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RESUMO

A Alpinia zerumbet é uma planta popularmente utilizada no tratamento da hipertenséo arterial
sistémica e ansiedade. Estudos, principalmente com o o6leo essencial da Alpinia zerumbet
(OEAZz), demonstraram acOes hipotensoras, vasodilatadoras, antioxidantes, entre outras.
Assim, 0 objetivo deste estudo é analisar o efeito do OEAz na funcdo cardiovascular e
autondmica em ratos com infarto agudo do miocéardio(IAM) induzido por isoproterenol.
Utilizaram-se ratos Wistar machos, pesando entre 250-350 gramas distribuidos em quatro
grupos: Controle, 4gua por gavagem durante 7 dias e salina subcutanea nos dias 6 e 7; I1SO,
agua por gavagem 7 dias e isoproterenol 150mg/kg nos dias 6 e7; OEAz, OEAz 100mg/kg
por gavagem 7 dias e salina subcutanea nos dias 6 e 7; ISO+OEAz, OEAz 100mg/kg por
gavagem 7 dias e isoproterenol subcutaneo dias 6 e 7. A pressao arterial(PA) e frequéncia
cardiaca(FC) foram medidas por catéter de pressao na aorta abdominal. O Eletrocardiograma
foi registrado utilizando-se derivacdo DII. Inseriu-se uma canula de polietileno na veia cava,
para administracdo dos farmacos fenilefrina(0,5; 1 e 2ug/kg) e nitroprussiato de sodio(5, 10 e
20ug/kg) para avaliar os barorreflexos, serotonina(2, 4 e 16ug/kg) para avaliar os receptores
cardiopulmonares e atropina(3mg/kg) e propranolol(4mg/kg) para avaliar os sistemas
simpatico e parassimpatico. A Variabilidade da Frequéncia Cardiaca(VFC) foi derivada do
intervalo de pulso e a Variabilidade da PA(VPA) da PAS. O coracdo dos animais foram
fatiados e corados com TTC para avaliacdo da area de infarto. Em relacdo aos parametros
cardiovasculares foi significantemente maior a FC e o trabalho cardiaco do grupo OEAz
guando comparado ao ISO. Quanto ao eletrocardiograma o intervalo RR foi menor no grupo
OEAz comparado ao 1SO, a duragdo do complexo QRS foi maior nos grupos ISO e
OEAz+ISO comparadas ao Controle e no grupo ISO comparado com o0 OEAz, o intervalo QT
foi maior nos grupos 1SO e OEAz+ISO comparados com o Controle e com o OEAz assim
como no intervalo QTc, a onda Q foi mais profunda no grupo OEAz+1SO comparados com 0
Controle e OEAz, a onda R foi maior no grupo Controle comparado com os demais, a onda T
e 0 segmento ST foram maiores nos grupos ISO e OEAz+ISO comparados com o Controle e
OEAz. A média VFC no dominio do tempo foi maior no grupo ISO comparado ao OEAzZ e
OEAz+1SO, o mesmo ocorreu na VFC no dominio da frequéncia na banda de baixa
frequéncia. A VPA na banda de alta frequéncia foi maior no grupo OEAz comparado com o
ISO. O reflexo cardiopulmonar mostrou significancia na variacdo da PA da dose
intermediaria de serotonina comparada com as demais, e na varia¢do da FC do grupo Controle
comparado com OEAz+ISO. A FC intrinseca foi menor no grupo ISO comparado com o
Controle e o indice simpatico-vagal maior no grupo ISO que no Controle. Ndo houve
diferenca significante na extensdo do infarto nos grupos ISO e OEAz+1SO. Conclui-se que o
pré tratamento com o OEAz ndo foi capaz de reverter os danos hemodinamicos e
eletrocardiograficos mas reverteu o aumento da modulacdo simpatica causados pelo IAM.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Infarto do Miocéardio. Ratos. Sitema Cardiovascular.



ABSTRACT

EFFECT OF ALPINIA ZERUMBET'S ESSENTIAL OIL IN CARDIOVASCULAR AND
AUTONOMIC FUNCTION WITH ISOPROTERENOL INDUCED ACUTE
MYOCARDIAL INFARCTION IN RATS

The Alpinia zerumbet is a plant popularly used to treat hypertension and anxiety. Studies,
particularly with the essential oil from the leaves of Alpinia zerumbet (OEAZz) demonstrated
hypotensive, