATP tem sido considerado um importante
fator nesse aspecto, uma vez que para haver apoptose € necessario estoque de ATP, pois
envolve complexas seqiiéncias de reagdes enzimaticas (LEIST et al., 1997, BUJA, 2005;
EDINGER; THOMPSON, 2004).

A reperfusdo, ou seja, a restauracdo do fluxo sanguineo ao 6rgdo isquémico ¢
fundamental para garantir a sua viabilidade e fun¢do, bem como para prevenir lesdes celulares
irreversiveis, principalmente quando esta ocorre rapidamente apos o inicio da isquemia
(ELTZSCHIG; COLLARD, 2004). Contudo, a reperfusdo pode provocar danos adicionais
aqueles decorrentes da isquemia. Esses danos ocorridos apds o inicio da reperfusdo consistem
na lesdo por isquemia e reperfusdo e sdo clinicamente importantes, pois estdo envolvidos em
varias situacdes clinicas como transplantes de orgdos, angioplastia coronariana, terapias
tromboliticas e cirurgias cardiovasculares (CARDEN; GRANGER, 2000).

Quando se inicia a reperfusdo, novos mecanismos lesivos podem ser ativados, que
embora ainda ndo completamente compreendidos, provavelmente incluem o aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), o aumento da concentragdo de Cat+
intracelular, uma reacdo inflamatodria aguda e disfuncao endotelial e microvascular (KUMAR;
ABUL, 2000; ELTZSCHIG; COLLARD, 2004; VERMA et al., 2002; DIRKSEN et al.,
2007).

Durante a lesdo por isquemia e reperfusdo, a formagcdo de ERO por células
endoteliais e parenquimatosas do tecido isquémico e por leucocitos infiltrados no tecido ¢
acentuada (BUJA, 2005). Outro fator que exacerba o dano causado pelas ERO ¢ o fato de que
mecanismos antioxidantes, como a agdo das enzimas superdxido desmutase (SOD), catalase
(CAT) e glutationa, estdo comprometidas pelo periodo de isquemia. A agdo das ERO ¢ de
particular importancia, pois pode explicar praticamente todos os outros mecanismos de injlria
por reperfusdo (ZWEIER; TALUKDER, 2006). Acentua o influxo de Ca++ por meio da
inibi¢do da ATPase de Cat no reticulo sarcoplasmatico e inibicdo da Nat+/K+ ATPase
levando ao aumento da concentragdo de Na+ e conseqliente aumento do influxo de Ca++.
Além disso, as ERO causam peroxidacdo dos lipidios da membrana plasmatica, com
conseqliente aumento da permeabilidade e influxo de Ca++(ZWEIER; TALUKDER, 2006;
DONG et al., 2006). Provocam ainda quimiotaxia de neutrofilos, fontes de producao de mais

ERO (VERMA et al., 2002). Dessa forma, muitos mecanismos propostos para lesdo causada
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pela reperfusao estdo interligados e envolvem muitos eventos de amplificagdo dos mesmos
(GROOT; RAUEN, 2007).

Apoés a restauracdo do fluxo sanguineo para o tecido isquémico, uma reposta
inflamatoria ¢ desencadeada devido a liberacdo de citocinas e outros mediadores inflamatdrios
produzidos durante o periodo de isquemia. Esta resposta pode ser tdo intensa em alguns casos,
que pode resultar no desenvolvimento da sindrome da resposta inflamatoria sist€émica (SIRS)
ou na sindrome da disfun¢do multipla dos 6rgdos, as quais representam cerca de 30 a 40% das

causas de mortalidade em unidades de terapia intensiva (ELTZSCHIG; COLLARD, 2004).

1.3. Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ¢ definido como uma lesdo celular acarretada pela produgao
aumentada ou remocgao insuficiente de moléculas altamente reativas derivadas do oxigénio e
do nitrogénio (KAO et al., 2010).

ERO e espécies reativas de nitrogénio (ERN) sdo denominadas radicais livres por
possuirem elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia, o ultimo nivel de
distribuicdo eletronica do atomo. A oxidacdo ¢ parte fundamental da vida aerdbica e do
metabolismo celular, logo, a formac¢do de ERO e ERN ocorre tanto em disfungdes organicas
como em condicdes fisioldgicas. No organismo, os radicais livres encontram-se envolvidos
em diversos processos metabolicos como na produgdo de energia, fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias biologicas
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Estudos sugerem que a principal causa de geracdo endogena de ERO advem da
atividade de doencas metabolicas, podendo ainda ser geradas por estimulos ambientais,
citocinas, radiacdo ultravioleta (UV), agentes quimioterapicos, hipertermia e fatores de
crescimento (FINKEL; HOLBROOK, 2000). ERO estiao envolvidas em uma ampla variedade
de doengas, incluindo neoplasias malignas, diabetes mellitus tipo II, aterosclerose, doengas
inflamatorias cronicas, lesdes por isquemia e reperfusdo e doencas neurodegenerativas
(ORRENIUS; GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY, 2007). No entanto, devido a alta taxa
metabolica e a reduzida capacidade de regeneragdo celular comparada com outros tecidos, o
tecido cerebral ¢ o mais suceptivel aos danos provocados pelos efeitos das ERO
(ANDERSEN, 2004).

Em condigdes fisiologicas, os efeitos téoxicos das ERO e ERN podem ser
prevenidos por determinadas enzimas como a SOD, glutationa peroxidase e CAT, assim como

por antioxidantes nao-enzimaticos. No entanto, quando a producao de radicais livres excede a
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capacidade de defesa antioxidante, o estresse oxidativo pode causar efeitos maléficos sobe a
integridade funcional e estrutural do tecido bioldégico (TSUTSUI; KINUGAWA;
MATSUSHIMA, 2009).

1.3.1. Espécies reativas de oxigénio

As principais ERO distribuem-se em dois grupos, radicalares: hidroxila (HO"),
superoxido (0,"), peroxila (ROO") e alcoxila (RO’); e ndo-radicalares: oxigénio (O,),
perdxido de hidrogénio (H,0,) e acido hipocloroso (HCIO) (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).

Hidroxila (HO")

O radical HO", devido a sua meia-vida muito curta, dificilmente pode ser
seqliestrado in vivo e tem agdo proxima ao seu local de producdo, atacando as moléculas por
abstracdo de hidrogénio e por sua adi¢do a insaturacdes, causando, assim, danos ao DNA,
RNA, proteinas, lipidios e membranas celulares do ntcleo e da mitocondria. Logo, devido a
sua alta reatividade é necessaria uma grande quantidade de antioxidantes para evitar que cause
danos ao organismo.

A produgdo de HO" pode ocorrer durante a homolise da agua por exposigdo a
radiagdo ionizante, como ultravioleta, gerando HO' e H', ou por meio da reagdo do Fe*" com
H,0, (Reagao de Fenton). Em condigdes fisioldgicas normais, o ferro esta ligado a moléculas
de transporte ou de armazenamento, mas sob condi¢gdes de estresse o radical anion superoxido
(O," ") possui a habilidade de liberar Fe** dessas proteinas, reagindo com H,0, produzindo

Fe'*, OH e OH, caracterizando, assim, a Reacdo de Fenton (VALKO et al., 2007).
H,0 22 HO' + H' (Homoélise da Agua)
Fe* + H,0,— Fe’’+ OH + OH (Reagio de Fenton)

O dano do radical OH" a0 DNA ocorre por meio da abstragdo de um dos 4tomos de
hidrogénio da desoxirribose, que quase sempre leva a ruptura, e de sua adig¢@o as insaturagdes
das bases nitrogenadas.

O ataque de HO™ aos aminoacidos ocorre por adi¢do do radical ou por abstragio de

hidrogénio e pode ter como conseqiiéncia a perda da atividade enzimatica, dificuldades no
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transporte ativo através das membranas celulares, citolise e morte celular. Ocorre
predominantemente sobre os lipidios da membrana celular, que ¢ atacada em sitios
susceptiveis como o grupo metilénico alilico, produzindo novos radicais livres
(BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Os éacidos graxos poliinsaturados presentes em fosfolipidios das membranas
celulares sdo extremamente suceptiveis a oxidag¢do. Os radicais HO" subtraem um atomo de
hidrogénio dessas moléculas, iniciando uma cascata de reagdes de peroxidagdo lipidica. Os
peroxidos de lipidios se degradam em sequéncia formando produtos como o malonaldeido e o
hidroxinonenal, que formam ligagdes cruzadas com proteinas gerando produtos finais de
lipoxidagdo. O malonaldeido e o hidroxinonenal associados a residuos do aminoacido lisina,
tém sido verificados em lipoproteinas de placas aterosclerdticas (ORRENIUS; GOGVADZE;
ZHIVOTOVSKY, 2007).

Oxigénio Singleto ('O,)

A forma mais deletéria do oxigénio ao organismo ¢ o oxigénio singleto ('O,), pois
¢ o intermediario da toxicidade fotoinduzida do O, em organismos vivos. O seu tempo de
meia-vida depende muito do meio onde se encontra.

O oxigénio singleto pode ser formado por meio da reagdo do anion O;" ~ com o
radical HO" (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006):

0, +HO" — '0, + HO'

O oxigénio singleto reage com algumas classes de biomoléculas e, em geral, essas

reagoes sao do tipo eno e dieno (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

O.. _OH

/“ﬁjk — L (Reagdo Eno)
20 A0 (Reagﬁo

FR¢ - 1] Dieno)

Sy, i

Devido as multiplas insaturagdes conjugadas, compostos bastante reativos frente
ao oxigénio singleto sdo os carotendides e acidos graxos polinsaturados. Em relagdo aos
acidos graxos, quanto maior o nimero de insaturagdes presentes nestas moléculas, mais
rapidamente ocorrerd uma reagdo, que se da por incorporacdo do oxigénio a cadeia com
conseqiiente migragdo da ligacdo dupla, formando acidos hidroperoxidos (VALKO et al.,

2007).
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Peroxido de hidrogénio (H,0,)

O perdxido de hidrogénio (H,O,) € pouco reativo frente as moléculas organicas na
auséncia de metais de transi¢do. No entanto, possui meia-vida longa e pode transpor as
membranas celulares facilmente, gerando o radical hidroxila através da reacdo de Fenton.

O H,0, pode ser formado através da reducao de dois elétrons de oxigénio ou da
dismutacao do O,". Este radical livre oxida proteinas que apresentam residuos de metionina ou
grupos tiol muito reativos e pode ainda induzir alteragdes cromossdmicas, rompendo a coluna
do DNA (SILVA; GONCALVES, 2010).

Estudo realizado com a indugdo de estresse oxidativo por HO, em cardiomiocitos
demonstrou que as células resultantes do processo estavam hipertrofiadas, com aumento das
fibras de actina e distribui¢do alterada das fibras de miosina (CHEN et al., 2000).

Sua eliminacdo ocorre por meio da acdo de enzimas como CAT, glutationa

peroxidase e peroxidases ligadas a tioredoxina (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Superdxido (O,"7)

O radical &nion superoxido (O," 7) ao contrario da maioria dos radicais livres é
inativo e participa de certos processos quimicos auxiliando na produgdo do radical HO'
através da reducdo de quelatos de Fe’”, formando Fe’™ e o liberando das proteinas de
armazenamento e de ferro-sulfoproteinas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Fe'" + 0, = Fe*" + 0,

0, +H,0,——» HO+HO +0, (Reagdo de Haber-Weiss)

O processo de dismutacdo do anion superdxido pela superdxido dismutase resulta
na produgdo de H,O, que pode interagir com o O," ~ por meio da Reagdo de Haber-Weiss
(ORRENIUS; GOGVADZE; ZHIVOTOVSKY, 2007).

A formagdo de O, = ocorre no interior da mitocéndria, organela celular
responsavel pela producdo de ATP através da cadeia transportadora de elétrons. Durante a
transducdo energética na mitocondria, um pequeno nimero de elétrons escapa do oxigénio
prematuramente, formando o radical livre superéxido (VALKO et al., 2007).

Dentre os aminoacidos, a cisteina é o unico aminoacido que sofre oxida¢do com o
radical O, " e, a partir dessa reac¢do, forma-se um superoxido e o tio-radical.

O radical O," = tem importancia vital para as células de defesa protegendo o
organismo contra infec¢des causadas por virus, bactérias e fungos, por meio de sua produgao
por fagocitos, linfocitos e fibroblastos durante o processo inflamatdrio. Os fagocitos o

produzem com auxilio da enzima leucocito NADPH oxidase, que catalisa a redugdo por um
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elétron do O, com gasto de uma molécula de NADPH. No entanto, o radical anion superoxido
formado ¢ bactericida fraco, capaz de inativar proteinas ferro-sulfurosas das bactérias, porém
gera alguns produtos que possuem forte atividade antimicrobiana, tais como 4&cido
hipocloroso (HOCI), peroxido de hidrogénio (H,0O,) e peroxinitrito (ONOO") que sdo os

principais responsaveis pelo combate a corpos estranhos.

Peroxido (ROO")

Outra espécie reativa de oxigénio é o radical peroxido (ROQO’), como o
hidroperoxido (HOO") que ¢ a forma protonada do radical superéxido e desempenha a fungio
de peroxidagdo de acidos graxos (VALKO et al., 2007).

O HOO' ¢ intermediario quanto a reatividade, ficando entre O," e 0 OH'.

ERO, como o superoxido (O, ") e radicais hidroxila (OH") causam a oxidagio dos
fosfolipidios da membrana, proteinas ¢ DNA, tendo implicacdo na patogénese da lesdo por

isquemia e reperfusao.

1.3.2. Espécies reativas de nitrogénio

Dentre as ERN destacam-se o 0xido nitrico (NO°), 6xido nitroso (N,O3), acido
nitroso (HNO,), nitritos (NO; ), nitratos (NO;3 ) e peroxinitritos (ONOO ) (BARREIROS;
DAVID; DAVID, 2006).

O radical NO* ¢é formado através de processos especificos por Oxido-nitrico
sintases que metabolizam o aminoécido arginina em citrulina liberando NO™ que ¢ solavel em
meio aquoso e lipidico, logo, se difunde através do citoplasma e membrana plasmatica. Esse
radical também pode ser produzido por fagdcitos humanos. Além disso, o nitrato pode
transformar-se em nitrito, que reage com os acidos gastricos gerando o 4cido nitroso (HNO,)
(VALKO et al., 2007).

O 6xido nitrico (NO’) atua como uma importante molécula bioldgica oxidativa de
sinalizacdo em uma variedade de processos fisiologicas, incluindo neurotransmissdo,
mecanismos de defesa, relaxamento do musculo liso e regulag@o do sistema imune.

Durante uma resposta imunoldgica celular, ha producao de oOxido nitrico e
superoxido. Nestas condi¢des, o oOxido nitrico e superoxido podem reagir entre si para
produzir anion peroxinitrito (ONOO’), um agente oxidante poderoso que provoca a
fragmentagdo do DNA e oxidagdo lipidica, visto que o Oxido nitrico NO' ndo ¢é
suficientemente reativo para atacar o DNA diretamente.

NO + 0,” — ONOO
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O o6xido nitroso (N,O3) também ¢ precursor do HNO, através da sua reagao com a
agua.

N203 +H20 —> 2HN02

O HNO, promove a desaminagdo das bases do DNA que contém grupo amina
livrte que sdo citosina, adenina e guanina, formando-se uracila, hipoxantina e xantina,

respectivamente (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

1.3.3. Prote¢ao do Organismo Contra o Estresse Oxidativo

O sistema de defesa antioxidante, existente no organismo ou proveniente da dieta,
minimiza os danos causados pelo estresse oxidativo. Antioxidante é qualquer substancia que,
quando presente em baixa concentragdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significativamente a oxidacio do mesmo (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2000). O sistema de defesa enddgeno pode ser classificado como enzimatico

ou ndo-enzimatico.

O Sistema de Protecao Enzimatico

E representado pelas enzimas Superoxido Desmutase (SOD), Catalase (CAT),
Glutationa Peroxidase (GPx) e a Glutationa Redutase (GR) (BONNEFOQOY et al., 2002).

A acdo e regulacao do sistema enzimatico de defesa antioxidante depende do
substrato (radicais livres), da producdo de co-substratos e da afinidade, seletividade e
especificidade por esse substrato (SIES, 1993).

As SOD siao metaloenzimas que atuam na dismuta¢do do radical superoxido a
peroxido de hidrogénio, um radical menos reativo que pode ser degradado por outras enzimas
como a CAT e a GPx.

Existem quatro tipos isoenzimaticos de SOD bem caracterizados, cada uma
responsavel por um compartimento celular especifico, podendo conter em seus sitios ativos os
elementos cobre, ferro, zinco ou manganés (FRIDOVICH, 1998). As formas mais importantes
sdo a Manganés-SOD, que esta localizada no interior das mitocondrias, e a Cobre-Zinco-
SOD, que estd localizada no citoplasma (ROBBINS, 2010). Pacientes portadoes de [AM
apresentam diminui¢do dos niveis dessa enzima no tecido miocardico (SUNSHIL et al.,
1995).

A CAT ¢ uma ferrihemoenzima que atua na dismutagdo do peroxido de hidrogénio

a agua e oxigénio molecular. E um tetrdmero formado por quatro unidades idénticas que
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possuem em seu centro catalitico o grupo prostético heme. A conversdo de peréxido de
hidrogénio, a agua e oxigénio molecular requer a presenga de NADPH para que os tetrameros
da enzima fiquem ativos. A principal fonte de NADPH ¢é a primeira reacdo da via das
pentoses, catalisada pela enzima glicose-6-fostato desidrogenase (URSINI et al., 1997). A
CAT ¢ encontrada principalmente no interior dos peroxissomos, embora ja tenha sido
identificada uma CAT citosodlica presente em células eucaridticas (SPEVAK et al., 1986).

A GPx reduz perdxido de hidrogénio e outros perdxidos a agua ou alcool. Existem
quatro formas de glutationa peroxidase: GPx 1 ou cléssica, encontrada no citoplasma de todas
as células do corpo; GPx 2 ou gastrointestinal, especifica do trato gastrointestinal; GPx 3 ou
plasmatica, encontrada no fluido do revestimento interno do pulmao e no leite materno, além
do plasma em mamiferos, e a GPx 4, que atua sobre perdxidos de residuos de acidos graxos
nas membranas e lipoproteinas, reduzindo, também, o hidroperoxido da timina, formado
como conseqiiéncia do ataque dos radicais a base timina do DNA. A familia de GPx integra o
grupo de selenoenzima, que tém, em seu sitio ativo, o selénio (Se). A GPx tem sua agdo
baseada na oxidacao da Glutationa (GSH) ao Dissulfeto de Glutationa (GSSH). Normalmente
a relagdo Glutationa Reduzida/Glutationa Oxidada nas células ¢ alta, pois existe uma enzima

responsavel por reduzir a GSSH a GSH novamente, a Glutationa Redutase (GR). (FIGURA 1)
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Figura 1 — Mecanismo de agao dos sistemas de prote¢do enzimatico.
O Sistema de Protecdo Nao-Enzimatico

O sistema de defesa antioxidante ndo-enzimdtico ¢ composto por nutrientes

adquiridos a partir da alimentacdo, tais como o B-caroteno (pro-vitamina-A), a-tocoferol
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(vitamina-E), acido ascoérbico (vitamina-C), e compostos fendlicos (flavondides e
poliflavonoides), ou podem ser produzidos in vivo como ¢ o caso da glutationa, da ubiquinona
e do 4cido urico. Os antioxidantes ndo-enzimaticos sdo encontrados principalmente no meio

extracelular.

O hidrocarboneto extensamente insaturado beta-caroteno ¢ o precursor da vitamina
A, também conhecida como retinol (CAMPBELL, 2000). Varios estudos tém indicado que o
[ -caroteno pode ter acdo anti e pro-oxidante. Sob condigdes normais de pressdao de oxigénio,
est hidrocarboneto age como antioxidante, porém, um aumento na pressdao de oxigénio faz
com que perca esta atividade e passe a atuar como um pré-oxidante (BURTON; INGOLD,

1984; PALOZZA et al., 1997).

A vitamina E ¢ constituida por quatro tocoferdis e secundariamente por quatro
tocotriendis, sendo o mais ativo o a-tocoferol. Esta vitamina ¢ capaz de impedir a
continuidade das reacdes em cadeia produzidas pelos radicais livres nas membranas
biologicas (TRABER, 1997). O estresse oxidativo pode ser inibido pela acdo antioxidante
dessa vitamina, juntamente com a glutationa, a vitamina C e os carotenoides, sendo, assim,

um dos principais mecanismos de defesa endogena (RILEY, 1994).

A vitamina C, ou acido ascorbico, ¢ um nutriente essencial para os seres humanos.
Ela atua como agente redutor e sua fun¢do primadria € se ligar aos principais metais e cofatores
em seus menores estados de valéncia, como por exemplo o Fe e Cu. Além disso, atua contra a
peroxidacdo de lipidios. No plasma sanguineo, atua na prevencdo do estresse oxidativo
através de reacdes com ERO e ERN, ou na restauracao de fosfolipidios da membrana celular,
por meio de doacdo de hidrogénio. Isso pode explicar seu papel na preveng¢ao de doencas
ateroscleroticas, pois sem a formacdo dos radicais lipidio-peroxila ndo hd o ataque as
proteinas do endotélio arterial, o que causaria acimulo de lipidios e obstrucdo ao fluxo

sanguineo (BUETTNER, 1993).

Os flavondides mais investigados em relacdo aos efeitos antioxidantes sdo a
quercetina, a mircetina, a rutina ¢ a naringenina. Na literatura existe muita controvérsia em
relagdo a agdo dos flavonoides, porém, estudos atuais demonstram que alguns flavondides

possuem maior eficécia antioxidante que a vitamina C (HARTMAN; SHANKEL, 1990).
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Existem ainda, entre o sistema de prote¢ao nao-enzimatico, os antioxidantes que
sao produzidos pelo proprio organismo como € o caso da glutationa, da ubiquinona e do acido

arico.

A glutationa ¢ um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) que exerce funcdes
como cofator de enzimas, como a glutationa peroxidase (GPx), onde exerce um importante
papel protetor contra o estresse oxidativo, com sua oxidagdo a dissulfeto de glutationa

(GSSH).

A ubiquinona, coenzima Qo (CoQ), € o tnico lipidio endogenamente sintetizado
através da via do mevalonato, que apresenta fun¢do redox. Desempenha papel central na
cadeia respiratoria mitocondrial, na cadeia de transporte de elétrons extra-mitocondrial,
participa da regulagdo da permeabilidade, diminui a oxidagdo de proteinas de membrana,
previne a oxidacdo do DNA e impede a disfun¢do endotelial, provavelmente por aumentar a

disponibilidade de NO (GANDRA, 2004).

Sua forma antioxidante, o ubiquinol (CoQH>), produto da reducao de CoQ, inibe a
iniciacdo e propaga¢do da peroxidacdo lipidica, com conseqiiente impedimento da formagao
de ROO (radical peroxila), contribuindo também para a prevencao de doenga aterosclerdtica.

Além disso, a coenzima Q regenera a vitamina E do radical tocoferila.

O 4cido urico (UrH3) tem agdo antioxidante em funcdo da capacidade dos uratos
de seqiiestrar radicais livres. Oxidantes fortes, tais como OH, podem oxidar o anion urato
(UrHy) ao radical urato, que ¢ dissociado, ao anion radical urato (UrH’). O urato também
reage com radicais ROO antes de este penetrar a membrana celular e iniciar o dano e, com o
dioxido de nitrogénio (NO,), para formar o anion nitroxila NO, e, por fim, atua como
antioxidante, por sua capacidade de quelar metais de transi¢ao. O anion radical urato (UrH.)

pode reagir com ascorbato (AscH"), regenerando o urato.

A utilizacao de antioxidantes parece ser uma estratégia plausivel para a redugdo do

dano provocado pelo estresse oxidativo.
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1.4. Marcadores séricos de injuria miocardica

O diagnostico do IAM baseia-se em critérios clinicos, eletrocardiograficos e
enzimaticos. Uma vez que o quadro clinico muitas vezes ¢ inespecifico e que o
eletrocardiograma (ECG) pode ser inconclusivo, os marcadores séricos bioquimicos de injuria
miocardica sdo imprescindiveis para a elucidacao do diagndstico (NIGAM, 2007).

O primeiro estudo sobre marcadores de injuria miocardica foi publicado em 1954.
Foram mensurados os niveis sé€ricos da enzima transaminase glutamico-oxalacética (TGO) de
algumas horas até 15 dias ap6és um IAM, em um grupo de pacientes. Observaram um aumento
dos niveis de TGO poucas horas apds o IAM, atingindo um pico ap6s 2 ou 3 dias, com
retorno aos niveis normais em um periodo de sete dias (KEMP, 2007).

A creatinoquinase (CK) ¢ uma enzima que se encontra altamente concentrada no
cérebro, no miocardio e no musculo esquelético. E composta de dois dimeros, denominados
M e B. A isoenzima CK-MM origina-se predominantemente do musculo esquelético, a CK-
BB origina-se do cérebro, dos pulmdes e de muitos outros tecidos; e a CK-MB origina-se
principalmente do miocardio, embora quantidades variaveis possam ser encontradas no
musculo esquelético. A atividade total da CK comeca a aumentar dentro de duas a quatro
horas apds o inicio do IAM, atinge um pico em cerca de 24 horas e normaliza-se dentro de,
aproximadamente, 72 horas. O pico ¢ acelerado em pacientes que tiveram reperfusdo. A
atividade total da CK ¢ sensivel, porém nao ¢ especifica visto que a enzima também esta
elevada em outras condi¢des, como lesdo do musculo esquelético. A especificidade ¢
aumentada por meio da determinacdo da fragio CK-MB. A CK-MB aumenta dentro de 4-8
horas apds o evento isquémico, atinge um pico em 18 horas e, em geral, volta aos niveis
normais em 48 a 72 horas. A auséncia de uma alteracao dos niveis de CK ¢ CK-MB durante
os dois primeiros dias de dor toracica exclui praticamente o diagnostico de IAM (KUMAR;
ABUL, 2000).

A liberacdo de mioglobina, em decorréncia da injaria miocéardica ocorre
precocemente e ¢ muito sensivel para a deteccdo do IAM. No entanto, ndo ¢ um teste muito
especifico uma vez que um minimo trauma no musculo esquelético também libera
mioglobina. (CHIU, 1999). No entanto, tem uma grande vantagem em relacdo a CK-MB
devido a sua rapida cinética. A mioglobina possui um peso molecular bem menor que a CK e
suas isoformas, podendo ser detectado o seu aumento apo6s lh do inicio do evento
coronariano, tendo seu pico entre 2-3h, e seu desaparecimento antes de completar 24h

(ADAMS, 1993; CHIU, 1999; KEMP, 2007).
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Para ser ideal, o marcador deve ser uma proteina cardiaca especifica abundante,
liberada na circulacdo sistémica apds uma lesdo em quantidades proporcionais ao grau da
lesdo, que seja persistente e passivel de ensaio rapido, facil e de baixo custo (VAN DER
WERF, 1996). As troponinas sdo proteinas que regulam a contracdo do musculo cardiaco e do
musculo esquelético mediada pelo célcio. A troponina I (Tnl) e a troponina T (TnT) ndo sdo
normalmente detectadas na circulagdo, e existem diferentes genes que codificam essas
proteinas no musculo esquelético mediada pelo célcio. Por conseguinte, as elevacdes séricas
sdo anormais, e as formas cardiaca e do musculo esquelético podem ser distinguidas por
anticorpos especificos, que também permitem a realizagdo de ensaios imunoldgicos
quantitativos. Apés IAM, tanto os niveis de Tnl quanto TnT aumentam aproximadamente ao
mesmo tempo que a CK-MB. A sensibilidade diagndstica da determinacdo da troponina
cardiaca assemelha-se aquela da CK-MB nos estdgios iniciais. Entretanto, os niveis de
troponina permanecem elevados durante sete a dez dias apds o evento agudo, permitindo o
diagnostico de IAM, bem depois da normalizagdo dos niveis de CK-MB (ADAMS et al.,
1994). Os limites de referéncia variam em diversos estudos, porém considera-se o diagnostico
de IAM valores superiores a 0,1 ng/mL. Com esse critério, a sensibilidade para o diagnostico

de IAM aproxima-se a 100% (MARTINS, 2009; KOCIOL, 2010).

1.5. Modelo experimental de infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol em
ratos

O isoproterenol (isopropilarterenol, isopropil norepinefrina, isoprenalina, isopropil
norepinefrina, d,/-B-[3,4-diidroxifenil]-a-isopropilaminoetanol) ¢ um potente agonista nao
seletivo de todos os receptores P, com afinidade muito baixa pelos receptores o. E
considerado, entdo, uma catecolamina agonista B-adrenérgica que causa dano severo no
miocardio gerando necrose semelhante a produzida no IAM (WEXLER, 1978).

A infusdo intravenosa de isoproterenol diminui a resisténcia vascular periférica,
primariamente no musculo esquelético, mas também nos leitos vasculares renal e mesentérico,
ocorrendo queda da pressdo diastolica. A pressao arterial sistolica pode permanecer inalterada
ou aumentar, embora ocorra tipicamente uma queda da pressdo arterial média. O débito
cardiaco aumenta em conseqiiéncia dos efeitos inotropico e cronotropico positivos do farmaco
na presenga de diminui¢@o da resisténcia vascular periférica. Sua administracdo pode levar a
palpitagdes, isquemia miocardica, taquicardia sinusal e arritmias mais graves. A
administracao de grandes doses pode causar necrose do miocardio em animais. Sofre rapida

absorgdo quando administrado por via parenteral ou na forma de aerossol. E metabolizado
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primariamente no figado e em outros tecidos pela catecol-orto-metil transferase (COMT). E
um substrato relativamente fraco para a monoamina-oxidase (MAQO) e ndo ¢ captado pelos
neurdnios simpaticos com a mesma intensidade que a epinefrina e norepinefrina. Por
conseguinte, a duragdo de acdo pode ser mais longa que a da epinefrina, embora também seja

breve (WESTFALL; WESTFALL, 2006).

A féormula quimica do isoproterenol pode ser observada a seguir (FIGURA 2).

OH 4
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Figura 2 - Férmula quimica do isoproterenol

Para se estudar efeitos de drogas sobre a injuria miocardica decorrente de IAM,
um dos modelos experimentais bastante utilizado ¢ a indugdo de infarto com administracao de
isoproterenol em ratos, uma vez que esta substancia causa uma lesdo miocardica semelhante a
observada em TAM nos humanos (ITHAYARASI; DEVI, 1997). A administracdo exdgena de
isoproterenol causa um importante estresse miocardico, resultando em necrose miocardica.
Dentre os varios mecanismos propostos para explicar o dano miocardio induzido pelo
isoproterenol, a geracao de radicais livres altamente citotdxicos, decorrente da auto-oxidagao
de catecolaminas, tem sido implicada como um dos importantes fatores causadores.
Isoproterenol também aumenta a atividade de enzimas lisossomicas. Ha na literatura, uma
série de estudos que, utilizando este modelo, avalia o efeito de diferentes substancias sobre
alteragdes bioquimicas e histopatologicas decorrentes da injaria miocardica em ratos (ENGLE
et al., 2009; GEORGE; LINER; HOIT, 2010).

Isoproterenol reduz a atividade da Ca?>+ATPase ¢ Mg*+ATPase, podendo ser
responsavel por uma quebra de balango i6nico que causa dano & membrana celular (BLOOM;
DAVIS, 1972). Também ¢ apontado como indutor da ativagdo de diversas hidrolases
lisossOmicas, responsaveis pela destrui¢do celular (SATHISH; EBENEZAR; DEVAK]I,
2003). Esta relacionadoa ao aumento dos niveis séricos de CK, LDH, TGO, TGP, colesterol
total (CT) e lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (MOHAN; BLOOM, 1999). Estudos
indicam que quinonas derivadas do isoproterenol reagem com o oxigénio, produzindo anions

superoxido e péroxido de hidrogénio, causando o estresse oxidativo (RATHORE et al., 2000).
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O efeito cardiotoxico do isoproterenol também estd associado também a
sobrecarga de Ca’" . Estudos sugerem que a entrada de Ca’" em midcitos cardiacos apos a
administracdo de isoproterenol ocorre em duas fases: uma fase inicial rapida, seguida por uma
fase lenta que se inicia cerca de uma hora ap6s a injecdo de ISO, levando a um nivel de Ca*"
no miocardio ao pico apds cerca de quatro horas (MOHAN; BLOOM, 1997).

Grimm et al (1998) estudaram os efeitos da administracao subcutanea de diversas
doses de isoproterenol em ratos objetivando avaliar o grau do dano miocardico. Foram
testadas seis diferentes doses, sendo a dose de 150 mg/kg a mais eficaz.

Como citado anteriormente, o isoproterenol ¢ uma substincia com agdo [3-
adrenérgica e os efeitos de ISO no coracao sao mediados por receptores adrenérgicos -1 e 3-
2, ambos mediando um efeito inotropico e cronotropico, com conseqiiente deplecdo de ATP
(BRODDE, 1991), produzindo uma isquemia relativa ou hipoxia pela hiperatividade do
miocardio e hipotensdo coronaria, induzindo também isquemia miocardica pela entrada de
Ca”’" em excesso (YEAGER; IAMS, 1981). ISO produz também isquemia miocardica pelo
excesso de producdo de radicais livres resultando do metabolismo oxidativo de catecolaminas
(SINGAL; BEAMISH; DHALLA, 1983).

Em uma série de estudos se observa que os niveis de antioxidantes como
ceruloplasmina e glutationa e as atividades de enzimas antioxidantes como a SOD, CAT,
glutationa peroxidase, glutationa redutase e glutationa S-tranferase diminuem, enquanto ha
aumento de marcadores de injuria miocardica como TGO, TGP, LDH, CPK, CK-MB e
troponina nos ratos onde se administrou isoproterenol em comparagdo com os ratos controle
(UPAGANLAR; GANDHI; BALARAMAN, 2009; PRINCE et al., 2008; SANGEETHA;
QUINE, 2008; ANANDAN et al., 2007; TRIVEDI et al., 2006; AHMED; RANA; DIXIT,
2004; RATHORE et al., 2000). Sathish, Ebenezar e Devaki (2003) apontaram o isoproterenol
como um desestabilizador de membranas, levando a indugdo da ativagdo de diversas
hidrolases lisossomicas que resultam em dano miocardico em ratos.

Mohan e Bloom (1999) observaram que o isoproterenol induz lipdlise no
miocardio de ratos. Esse fenomeno resultaria em acidos graxos livres, sendo que estes, ou 0s
produtos de sua degradacdo, apresentam-se toxicos as células cardiacas pelos danos causados
a membrana plasmatica.

Rathore et al., (2000) concluiram que a administracdo de isoproterenol em ratos
altera o sistema antioxidante dos eritrocitos. Afirmam que o isoproterenol, ao sofrer oxidacao,
produz quinonas que reagem com o oxigénio para produzir anions superdxido e peroxido de

hidrogénio.
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Bloom e Davis (1972) relataram que, ap6s a administracao de isoproterenol em
ratos, o nivel de calcio miocardico total encontrou-se aumentado. Os autores postularam que o
isoproterenol exerce um efeito de distribui¢io do Ca®" pelas organelas celulares, sendo que o
incremento de Ca®" nas mitocondrias leva a um desbalanco i6nico que prejudica a sintese de
ATP, assim danificando o metabolismo energético dos midcitos. Singal, Beamish e Dhalla
(1983) observaram que o isoproterenol causa isquemia miocardica pelo excesso de producao
de radicais livres, causado pelo metabolismo oxidativo das catecolaminas.

Vérios sdo o0s mecanismos pelos quais o isoproterenol causa dano nos
cardiomidcitos de ratos, sendo um modelo cientifico amplamente utilizado em diversos

estudos que avaliam o efeito de muitas drogas no metabolismo cardiaco.
1.6. Alpinia zerumbet

Alpinia zerumbet (A. zerumbet) € uma espécie de planta herbacea, integrante da
familia Zingiberaceae. Esta familia apresenta uma grande biodiversidade, compreendendo um
total de 53 géneros e aproximadamente 1200 espécies. Quanto a origem dessas espécies,
afirma-se que o surgimento se deu nas zonas tropicais do sul e do sudeste asidtico
(CRONQUIST, 1981; KRESS; PRINCE; WILLIAMS, 2002).

No Brasil, a introdugdo de representantes desta familia, incluindo a espécie A.
zerumbet, parece ter sido aleatoria, quando, na época da expansdao maritima, amostras de
caules aqui chegavam, em meio a areia usada como lastro pelas embarcacgdes lusitanas que
retornavam das Indias (ALBUQUERQUE, 1999; MEDEIROS; SENNA-VALLE;
ANDREATA, 2005). A miscelania de propriedades econdomicas e medicinais associadas a
esses vegetais favoreceu a difusdo de seu uso. O caule rizoma, por exemplo, possui féculas
que constituem uma fonte de energia. As caracteristicas aromdticas permitem seu uso na
preparacdo de perfumes, condimentos e corantes. Salienta-se também importante participagdo
na fabricago de fibras e papel (TOMLINSON, 1969), além de a beleza estética da folhagem e
da inflorescéncia de algumas espécies, pertencentes sobretudo aos géneros Zingiber, Alpinia,
Nicolaia, Hedychium e Kaempferia fazerem da ornamentacdo uma outra atividade econdmica
(WINTERS, 1995).

Dados da literatura afirmam que a popularidade da A. zerumbet estd intimamente
relacionada as suas propriedades medicinais, entre elas: depurativas, diuréticas, anti-
histéricas, estomaquicas e vermifugas (ALMEIDA, 1993). Certas comunidades em nosso pais

a utilizam no tratamento de enfermidades reumaticas e cardiovasculares (CARLINI, 1972).
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Em relacdo aos aspectos farmacologicos de formulagdes obtidas desta espécie,
confirmou-se o seu efeito hipotensor (MENDONCA et al, 1991; LARANIJA;
BERGAMASCHI; SCHOR, 1992). Pesquisas apresentaram resultados positivos significativos
quanto ao efeito diurético (ALMEIDA, 1993), porém, outras obtiveram resultados
controversos para o mesmo efeito (LARANJA; BERGAMASCHI; SCHOR, 1992). Outros
estudos demonstraram ac¢do antiinflamatoria, sendo eficaz na inibicdo da génese do edema
(SANTANA; PINTO; D’ALBUQUERQUE, 1966). Tem sido também estudada quanto as
suas atividades antifingicas (LIMA et al, 1993) e antibacterianas, além da producdo de
inseticidas a partir dos dleos essenciais da flor (MORITA, 1992).

Estudos demonstram que das folhas, do rizoma, da raiz e das flores de A. zerumbet
podem ser obtidos dihidro-5,6-desidrokawaina (DDK) e compostos fendlicos, ambos com
forte atividade antioxidante (ELZAAWELLY, 2007a; ELZAWELLY, 2007b). Analises
bioquimicas indicam ainda que as folhas de A. zerumbet sdo ricas em flavondides (catequinas,
epicatequina, rutina, quercetina, kaempferol 3-O-rutinosideo, kaempferol 3-O-glicoronideo) e
DDK (MPALATINOS, 1998).

A. zerumbet ¢ um vegetal entouceirado, atingindo um comprimento de dois a trés
metros. As hastes da planta sdo numerosas e recurvadas, a partir das quais se desenvolvem
folhas coridceas e espessas. Os principais nomes pelos quais ela ¢ conhecida sdo coldnia,
paco-seroca, cuité-agu, pacova e gengibre-concha (LORENZI; SOUZA, 1995).

Em se tratando da morfologia da flor, sua textura ¢ do tipo cerosa. As pétalas
trimeras compdem uma corola tubuliforme correspondente ao gineceu, aparelho reprodutor
feminino. O androceu, aparelho reprodutor masculino, ¢ formado por um estaminddio
petaldide de matizes amarela e escarlate. Apesar de as vdarias espécies da familia
Zingibereceae possuirem muitas estratégias reprodutivas e de polinizagdo (KRESS; BEACH,
1994; SAKAI; KATO; INOUE, 1999), a flexistilia é a mais comumente observada no género
Alpinia (RENNER, 2001; BARRETT, 2002). Reprodutivamente falando, ha ativacao dos
aparelhos reprodutores ginecdide e andrdide em periodos distintos, ocorrendo diariamente
neste género (BARRETT, 2002). Essa estratégia evolutiva favorece a polinizagdo cruzada,

contudo ha relatos de xenogamia facultativa e autopolinizagdo (CRUDEN, 1977).
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Figuras 3 e 4 - Fotos ilustrativas de Alpinia zerumbet, gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.

Manoel Odorico de Moraes Filho

Em exemplares de 4. zerumbet, células oleiferas encontram-se no mesofilo e na
face abaxial das folhas (ALBUQUERQUE; NEVES, 2004). Essas sdo as principais regidoes
anatomicas de onde ¢ retirado o 6leo essencial de A. zerumbet (OEAZ).

A literatura afirma que os efeitos medicinais da 4. zerumbet advém de substancias
quimicas existentes nas diferentes partes da planta. Dependendo da regido anatomica utilizada
como matéria-prima na fabricacdo do 6leo, esses compostos podem existir em maior ou
menor quantidade, bem como estar associados a respostas fisiologicas distintas. No caso do
OEAZ, utilizado neste estudo, obtido por meio de suas folhas, as substancias que se
apresentam em maiores concentracdes sdo o terpinen-4-ol, 1,8 cineol e gama-terpineno

(LAHLOU, 2003).

Terpinen-4-ol

Figura 5 - Férmula quimica do terpinen-4-ol
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Lahlou et al (2003) avaliaram a atividade hipotensora do OEAZ e do terpinen-4-ol,
constatando que o composto mais abundante no extrato do 6leo possui uma acdo redutora
dose-dependente sobre a pressdo arterial média, dez vezes maior do que a resposta induzida
pelo OEAZ, também dose-dependente.

No trabalho de Calcabrini et al (2004) o terpinen-4-ol mostrou-se eficaz na
inibi¢do do crescimento in vitro de células de melanoma humanas. Essa descoberta representa
um marco no tratamento dessa neoplasia, uma vez que o tumor ¢ conhecido por ser altamente
invasivo, metastatico e resistente a quimioterapia. As células acometidas pelo melanoma
também sao caracterizadas por apresentar um alto potencial de resisténcia intrinseca a varios
agentes citostaticos tanto in vitro como in vivo (SCHADENDORF ef al., 1994). O mecanismo
apoptdtico induzido pelo terpinen-4-ol foi o caspase-dependente, observando-se maior
prevaléncia do efeito na variante celular portadora de resisténcia. Assim, o resultado positivo
desta pesquisa constitui um advento promissor no tratamento dessa modalidade de cancer,

especialmente em pacientes, cujas células tumorais sdo resistentes a multiplas drogas

(CALCABRINI e al., 2004).

1,8-cineol

o

Figura 6 - Férmula quimica do 1,8-cineol

O 1,8-Cineol, também conhecido como eucaliptol, ¢ um monoterpeno saturado
usado tradicionalmente como medicacdo secretolitica em bronquite, sinusite e resfriados.
Bioquimicamente falando, o 1,8-cineol e outros terpenos, como mentol ou canfora, por
exemplo, sdo isoprendides (Cs) consistindo de duas subunidades de 2-isopreno (Cio). Essas
moléculas estao relacionadas aos isoprendides humanos, entre eles os sesquiterpenos (C;s), 0s
horménios esterdides (2 x Cys), além dos glicocorticosterdides e dos tocoferdis (Cyp), em que
cada um deles apresenta um numero crescente de subunidades de isopreno (JUERGENS et

al., 2003).
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Em se tratando das propriedades desse composto, a literatura discorre sobre a
inibicdlo do mecanismo da ciclooxigenase como primeira evidéncia de uma potencial
atividade antiinflamatéria (DEWHIRST, 1980). Sabe-se também que os mediadores
inflamatorios induzem hipersecre¢do por estimulacdo da secre¢do do ion cloreto (CI') nas vias
aéreas (LUNDGREN; SHELHAMER, 1990; MARON et al., 1982). Por causa disso,
Juergens, Stober e Vetter (1998) relataram que o 1,8-cineol demonstrou uma supressao
esteroide-simile do metabolismo do acido aracddnico e da produgdo in vitro de citocinas.
Além disso, o 1,8-cineol mostrou uma inibi¢do dose-dependente da producdo de mediadores
de mondcitos em niveis terapéuticos plasmaticos in vitro, cuja magnitude do efeito pode ser
comparada a agdo de budesonida (JUERGENS; STOBER; VETTER, 1998). Ainda, estudos
controlados ratificaram uma significativa melhora nos testes de funcdo pulmonar
(WITTMANN et al., 1998; KASPER et al., 1994) enquanto pesquisas ndo controladas
atestaram uma inibi¢do importante de LTB4 e IL-1 em mondcitos estimulados ex vivo apos
terapia adicional com 1,8cineol (JUERGENS; STOBER; VETTER, 1998).

Juergens et al (2003) descreveram a acdo do 1,8-cineol quando da sua
administracdo no tratamento da asma bronquica. Embora o uso de 6leos essenciais na pratica
clinica permanega insipiente, devido a efeitos colaterais como irritacdo das vias aéreas
superiores € reagdes bronco-espasticas agudas, a familia dos monoterpenos, da qual o
eucaliptol faz parte, parece ser bem tolerada. Na Alemanha, por exemplo, o 1,8-cineol ¢
registrado como produto medicinal licenciado e comercializado na forma de cépsulas, que s@o
facilmente absorvidas no trato gastrintestinal (JUERGENS et al., 2003).

Santos (2001) avaliou seu poder gastroprotetor, utilizando um modelo
experimental de lesdo gastrica induzida por etanol em ratos. Ressaltou a importancia deste
modelo, haja vista que o alcool ¢ o agente etiologico mais prevalente de tlcera gastrica em
humanos. O etanol também ¢ muito usado para avaliagdo da atividade anti-ulcerativa, pois
promove hiperemia da mucosa gastrica, por aumento da permeabilidade wvascular,
caracterizada como um evento de natureza inflamatéria (SZABO, 1985). Observou eficacia e
seguranca da utilizacdo do 1,8-cineol na gastroprotecdo induzida pelo 4lcool, e verificou que
essa agdo ndo ¢ atribuida nem a liberacdo de adenosina enddégena nem a liberagdo de 6xido
nitrico, substancias, cujas vias de atuacdo encontram-se descritas na literatura e estdo
interligadas na cascata antiinflamatoria.

Ainda contribuindo com o corpo de evidéncias favoraveis ao uso do 1,8-cineol na
pratica clinica, descobriu-se que ele é capaz de inibir a producdo de citocinas em linfécitos e

mondcitos humanos. A relevancia desse achado ¢ promissora no sentido de constituir uma
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alternativa ao wuso dos glicocorticdides inaldveis. Por conseguinte, concluiu-se que
monoterpenos isolados, como o 1,8-cineol, podem oferecer uma nova modalidade de
tratamentos de curto e longo prazo contra doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) e
asma, uma vez que mostrou eficacia antiinflamatoria similar a posologia de 3,75 mg de
prednisona por dia em portadores de asma severa. Os resultados da pesquisa afirmam que as
propriedades do 1,8-cineol podem ser descritas como segue: inibe as vias Thl e Th2, além de
ser um potente inibidor da producdo de TNF-a, IL-1B e de quimiotaticos, entre eles IL-8 e IL-
5 (JUERGENS, 2004).

O efeito relaxante vascular estd intimamente associado a a¢do de componentes do
OEAZ com o endotélio (PINTO et al., 2009). Ainda ndo foram esclarecidos precisamente
quais fatores da camada vascular interagem com componentes do OEAZ, no entanto,
evidenciou-se que a inibicdo da enzima 6xido nitrico sintase (NOs) por meio de L-NAME
aboliu completamente a resposta verificada. Isso sugere que o OEAZ atua ou na produgio ou
na liberagdo do 6xido nitrico (NO). Além disso, verificou-se também que a remog¢ao da
camada endotelial impedia esse efeito relaxante. Sabe-se que alguns agonistas, como
acetilcolina (ACh), bradicinina e ATP, que estimulam a sintese e liberacdo de NO, podem
também estimular a libera¢do de protaciclina (NILIUS; DROOGMANS, 2001). Constatou-se
também ser improvavel que o relaxamento vascular induzido tanto pelo OEAZ quanto pelo
1,8 - cineol (CIN) envolva parcialmente a liberagdo de prostaciclina, visto que indometacina
ndo interferiu nesta agdo (PINTO et al., 2009). Por outro lado, h4 descri¢des de que a reducao
do ion cdlcio no meio intracelular das células musculares lisas de forma a resultar em
relaxamento dos vasos pela indugdo do NO, ¢ devido nao somente a ativacdo da guanilato
ciclase, mas também ao aumento do efluxo de ions potédssio decorrente da ativagdo dos canais
desse cation (ARNOLD et al, 1977). A conseqiiéncia desse fendmeno, portanto, ¢ uma
hiperpolarizacio das células do endotélio vascular, tornando-as menos propicias a
vasoconstricao (TARE et al., 1990).

y-terpineno

Figura 7 - Formula quimica do y-terpineno
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O y-terpineno, por sua vez, possui, entre outras propriedades, efeito antioxidante
na oxidacdo do lineloato de metila, do DNA e de eritrécitos (LI; LIU, 2009), além de
potencial sinergistico na inibicdo da oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL)
quando usado em associa¢cdo com o flavonodide rutina (MILDE; ELSTNER; GRASSMANN,
2004) como também inibicdo da peroxidag¢do lipidica (FOTI; INGOLD, 2003).

Estudos laboratoriais in vitro corroboraram a atividade anti-hipertensiva da A.
zerumbet, utilizada no nordeste brasileiro com finalidades anti-hipertensiva e diurética
(LEAL-CARDOSO; FONTENELES, 1999; LAHLOU et al., 2003).

Do extrato aquoso de 4. zerumbet foram obtidos flavonodide e pironas kava. Os
flavonoides identificados foram: rutina, quercetina, caempferol-3-O-rutinosideo, caempferol-
3-O-glicuronideo, (+)-catequina e (-)-epicatequina. Substincias estas conhecidas por
contribuir com efeitos antioxidantes, hipotensores, diuréticos e antiulcerogénicos. As pironas
kava, por sua vez, obtidas a partir do extrato aquoso, foram diidro-5,6- desidrokawain (DDK)
e 5,6-desidrokawain (DK), que possuem caracteristicas antiulcerogéncias e antitrombdtica. As
propriedades dessas substancias, ja bastante elucidadas pelo acervo cientifico, e que nao
tinham sido previamente isoladas das folhas de A. zerumbet, pode explicar o uso dessa planta
no tratamento da hipertensdo (MPALANTINOS et al., 1998).

Segundo pesquisas anteriores, vinho tinto isento de alcool e alguns produtos
obtidos a partir da pele de uvas de areas vinicolas sdo ricos em flavonoides, os quais
apresentam efeitos vasodilatador e anti-hipertensivo em modelos experimentais com animais
(SOARES DE MOURA et al., 2004).

A literatura também alega que os isoflavondides possuem atividade antibacteriana,
antialérgica, antimutagénica e anticoagulante (MIZUI et al., 1987). A rutina, por exemplo,
detém propriedades antioxidantes, antiinflamatodrias, antimutagénicas e antitumorais, como
também pode ser um bom agente teraputico no tratamento de sangramento de cdrnea,
derrames capilares e trombose coronariana (TRNOVSKY et al., 1993; PISHA; PEZZUTO,
1994; YILDIZOGLE et al., 1991). A quercetina, por sua vez, ¢ popularmente conhecida como
um forte quelante para ions metalicos, um seqiiestrador de radicais livres, um inibidor da
xantina oxidase, além de estar envolvido na preven¢do de doengas cardiovasculares e tlceras
pépticas (KNEKT et al., 2002).

Além disso, os estudos descritos a seguir foram sobremaneira importantes, porque
avaliaram o efeito protetor da rutina ou da quercetina em ratos submetidos a injecdo

subcutanea de isoproterenol.
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Stanley e Priya (2010) obtiveram evidéncias histologicas e in vitro de que a rutina
protege as enzimas lisossomais cardiacas em ratos submetidos as condi¢des acima citadas.
Esse resultado ¢ devido ao seqiiestro de radicais livres e a propriedade antioxidante da rutina,
bem como de sua capacidade de estabilizar a membrana celular, todas atribuidas a esse
flavonoide.

Punithavathi e Stanely (2010), por sua vez, constataram que o pré-tratamento
combinado de quercetina e alfa-tocoferol foi intensamente capaz de normalizar todos os
parametros bioquimicos utilizados para analise de lesdo mitocondrial decorrente de infarto,
preservar a integridade do tecido cardiaco e restituir a fungdo mitocondrial normal em ratos,
cujo miocardio encontrava-se infartado.

Punithavathi, Shanmugapriya e Prince (2010) observaram os efeitos protetores da
rutina in vivo e in vitro em ratos que apresentavam cardiotoxicidade induzida por
isoproterenol em um estudo que pode ter um impacto significativo sobre pacientes acometidos
por IAM. Os mecanismos sugeridos para explicar essas constatagdes sdo: seqiiestro de
radicais livres, reducdo de peroxidos lipidicos e de célcio, além do aumento de atividades
multienzimas, niveis de glutationa e trifosfato de adenosina (ATP) de forma a melhorar a
estrutura e a fung¢ao mitocondriais no coragao.

Prince e Sathya (2010) afirmaram que a quercetina dimininuiu a elevagao do
segmento ST e os niveis de produtos da peroxida¢do no plasma e no coragao de ratos tratados
com isoproterenol. Houve também reducdo dos niveis de colesterol total, triglicérides, acidos
graxos livres, lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade (LDL e VLDL,
respectivamente). Em contrapartida, constatou-se aumento significativo de lipoproteina de
alta densidade (HDL). Portanto, a atividade antioxidante da quercetina inibe a peroxidacao
lipidica e previne o acumulo de lipidios, além de alteragdes nas lipoproteinas e no
eletrocardiograma de ratos, cuja cardiotoxicidade foi induzida por isoproterenol. Por fim,
Punithavathi e Prince (2009) avaliaram o efeito combinado da quercetina e do a-tocoferol no
metabolismo lipidico e nos componentes de glicoproteinas em murinos também tratadados
com isoproterenol.

Dentro desse contexto buscamos avaliar os efeitos do 6leo essencial de Alpinea

zerumbet neste tipo de injuria.



44

2. OBJETIVOS
2.1. GERAL:

- Avaliar os efeitos do OEAZ no infarto do miocardio induzido por isoproterenol em ratos.

2.2.ESPECIFICOS:

Usando um modelo de infarto do miocardio induzido por isoproterenol em ratos, objetivamos:

- Avaliar, em nosso meio, o modelo de infarto do miocéardio induzido por isoproterenol em

ratos, usando analises bioquimica e histopatologica, por meio de um estudo piloto

- Avaliar os efeitos do OEAZ sobre a mortalidade

- Avaliar os efeitos do OEAZ sobre a variagdo do peso dos animais

- Avaliar os efeitos do OEAZ sobre os niveis séricos de marcadores de injuria miocardica;

- Avaliar os efeitos do OEAZ sobre os niveis de hemoglobina e contagem de leucécitos e

neutrofilos

- Avaliar os efeitos do OEAZ sobre os niveis séricos de marcadores de funcao renal
- Avaliar os efeitos do OEAZ sobre a atividade da enzima catalase no miocardio;

- Avaliar os efeitos do OEAZ sobre os niveis de glutationa no miocardio;

- Avaliar os efeitos do OEAZ sobre as alteragdes histopatologicas no dpice do ventriculo

esquerdo.
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3. METODO

3.1. Aspectos éticos

Os protocolos utilizados nesse trabalho foram feitos de acordo com os padrdes
éticos estabelecidos pela Comissdo de ética em pesquisa com animais da Universidade
Federal do Ceara , sob o protocolo (69/10). Foram obedecidas as normas estabelecidas pelo
Council for International Organization of Medical Sciences (CIOMS) e os preceitos do

Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal - COBEA.

3.2. Amostra

Foram utilizados 76 ratos jovens, puberes, machos (Rattus norvegicus: var.
albinus, Rodentia, Mammalia), pesando de 145 a 230 g, peso médio g, da linhagem Wistar,
saudaveis e bem nutridos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara
— Faculdade de Medicina, criados e mantidos sob condi¢cdes ambientais e alimentares

semelhantes.

3.3. Ambiente de Experimentacao

Os animais foram mantidos em gaiolas de polipropileno, providas de tampa com
grade metalica de ago inoxidavel e forradas com maravalhas, alojadas em dependéncias
refrigeradas (24+2°C). Observou-se a alternancia dos ciclos claro/escuro a cada 12 horas. Os
ratos foram alimentados com uma dieta padrdo com a seguinte composi¢ado: 22% de proteina,
1,4% de calcio, 0,6% de fosforo, 5% de extrato etéreo, 8% de matéria fibrosa, 10% de matéria
mineral, 12% de umidade. A dieta era enriquecida com as seguintes substincias, por
quilograma do produto: vitamina A 13.200 UI, vitamina D3 2.000 U, vitamina B1 5,0 mg,
vitamina B2 6,0 mg, vitamina B12 23 mcg, vitamina E 35 mg, vitamina K3 5 mg, biotina 0,05
mg, niacina 60 mg, colina 650 mg, lisina 100 mg, metionina 300 mg, cobre 10 mg, manganés
60 mg, ferro 50 mg. A agua oferecida era potavel. A higienizacdo das gaiolas e o exame dos
animais foram realizados diariamente pelo técnico responsavel e pelo pesquisador,
respectivamente.

Os ratos foram previamente aclimatados por um periodo de 7 dias antes da
realizacdo dos experimentos. Os procedimentos cirtrgicos foram realizados em ambiente
refrigerado, no Laboratorio de Cirurgia Experimental do Departamento de Cirurgia da

Universidade Federal do Ceara.
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3.4. Protocolo Piloto

Para a validagdo do modelo de infarto induzido por isoproterenol, modelo
experimental novo em nossa universidade, foi realizado um estudo piloto com 16 ratos,
divididos de forma aleatdria em dois grupos de oito ratos cada: grupo Piloto-Controle e grupo
Piloto-ISO. O grupo Piloto-Controle foi submetido a falsa indug@o do infarto do miocardio.
No grupo Piloto-ISO, os ratos foram submetidos a indu¢ao do infarto do miocardio. Vinte e
quatro horas ap6s a ultima aplicacdo de ISO, os ratos de ambos os grupos foram anestesiados

e sacrificados, para estudo histopatoldgico do épice cardiaco.

3.5. Protocolo Estudo
3.5.1. Distribui¢do dos grupos
Um grupo de 60 ratos foi distribuido ao acaso em quatro grupos:

- Grupo Simulado (SHAM) (n: 10): recebeu administragdo diaria durante catorze
dias de 0,5 ml de 4gua destilada (AD), por gavagem, e nos dias 13 e 14, foi realizada falsa
inducao de infarto do miocardio com solucao salina.

- Grupo Controle (CONTROLE) (n:10): recebeu administragdo diaria durante
catorze dias de 0,5 ml de AD, por gavagem, e nos dias 13 e 14, foi realizada indugdo de
infarto do miocardio com isoproterenol .

- Grupo Oleo essencial de Alpinea Zerumbet com falsa inducdo de Infarto
(OEAZ-SAL) (n: 10): foi administrado durante catorze dias por gavagem, oleo essencial de
A. zerumbet (OEAZ), e nos dias 13 e 14 foram submetidos a falsa inducdo de infarto do
miocérdio .

- Grupo Oleo Essencial de Alpinea Zerumbet com inducdo de Infarto (OEAZ-
ISO) (n: 20): foi administrado durante catorze dias por gavagem OEAZ, e nos dias 13 ¢ 14

foram submetidos a indugado de infarto do miocardio.

Os ratos de cada grupo foram pesados individualmente, no primeiro dia (D1), no
sétimo dia (D7) e no décimo segundo dia (D12) do experimento, para permitir o célculo das
doses das drogas administradas no curso do estudo.

Os animais permaneceram em jejum e sem oferta de agua a partir de 2 horas
antecedentes a realizagdo da gavagem para administracdo de AD ou OEAZ. A gavagem era
rotineiramente realizada as oito horas da manha.

Os animais permaneceram em jejum e sem oferta de dgua a partir de 12 horas

antecedentes a realizagdo da anestesia que precedeu o sacrificio, para coleta de sangue , com
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intuito de realizar hemograma completo e as dosagens de uréria, creatinina, TGO, TGP e
troponina I, retirada do 4pice do ventriculo esquerdo para exame histopatologico e fragmento

do ventriculo esquero, para avaliagdo da atividade da catalase e dos niveis de glutationa.

3.5.2. Procedimento anestésico

A técnica escolhida para anestesia envolveu o uso de cloridrato de cetamina,
utilizada na dose de 50 mg/kg do animal e cloridrato de xilasina, utilizada na dose de 10
mg/kg do animal, ambas aplicadas por via intraperitoneal. O animal foi considerado
anestesiado quando se apresentava imovel ao manuseio com auséncia de resposta a estimulos

nociceptivos, enquanto mantinha freqiiéncia e amplitude respiratorias normais.

3.5.3 Indugdo do Infarto do Miocardio com Isoproterenol

A inducdo do infarto do miocardio foi realizada mediante a administracio
subcutanea de isoproterenol, numa dose de 150 mg/kg/dia diluida em 2 ml de solugdo salina,
durante dois dias consecutivos, dias 13 e 14 com um intervalo de 24 horas entre as aplicagdes.
A falsa indugdo do infarto do miocérdio foi realizada por meio da administragdo subcutanea
de 2 ml de solucdo salina durante dois dias consecutivos com um intervalo de 24 horas entre
as aplicagdes. Estes procedimentos eram rotineiramente realizados duas horas apds as

realizacdes das gavagens.

3.5.4 Preparo e administracao das drogas utilizadas

Agua destilada
A 4gua destilada administrada por meio de gavagem nos grupos CONTROLE e
SHAM ¢ produzida pela empresa Fresenius Kabi Brasil Ltda.

Solucao salina

A solucdo salina (cloreto de sodio a 0,9%) administrada por via subcutinea, nos
grupos Piloto-Controle, OEAZ-SAL e SHAM, e utilizada no preparo da solucdo de
isoproterenol, nos grupos Piloto-ISO, CONTROLE e OEAZ-ISO, ¢ produzida pela empresa

Halex Istar Industria Farmacéutica.
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Oleo essencial de Alpinea zerumbet

As folhas frescas usadas para preparar o OEAZ foram extraidas de uma plantagao
localizada no sitio Vila Nova, no distrito de Ladeira Grande, municipio de Maranguape, no
estado do Ceard — Brasil. A topografia exata ¢ 3°59°26.49” de latitude sul e 38°42°59.10” de
longitude oeste. A identificagdo botanica do referido espécime ¢ feita de acordo como o
herbareo Prisco Bezerra da UFC.

O ¢leo essencial foi isolado pela técnica do arraste de vapor, cuja principal
vantagem deve-se a extragdo dos constituintes prescindindo temperaturas elevadas, isto &,
evita assim a degradacdo por mecanismo de pir6lise. Na etapa laboratorial do processo, €
realizada uma destilagdo simples por meio do uso de um funil de adigdo, o qual permite
acréscimo de agua a uma vazdo constante. Assim, o nivel de dgua no rasco de destilagdo
permanece inalterado.

Estudo por cromatografia do OEAZ, realizado pelo Laboratorio de CG/EM, do
curso de Pos-Graduagdao em Quimica Organica do Departamento de Quimica Organica e
Inorgénica da UFC, evidenciou a seguinte composi¢do com as respectivas percentagens:

- Terpinen-4-ol: 25,7%
- 1,8-Cineol: 24,61%

- y-Terpineno: 14,28%
- Sabineno: 10,99%

- p-Cimeno: 5,88%

- a-Tunjeno: 4,49%

- a-Terpineno: 2,89%
- B-Pineno: 2,82%

- z- Cariotileno: 1,73%
- o-Pineno: 1,72%

- Terpinoleno: 1,5%

- o-Terpineol: 1,21%

- Oxido de Cariofileno: 1,14%
- Linalool: 1,05%

A administragdo do OEAZ, na dose de 100mg/kg de peso, nos grupos AZ-SAL e
AZ-1SO foi realizada por meio de gavagem, durante os 14 primeiros dias do procedimento.
As doses calculadas levaram em consideracdo os pesos dos animais em D1, D7 e D12, sendo

modificadas, neste dias, de acordo com o ganho ou perda de peso do animal. Para cada rato a
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dose do OEAZ, era devidamente pesada, no interior de uma seringa de 1 ml em balanga de

precisao, e adicionada a AD, para formar uma suspensao de 0,5 ml, sendo entdo administrada.

Isoproterenol

O cloridrato de isoproterenol foi obtido da empresa Sigma, na forma de frascos
contendo, em cada um, um grama do pd do principio ativo puro. A dose calculada no grupo
Piloto-ISO levou em consideragdo o peso do animal no primeiro dia de inducgdo do infarto do
miocéardio. As doses administradas nos grupos CONTROLE e AZ-ISO, eram calculadas
baseadas nos pesos dos animais avaliados no D12. Para a aferi¢do do peso do principio ativo
(150 mg/kg de peso do animal) foi utilizada uma balanca de precisao. De posse da quantidade
exata da substincia, foi composta uma solucdo com 2ml de soluc¢do salina para admnistracao

subcutanea.

Cloridrato de Cetamina
O cloridrato de cetamina foi obtido da empresa Cristalia, em frasco com
concentragdes de 50 mg/ml. Por ocasido do dia do sacrificio foi administrada, por via

intraperitoneal, uma dose de 50 mg/kg de peso do animal..

Cloridrato de Xilasina
O cloridrato de xilasina foi obtido da empresa Konig, em frasco com
concentragdes de 20mg/ml. Por ocasido do dia do sacrificio foi administrada, por via

intraperitoneal, uma dose de 10 mg/kg de peso do animal.

Figura 8 - Aplicagdo intraperitoneal das drogas anestésicas
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3.5.5. Obtencao das Amostras
Vinte e quatro horas apds a inducao do infarto, verdadeiro ou falso, os ratos dos os
grupos foram anestesiados corforme descrito. Apds adequado plano anestésico foi realizada

uma incisdo em T invertido se extendendo do pescogo ao pubis.

Coleta de sangue

Obteve-se acesso ao retroperitonio, sendo dissecada a aorta abdominal, em sua
por¢do infra-renal. A coleta do sangue foi entdo efetuada por meio de uma pun¢do da aorta
abdominal com um jelco descartavel de numero 24 (24 gauge). Dessa forma a aorta era
cateterizada com o jelco, sendo desprezado o mandril, agulha presente no interior do jelco.
Com o uso de uma seringa descartavel de 5 ml, acoplada ao jelco, eram colhidos 5 ml de
sangue. Deste volume, 2 ml eram armazenados em um tubo para realizagdo de hemograma
completo ¢ 3 ml em um tubo para as dosagens bioquimicas (uréia, creatinina, TGO e

troponina I). Os tubos, devidamente identificados, eram entdo postos em um isopor com gelo.

Figura 9 - Disseccdo da aorta abdominal

Figura 10 - Pun¢do da aorta abdominal com jelco
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Figura 12 - Armazenamento da amostra de sangue em frascos especificos

Coleta do apice cardiaco para estudo histopatoldgico e imunohistoquimico

Ap6s a fase de coleta do sangue, procedeu-se de forma imediata a abertura do torar
e retirada do coracdo, por seccdo da aorta, artéria pulmonar, veia cavas e atrio esquerdo. O
coracgdo era entdo lavado com solucdo salina e o dpice era posto em um frasco, devidamente

identificado, contendo soluc¢ao de formolina a 10% tamponado.

Coleta de fragmentos do miocardio para mensuragdo da atividade da enzima catalase e dos
niveis de glutationa

Apbs a fase de coleta do 4apice cardiaco, procedeu-se de forma imediata a
ressec¢do de dois fragmentos da musculatura do ventriculo esquerdo. Este fragmento era
pesado e colocado no interior de um criotubo devidamente identificado, sendo posto em
recipiente contendo nitrogénio liquido. Apos coleta dos fragmentos em todos os ratos, os
criotubos foram armazenados em um freezer numa temperatura de -70 graus C, até¢ a

realizacdo da analise, em um periodo de até duas semanas.
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3.6. Exames bioquimicos
Os exames bioquimicos foram realizados no Laboratério Evandro Chagas,
localizado no edificio da Casa de Satde e Maternidade Sdo Raimundo, em Fortaleza,

cadastrado sob nimero 2529157 na Agéncia Nacional de Saude (ANS).

3.7. Avaliacao histopatologica

Os exames histopatologicos foram realizados no Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara. Os éapices dos
coragdes, fixados em solugdo de formalina a 10% foram embebidos em parafina, em um
periodo de cerca de 24 horas apos o iicio da fixagdo. Cortes medindo quatro micrometros
foram corados com Hematoxilina ¢ Eosina (HE) e observados microscopicamente. A
gravidade e extensao do infarto do miocardio foi observada para cada caso. O patologista nao
sabia a qual grupo correspondia cada lamina. Os achados foram classificados nos seguintes
graus: (0) sem alteracdes; (1) Leve (dano midcito focal ou pequena degeneracdo multifocal
com ligeiro grau de processo inflamatorio); (2) Moderado (extensa degeneragdo miofibrilar
e/ou processo inflamatério difuso); (3) Acentuado (necrose com processo inflamatoério difuso)

(ACIKEL et al., 2005).

3.8 .Avaliacdo da atividade da enzima catalase

A atividade da catalase foi realizada no Laboratorio de Produtos Naturais, do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceara. Foi medida de acordo com o método descrito por Aebi em 1994. 20uL do
homogenato do tecido a 5% em tampao fosfato (50mM, pH 7) foram adicionados a 2 mL de
tampao fosfato de potassio (50mM, pH 7) contendo H202 10mM. A atividade da catalase foi
definida como a quantidade da enzima requerida para decompor 1 nmol de H202 por minuto,
a 25 °C e pH 7. A absorbancia foi lida em espectrofotometro a 230 nm. Os resultados foram

expressos como milimols por minuto por grama de tecido (mmol/min/g tecido).

3.9. Avaliacao dos concentracdes de grupos sulfidrilas ndo protéicos (Glutationa)

O tecido foi homogeneizado com uma solu¢do de EDTA 0,02M gelado, para
preparacdo do homogenato a 10%. Em seguida, foram adicionados, a uma aliquota de 0,5 mL
do homogenato, 0,4 mL de 4agua destilada e 0,1 mL de 4cido tricloroacético 50%, e entdo as

amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 min. Um volume de 0,5 mL foi entdo
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retirado do sobrenadante e adicionados 1 mL de tampao Tris 0,4 M pH 8,9 ¢ 25 uLL de DTNB
0,01 M. A absorbancia foi medida dentro de 5 min a 412 nm. A concentragdo de NP-SH foi
calculada através de uma curva padrdo de glutationa reduzida (GSH) e os resultados expressos

em pg de NP-SH/g de tecido.

3.10. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico SPSS® para
Windows (v.16, SPSS Inc. Chicago, IL). As varidveis quantitativas que apresentaram
distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov foram apresentadas por média e desvio
padrao. A dosagem de troponina no estudo PILOTO foi a unica varidvel que ndo apresentou
distribuicdo normal, sendo representada pelos valores minimo e maximo, pela mediana e pelo
intervalo interquartil.

No estudo piloto, utilizou-se teste ¢ de Student para a comparacao de transaminases
entre os grupos PILOTO-CONTROLE e PILOTO-ISO. Para a dosagem de troponina foi
utilizado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney. ANOVA one-way com
comparag¢des multiplas de médias (post-hoc Tukey) foi o teste realizado em todas as varidveis
do grupo ESTUDO.

Os resultados foram expressos em forma de graficos, o qual foram elaborados com
o software GraphPad® (v.5, GraphPad Software, San Diego, CA).

Em todas as andlises estabeleceu-se 0.05 como probabilidade a do erro tipo I,

sendo considerado estatisticamente significante o valor de p < 5% (IC 95%).
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4. RESULTADOS

4.1. Piloto

4.1.1 Efeito do isoproterenol sobre a mortalidade
A mortalidade no grupo PILOTO-ISO foi de de 37.5% (3 6bitos), enquanto que
ndo houve 6bito no grupo PILOTO-CONTROLE.

4.1.2 Efeito do isoproterenol sobre a dosagem de TGO, TGP e troponina I no sangu e

Os ratos submetidos a administracao de isoproterenol apresentaram um aumento
de transaminases, porém a diferenca nao foi significante (TGO — U:5; W:20; p: 0.143) (TGP —
U:7; W:22; p:0.278). Em relagdo aos niveis de troponina, a diferenga foi estatisticamente

significante (U:0; W: 15; p: 0.007%).

TRANSAMINASES

Il r1LoTo - conTROLE
M FiLoTo -1s0

Transaminases
uiL
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Figura 13- Niveis de transaminases (U/L) nos dois grupos do estudo piloto representados pela
média e desvio padrao. O grupo PILOTO-CONTROLE apresenta niveis maiores de TGO em
relagdo aos grupos SHAM,OEAZ-ISO e OEAZ-SAL, porém essa diferenca ndo ¢
estatisticamente significante.
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Figura 14 - Niveis de troponina (ng/ml) nos dois grupos do estudo piloto, representados pelos
valores minimo e maximo, mediana e intervalo interquartil. O grupo PILOTO-ISO apresenta
niveis maiores de troponina em relacdo aos grupo CONTROLE e essa diferenca ¢
estatisticamente significante.

* Grupo SHAM e grupo CONTROLE; p=0.001

4.1.3 Efeito do isoproterenol sobre o miocardio: avaliagcdo histopatologica

Os ratos do grupo PILOTO-ISO tiveram uma maior pontuagdo na escala
histologica de lesdo miocardica em relagdo ao grupo PILOTO-CONTROLE, tanto na porg¢ao
distal quanto proximal do é&pice do ventriculo esquerdo, com diferenca estatisticamente

significante (U= 0; W= 36; p=0.00).
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Firura 15 — Estudo histopatoldgico demonstrando tecido miocardico com auséncia de

alteracdes histoldgicas (Grau 0)



Figura 16 - Estudo histopatolégico demonstrando tecido miocardico com alteragdes

histologicas leves (Grau 1)

Figura 17 - Estudo histopatoldgico demonstrando tecido miocardico com alteragdes

histologicas moderada (Grau 2)
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Figura 18 — Estudo histopatoldgico demonstrando alteragdes histoldgicas acentuadas (Grau 3)

4.2. Estudo

4.2.1. Efeito do OEAZ sobre a mortalidade

Nao houve mortalidade nos grupos SHAM e OEAZ-SAL. Nao houve diferenca
entre as taxas de mortalidade dos grupos CONTROLE (25%) e OEAZ-ISSO (25%).

4.2.2. Efeito do OEAZ sobre a variagdo do peso dos animais

A média de peso dos animais foi semelhante nos quatro grupos. A administragao

do OEAZ nao interferiu nas variacdes do peso durante os doze preimeiros dias do

experimento.

Tabela 1 - Valores da média + desvio padrao dos pesos dos animais, nos quatro grupos

GRUPOS DIAS
D1 D7 D12
SHAM 184 +£26.11 215.1 £28.04 227 +29.82
CONTROLE 18445+ 174 212.65+21.99 223.05 +£29.08
OEAZ-SAL 187.5+13.59 207.8 £24.62 221.9 £24.86
OEAZ-1SO 187.37+16.7 216.47 £25.11 231.47 +26.77

Nao houve diferencga estatisticamente significante
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4.2 3. Efeito do OEAZ sobre os niveis séricos de TGO e TGP

O grupo CONTROLE apresentou niveis maiores de TGO em relagdo aos grupos
SHAM, OEAZ-ISO e OEAZ-SAL. Os niveis séricos de TGO foram semelhantes nos quatro

grupos..
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Figura 19 - Niveis de transaminases (U/L) nos quatros grupos em estudo representados pela
média e desvio padrdo. * Grupo SHAM e grupo CONTROLE; p=0.002

** Grupo CONTROLE e grupo OEAZ-ISO; p=0.029

*#% Grupo CONTROLE e grupo OEAZ-SAL; p=0.002
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4.2.4. Efeito do OEAZ sobre a dosagem de troponina I no sangue

O grupo CONTROLE apresentou niveis maiores de troponina I em relagdo aos

grupos SHAM, OEAZ-ISO e OEAZ-SAL.
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Figura 20 - Niveis de troponina (ng/ml) nos quatros grupos em estudo representados pela
média e desvio padrao.

* Grupo SHAM e grupo CONTROLE; p=0.002
** Grupo CONTROLE e grupo OEAZ-ISO; p=0.008
*#% Grupo CONTROLE e grupo OEAZ-SAL; p=0.002
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4.2.5. Efeito do OEAZ sobre os niveis de hemoglobina

Nao houve diferencga estatisticamente significante nos séricos de hemoglobina na
comparagao entre 0s grupos.

HEMOGLOBINA
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Figura 21- Niveis de hemoglobina (g/dL) nos quatros grupos em estudo representados pela
média e desvio padrao.
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4.2.6. Efeito do OEAZ sobre a contagem do numero de leucocitos e neutrofilos

Nao houve diferenca estatisticamente significante na contagem de leucdcitos entre
0S grupos.

O grupo CONTROLE apresentou em média maior nimero de neutréfilos relacao
aos grupos SHAM e OEAZ-SAL, sendo essa diferenca estatisticamente significante. O grupo
OEAZ-ISO exibiu média maior de neutrofilos em relagao ao grupo OEAZ-SAL, porém nao

ha diferenca estatisticamente significante.
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Figura 22 — Contagem de leucocitos/mm? nos quatros grupos em estudo representados pela
média e desvio padrao.
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Figura 23 — Contagem de neutr6filos/mm? nos quatros grupos representada pela média e
desvio padrao.

* Grupo SHAM e grupo CONTROLE; p=0.026

** Grupo CONTROLE e grupo OEAZ-SAL; p=0.014
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4.2.7. Efeito do OEAZ sobre a dosagem de uréia no sangue

O grupo CONTROLE apresentou niveis maiores de uréia em relagdo aos grupos
SHAM e OEAZ-SAL, sendo essa diferenca estatisticamente significante. O grupo OEAZ-ISO
apresenta em média niveis maiores de uréia em rela¢do ao grupo OEAZ-SAL, com diferenca

estatisticamente significante.
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Figura 24 - Niveis de uréia (mg/dL) nos quatros grupos em estudo representados pela média e
desvio padrao. * Grupo SHAM e grupo CONTROLE; p=0.002

** Grupo CONTROLE e grupo OEAZ-SAL; p=0.000

*** Grupo OEAZ-SAL e grupo OEAZ-ISO; p=0.001
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4.2.8. Efeito do OEAZ sobre a dosagem de creatinina no sangue

Nao houve diferencga estatisticamente significante entre os grupos em relagdo aos

niveis séricos de creatinina.
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Figura 25 — Niveis de creatinina (mg/dL) nos quatros grupos em estudo representados pela
média e desvio padrao.
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4.2.9. Efeito do OEAZ sobre a atividade da enzima catalase no miocardio

O grupo CONTROLE apresentou menor atividade da enzima catalase em relagao

aos grupos SHAM e OEAZ-SAL, sendo essa diferenca estatisticamente significante.
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Figura 26 — Atividade da Catalase (mmol/min.g) nos quatros grupos em estudo representados
pela média e desvio padrao.

* Grupo SHAM e grupo CONTROLE; p=0.039

** Grupo CONTROLE e grupo OEAZ-SAL; p=0.001
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4.2.10. Efeito do OEAZ sobre os niveis de glutationa no miocardio

O grupo CONTROLE apresentou menor concentragao de glutationa em relagdo ao
grupo SHAM. O grupo OEAZ-ISO ndo apresentou diferenga significante na concentragdo de
glutationa em relacdo ao grupo OEAZ-SAL.
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Figura 27 — A concentracdo de glutationa NP-SH (pg/g de tecido) nos quatros grupos ¢
representada pela média e desvio padrao.
* Grupo SHAM e grupo CONTROLE; p=0.003

4.2.11. Efeito do OEAZ sobre as alteracdes histopatologicas no miocardio

Os grupos CONTROLE e OEAZ-ISO apresentaram maiores pontuacdes na escala
histologica de lesdo miocardica em relacdo aos grupos SHAM E OEAZ-SAL,
respectivamente, tanto na por¢ao distal quanto proximal do apice do ventriculo esquerdo, com
diferenca estatisticamente significante. Nao houve diferenca entre os grupos CONTROLE e

OEAZ-ISO na avaliacao deste parametro.



66

5. DISCUSSAO

Esse estudo, desenvolvido no Laboratério de Cirurgia Experimental da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Ceara, demonstrou que a indu¢do do IM em ratos
por administragdo subcutanea de isoproterenol ¢ um modelo experimental pratico e eficaz
para a avaliagdo de possiveis beneficios de drogas na protecdo do miocardio em situacdo de
estresse isquémico. Conforme dados referentes ao estudo piloto, observou-se uma taxa de
mortalidade de 37,5% no grupo PILOTO-ISO, enquanto n3o houve mortalidade no grupo
PILOTO-CONTROLE. Essa observacao condiz com dados da literatura, apontando o IM
induzido por isoproterenol como causador de mortalidade nesse modelo experimental. Acikel
et al., (2005) relatou mortalidade de 33,3%, semelhante ao encontrado nessa pesquisa

A administracdo subcutdnea de isoproterenol causa aumento significativo dos
niveis séricos de marcadores de injuria miocardica, como TGO, TGP, CPK, CK-MB, LDH e
troponina (AHMED; RANA; DIXIT, 2004; VIMAL; DEVAKI, 2004; ACIKEL ef al., 2003).
Os niveis plasmaticos desses marcadores sdo diretamente proporcionais ao grau de lesdes
necroticas presentes no miocardio, e dessa forma servem como bom marcadores de dano ao
tecido miocardio (GEETHA; SAUKAR; THANKAMAN, 1990; ACIKEL et al., 2005).

Foi observado nesse estudo que o grupo PILOTO-ISO apresentou maiores niveis
de TGO, TGP e troponina I em relagdo ao grupo PILOTO-CONTROLE, sendo um aumento
estatisticamente significante no caso da troponina I.

Estudos prévios demonstraram que kits para dosagem de troponina T e I para
humanos podem ser usados em ratos (CHOCRON et al., 1996; O’ BRIEN ef al., 1997). Nesse
estudo optamos por aferir os niveis de TGO, TGP e troponina I. Foi observado que todos os
ratos do grupo PILOTO-ISO apresentaram niveis de troponina I maiores que 0,1 ng/ml, valor
de corte que indica IAM em humanos. No grupo PILOTO-SALINA todos apresentaram
niveis de troponina igual a 0,01 ng/ml. Salientamos que no estudo piloto realizamos também
medidas séricas de CPK, CK-MB e LDH, no entanto, ao contrario do que ¢ observado na
literatura, os resultados foram contraditorios ndo apresentando correlagdo alguma com
administracao de isoproterenol, niveis de TGO, TGP e troponina I, bem como com os achados
ao exame histopatoldgico. Atribui-se a esse achado o fato de que CPK, CK-MB e LDH sao
enzimas mais inespecificas podendo inclusive ndo haver compatibilidade do kit usados para
humanos quando na avaliacdo em ratos. Por essa razdo as dosagens desses trés marcadores

nao foi usada para avaliacao dos efeitos do OEAZ.
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Ainda em relacdo ao estudo piloto, todos os ratos do grupo PILOTO-CONTROLE
apresentaram auséncia de alteragdes histopatoldgicos, definido como Grau 0. No grupo
PILOTO-ISO, dos cinco ratos que sobreviveram apenas 1 apresentou alteragdes
histopatologicas leves (Grau: 1) enquanto nos outros quatro todos apresentaram alteragdes
histopatologicas acentuadas ou no corte distal, ou no corte proximal do apice do ventriculo
esquerdo, sendo em um caso em ambos os cortes. Dessa forma, em conformidade com

diversos estudos, o modelo experimental foi adequadamente reproduzido em nosso meio.

Efeito do OEAZ sobre a mortalidade

Nesse estudo observamos uma taxa de mortalidade de 25% nos grupos
CONTROLE e OEAZ-ISO. Salienta-se que nao houve mortalidade nos grupos SHAM e
OEAZ-SALINA, indicando claramente ser o isoproterenol o agente definidor para a
mortalidade nos grupos CONTROLE e OEAZ-ISO. Esse dado também ¢ importante, pois
demonstra que a administragdo de OEAZ ndo causou mortalidade no grupo OEAZ-SAL,
corroborando com dados ja presentes na literatura demonstrando auséncia de toxicicidade
desta formulacao (OLIVEIRA, 2008).

Com base nesses resultados, observou-se que a pré-administracdo por 14 dias de
OEAZ na dose de 100mg/kg de peso, neste modelo, ndo foi capaz de reduzir a taxa de

mortalidade ocasionada pelo IM.

Efeito do OEAZ sobre a variagao do peso dos animais

Conforme descrito nos resultados, a administracdo do OEAZ nao interferiu no
ganho de peso dos animais, ao longo dos doze primeiros dias do experimento. Nao foram
encontrados estudos na literatura avaliando o efeito do uso continuado de OEAZ sobre o peso
de animais. Dentro desse contexto, esse estudo esclarece que dentro de um prazo de doze dias

nao ha alteragdes no ganho ponderal.

Efeito do OEAZ sobre os niveis séricos de TGO, TGP e troponina I

A pré-administracdo de OEAZ evitou o aumento substancial de TGO e troponina |
nos ratos do grupo OEAZ-ISO em relagdao ao grupo OEAZ-SAL, indicando possivel efeito
protetor dessa formulag@o. Ao contrario, no grupo CONTROLE os niveis de TGO e troponina

I foram significativamente maiores que no grupo SHAM.
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Altos niveis séricos de TGO e troponina refletem altos graus de injiria miocardica.
A lesdo aos cardiomiocitos induzida pelo isoproteronol estd associada com os seguintes
mecanismos de acgao:

1 - Desbalango entre o suprimento de oxigénio ¢ a demanda dos cardiomidcitos,
relacionado a hipotensao no leito coronariano e a hiperatividade miocardica, pelo aumento do
cronotropismo e inotropismo (YEAGER, 1982);

2 - Aumento da sobrecarga de Ca++ intracelular (BLOM; DAVIS, 1972);

3 - Ativacdo da enzima adenilatociclase, com deplecdo dos niveis de ATP
(BHAGATETAL, 1978);

4 - Aumento do estresse oxidativo por produtos do metabolismo do isoproterenol e
geracdo de radicais livres (SINGAL et al., 1982). Oxidacdo de catecolaminas aumenta a
produ¢do de ERO (REICHENBACH; BENDITT, 1970; BORS et al., 1978; SINGAL et al.,
1983) resultando em disfun¢do miocardica (YATES; DHALLA, 1975).

Substancias que agem reduzindo a injuria miocardica neste tipo de modelo
experimental apresentam atividades atenuantes sobre um ou mais desses mecanismos.

Em relagdo ao primeiro mecanismo poderia se supor que o OEAZ pudesse exercer
alguma forma de antagonismo da atividade adrenergica do isoproterenol. De acordo com
dados da literatura, avaliando o efeito vasodilatador de componentes da A. zerumbet,
sobretudo terpenos, dos quais o terpinem-4-ol ¢ o mais potente, observou-se que a
vasodilata¢do ¢ reduzida em vasos sem endotélio e contraem na presenga de noreprinefrina
(MOURA, 2005). Dessa forma, agdo anti-adrenérgica desses compostos ¢ improvavel.

Um possivel mecanismo de protegao do OEAZ sobre a injiria miocardica poderia
estar relacionado ao seu mecanismo de acdo em produzir vasodilatagdo. O oxido nitrico,
importante modulador da fungdo vascular parece ter um importante papel no efeito
vasodilatador de componentes da A. zerumbet. Estudos demonstram que o L-NAME, um
inibidor da enzima oxido nitrico sintase reduz esse efeito vasodilatador. Dessa forma o efeito
vasodilatador desses compostos estd provavelmente relacionado a ativagao da via do oxido
nitrico ¢ GMP ciclico (VANHOUTTE; MOMBOULI, 1996; REES et al., 1989). O o6xido
nitrico também inibe a agregacao plaquetaria e niveis reduzidos estdo implicados no aumento
da injuria por isquemia e reperfusdo. Estudos demonstram que o oxido nitrico e doadores de
oxido nitrico parecem melhorar a performance cardiaca e coronariana durante isquemia
miocardica e proteger o cardiomiocito contra dano celular e citotoxicicidade por ERO (LEI et

al., 1992; SIEGFRIED et al., 1992). Efeitos em aumentar a oferta de oxido nitrico, inclusive
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podendo causar dilatagdo coronariana, poderia ser um mecanismo de prote¢ao contra a injaria
miocardia provocada pelo isoproterenol.

No que concerne ao aumento da sobrecarga de Ca' intracelular algumas drogas,
como dantrolene, podem reduzir a concentragdo de Ca™" citosolica por inibir a liberagao de
Ca"" do reticulo sarcoplasmatico, diminuindo o grau de injuria miocardica induzida por
isoproterenol (ACIKEL et al., 2005). Se comprovado o efeito de componentes da A. zerumbet
em aumentar o oxido nitrico poderia se aventar um mecanismo protetor da injuria miocardica
relacionado ao Ca™", haja vista que o oxido nitrico reduz o Ca'" intracelular, dai o seu efeito
hipotensor, ndo somente em fungdo da ativagdo da guanilatociclase soltivel, mas também pela
hiperpolarizac¢io celular induzida pela abertura de canais de K (MURAD, 1987).

Em relacdo a deplegdo de fosfatos de alta energia, nada foi encontrada na literatura
acerca da a¢do de componentes da A. zerumbet em aumentar as reservas de ATP.

No contexto do aumento do estresse oxidativo como um dos mecanismos mais
importantes para a injuria miocardica induzida pelo uso do isoproterenol, compostos presentes
na A. zerumbet poderiam ter importancia na atenuacdo desse processo. Estudos demonstram
que das folhas, do rizoma, da raiz e das flores de A. zerumbet podem ser obtidos dihidro-5,6-
desidrokawaina (DDK) e compostos fendlicos, ambos com forte atividade antioxidante
(ELZAAWELLY, 2007a; ELZAWELLY, 2007b). Analises bioquimicas indicam ainda que as
folhas de A. zerumbet sdo ricas em flavonodides (catequinas, epicatequina, rutina, quercetina,
kaempferol 3-O-rutinosideo, kaempferol 3-O-glicoronideo) e DDK (MPALATINOS, 1998).
Como exposto na introdugdo os trés principais componentes do OEAZ usados nesse estudo
sdo o terpinem- 4-ol, o 1-8 cineol e o y-terpineno.

Em relagdo ao terpinem-4-ol, excetuando-se uma possivel acdo de reducdo da
cototoxicicidade induzida por ERO, mediada pelo aumento da oferta de 6xido nitrico
(MOURA et al., 2005), ndo encontramos estudos relacionando esse composto com atividades
antioxidantes.

Estudo publicado por Santos e Rao (2001), avaliando ac¢do do 1,8-cineol sobre o
dano da mucosa gastrica induzida pelo etanol, observou que este componente da A. zerumbet
atenuou a redugdo de grupos sulfidrilas na mucosa gastrica induzida pelo etanol, sugerindo
uma possivel atividade antioxidante.

Como ja citado, o y-terpineno, por sua vez, possui, entre outras propriedades,
efeito antioxidante na oxidagdo do lineloato de metila do DNA e de eritrocitos (LI; LIU,
2009), além de potencial sinergistico na inibi¢do da oxidacdo da lipoproteina de baixa

densidade (LDL) quando usado em associagao com o flavonodide rutina (MILDE; ELSTNER;
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GRASSMANN, 2004) como também inibi¢do da peroxidacdo lipidica (FOTI; INGOLD,
2003).

Compostos fendlicos e DDK, que apresentam alto poder antioxidante sao
comumentes desperdigados no preparo do OEAZ, que exige um processo de destilacdo.
Outras substancias extraidas da A.zerumbet como a rutina e a quercetina, flavonoides com
atividade antioxidante, foram testadas em modelo de infarto do miocéardio induzido por
isoproterenol, demonstrando a¢do protetora (PUNITHAVATHI, STANELY, 2010;
PUNITHAVATHI, SHANMUGAPRIYA; PRINCE, 2010; PRINCE; SATHYA, 2010). No

entanto, nao € por n6s conhecida a concentragdo dessas substancias no 6leo essencial.

Efeito do OEAZ sobre os niveis de hemoglobina

Nao houve diferenca entre os niveis de hemoglobina entre os grupos,
demonstrando nesse estudo que nem a administragdo de isoproterenol nem o pré-tratamento
com OEAZ geraram alteragao desse parametro.

A influéncia da administra¢do de isoproterenol sobre os niveis de hemoglobina ¢
pouco citada na literatura. Sangeetha e Quine (2008) observaram um aumento na contagem
total de eritrocitos e nivel de hemoglobina em ratos submetidos a indugdo de IM com

isoproterenol.

Efeito do OEAZ sobre a contagem do numero de leucocitos e neutrofilos

Nesse estudo observou-se que a administracdo de isoproterenol causou um
aumento no numero de leucécitos nos grupos CONTROLE e OEAZ-ISO, quando comparados
com os grupos SHAM e OEAZ-SAL respectivamente, no entanto essas diferencas nao
formam estatisticamente significantes. Analisando o efeito isolado do OEAZ administrado
por catorze dias consecutivos, observou-se que nao que nao houve interferéncia na contagem
de leucocitos uma vez que nos grupos SHAM e OEAZ-SAL estes valores foram quase
idénticos.

Em relacdo ao numero de neutréfilos observou-se que o grupo CONTROLE
apresentou niveis maiores do que no grupo SHAM nas contagens dessas células, de forma
estatisticamente significante. No grupo OEAZ-ISO, o pré-tratamento com OEAZ atenuou este
aumento de forma que ndo houve diferenca estatisticamente significante deste pardmetro entre
os grupos OEAZ-SAL e OEAZ-ISO.

Contagens elevadas de leucocitos e neutrofilos sdo observadas em ratos com IM

induzido por isoproterenol (SANGEETHA; QUINE, 2008). Contagem elevada de leucocitos €
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considerada como situagao de risco para o desenvolvimento de IAM (BURR et al., 1992).
Friedman et al (1990) foram os primeiros a observar a relagao entre a contagem de neutrofilos
e o subseqiiente desenvolvimento de IAM. No IAM, neutrdfilos podem contribuir para a
injiria miocardica em virtude da liberagdo de leucotrienos, ERO, e enzimas hidroliticas. O
grau de leucocitose pode estar associado ainda a magnitude da necrose miocardica

(SANGEETHA; QUINE, 2008).

Efeito do OEAZ sobre a dosagem de uréia no sangue

Nesse estudo, observou-se que o isoproterenol causou elevagdo dos niveis de uréia
nos grupos CONTROLE e OEAZ-ISO, provavelmente em virtude de ter ocasionado um
estado de baixo débito cardiaco por disfuncdo ventricular. O pré-tratamento com OEAZ nao
exerceu influéncia sobre o incremento dos niveis de uréia.

Nao foram encontrados na literatura estudos que discorram sobre alteragdes de
marcadores da fun¢do renal nesse tipo de modelo experimental. Essa observacdo pode abrir
janelas para a realiza¢do de futuras pesquisas acerca de protecdo renal em casos de baixo

débito cardiaco por IM.

Efeito do OEAZ sobre a dosagem de creatinina no sangue

Conforme relatado nos resultados, a administragdo de isoproterenol ndo causou
alteracdes nos niveis séricos de creatinina. A administracdo de OEAZ também nao levou a
alteragdes nesses parametros.

O aumento significativo dos niveis de uréia sem elevagdo dos niveis de creatinina
em ratos submetidos a inducdo do IM com isoproterenol indica que o dano renal apresenta
caracteristicas de lesdo renal de natureza pré-renal, e ndo de dano renal direto. Esta situacao
de insuficiéncia renal pré-renal provavelmente esta relacionada a um estado de baixo débito

cardiaco por disfun¢do ventricular.

Efeito do OEAZ sobre a atividade da enzima catalase no miocéardio

Enzimas varredoras de radicais livres como a SOD e a CAT sdo a primeira linha
de defesa contra a injuria oxidativa, decompondo O, e H,0O, antes de suas interagcdes para
formar o radical hidroxila (OH-). As atividades de SOD e CAT no miocardio estdo reduzidas
em caso de administracdo de isoproterenol em ratos (SHARMA et al., 2001).

Durante o 1AM, radicais superéxido modulam a SOD e a CAT resultando em

perda da atividade dessas enzimas e acumulo de radicais superoxido, que causa dano ao
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miocardio (SARAVANAN; PRAKASH, 2004). O pré-tratamento com OEAZ preservou a
atividade da catalase indicando aumento da remog¢ao de radicais superoxido, dessa forma,

reduzindo o dano miocérdico causado por radicais livres.

Efeito do OEAZ sobre os niveis de glutationa no miocardio

As ERO sao geradas em estagios precoces do IAM e a glutationa estd envolvida na
reducdo de radicais livres perdxidos de hidrogénio, havendo diminui¢do dos niveis de
glutationa neste periodo. A glutationa ¢ importante na prote¢do do miocardio contra injaria
por radicais livres ¢ uma redug¢do de seus niveis pode comprometer a recuperagdo apos
periodos de isquemia (PRINCE; PRISCILLA; DEVIKA, 2009).

O pré-tratamento com OEAZ preservou os niveis de glutationa reduzida no
coracdo de ratos infartados. Esse dado sugere acdo antioxidante deste 6leo nesse modelo
experimental.

Santos ¢ Rao (2001) realizaram um estudo sobre a acao do 1,8 cineol em um
modelo de gastrite induzida por etanol. A mucosa géstrica tem uma elevada concentracao
basal de glutationa que funciona como antioxidante (MUTOH et al., 1990). A glutationa
representa a maioria dos compostos sulfidrilas (ROBERT; EBERLE; KAPLOWITZ, 1984), e
o dano géstrico induzido por etanol tem sido associado com uma significativa redu¢ao com os
niveis de compostos sulfidrilas na mucosa gastrica (SZABO; TRIER; FRANKEL, 1981).
Santos e Rao (2001) observaram que o 1,8 cineol foi capaz de evitar a deplecdo de compostos
sulfidrilas na mucosa géastrica, induzida pelo etanol, sugerindo uma possivel agdo
antioxidante. A acdo dessa substancia pode ter sido um dos mecanismos responsaveis pela
manuten¢do dos niveis de glutationa em ratos infartados em que houve o pré-tratamento com

OEAZ.

Efeito do OEAZ sobre as alteragdes histopatologicas no miocardio

A administragdo de isoproterenol causou alteragdes histologicas moderadas a
acentuadas nos grupos CONTROLE e OEAZ-ISO, nao havendo diferenca entre esses grupos
quanto ao escore global. Dessa forma, em termos de alteragdes histopatologicas, avaliadas em
cortes histologicos do apice de ventriculo esquerdo, o pré-tratamento com OEAZ ndo foi
capaz de reduzir o grau dessas alteragdes. No entanto, haja vista que a liberacdo de
marcadores de injuria miocardica foi menor no grupo OEAZ-ISO em relagdo ao grupo

Controle, podemos admitir que a extensao das zonas de necrose tecidual, considerando todo o
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miocardio, e ndo somente o apice do ventriculo esquerdo, foi menor no grupo pré-tratado com
OEAZ. Esta observacao reforca a necessidade de que em trabalhos futuros seja realizada
avaliacdo histopatologica em mais regides do miocardio, bem como afericdo da éarea de
necrose por meio de métodos como o uso do trifeniltetrazolium.

Outro dado importante foi o fato de que nenhum dos animais do grupo OEAZ-
SAL apresentou qualquer alteracao histopatologica demonstrando que esta formulacao nao

apresentou efeitos toxicos sobre o miocérdio.

Estudos avaliando o efeito de fitoterdpicos no modelo de IM induzido por isoproterenol em
ratos

Como exemplo de compostos ou formulagdes derivados de plantas e avaliados em
modelo de IM induzido por isoproterenol em ratos, e que tiveram agdo e reduzir o grau de
injaria miocardica, temos: o carotenoide crocina, constituinte da Crocus sativus L. (GOYAL
et al., 2010); myricetina, um flavonoide e composto polifendide com propriedade antioxidante
presente na Vitis vinifera Linn. (TIWARI et al., 2009); sesamol, composto polifendlico
(VENNILE; RUGALENDI, 2010); acido salviandlico, componente bioativo da Salvia
miltiorrhiza Bunge, vegetal largamente utilizado na medicina tradicional chinesa em
tratamento de doencas vasculares; ginsenoside Rb3, maior constituinte bioativo da Panax
ginseng, usada clinicamente para o tratamento de doengas vasculares na China (WUANG,
2010); extrato da Calotropis procera, planta encontrada na Asia e na Africa, bastante utilizada
na medicina indiana, com atividades cardiotonicas, hepatoprotetoras, antimicrobianas e
antineopléasicas (AHMED; RANA; DIXIT, 2004); acido caféico, um dos mais comuns acidos
fenolicos presentes em frutas e graos (KUMARAN; PRINCE, 2010); 4cido gélico, acido
fenolico presente sobretudo em vinho tinto e chd verde (PRINCE; PRISCILLA; DEVIKA,
2009); o composto polifenodlico quercetina, flavondide mais comumente presente na dieta
humana; rutina, bioflavonoide cujas principais fontes sao os vegetais folhosos e frutas citricas
(STANLEY; PRIYA, 2010).

Como observado, a comunidade cientifica internacional considera extremamente
valido esse modelo experimental ¢ vem avaliando de forma efetiva o efeito de diferetes
compostos extraidos de plantas sobre a injiria miocardica. No Brasil, o tinico estudo similar,
no entanto usando um modelo de IM por meio de ligadura arterial, foi conduzido por Santiago
et al (2009), que demonstrou efeitos benéficos do alho. Em fun¢do da importancia que
representa a doenga coronariana, da praticidade e efetividade do modelo experimental de

infarto do miocardio induzido por isoproterenol em ratos e das inumeras possibilidades de
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pesquisas com fitoterapicos, dada a grande biodiversidade da flora em nosso pais, espera-se
que haja continuidade desta linha de pesquisa.

Tendo sido encontrado um possivel efeito protetor do OEAZ no IM nesse modelo
experimental, deve-se, em uma proxima etapa, avaliar os efeitos de seus prinicipais

componentes (terpinem-4-ol, 1,8 cineol e y-terpineno) quando usados isoladamente.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados expostos, concluimos que o modelo de infarto do
miocardio induzido por isoproterenol em ratos foi adequadamente reproduzido em nosso
laboratorio e causou aumento de mortalidade e de marcadores de injiria miocardica, reducao
da atividade da catalase e dos niveis de glutationa e alteragdes histopatoldgicas.

Concluimos que o pré-tratamento com o Oleo essencial de Alpinia zerumbet
apresentou efeitos protetores no infarto do miocardio induzido por isoproterenol em ratos,
uma vez:

- Atenuou as elevagdes de TGO, troponina I

- Atenuou a elevacdo do nimero de neutrofilos

- Preservou os niveis de catalase no miocéardio

- Preservou os niveis de glutationa no miocardio

No entanto, ndo exerceu efeitos sobre:

- Mortalidade

- Variagdo do peso dos animais

- Niveis séricos de TGP

- Niveis séricos de hemoglobina e contagem de leucdcitos
- Niveis séricos de marcadores da fungao renal

- Alteragoes histopatoldgicas no apice do ventriculo esquerdo
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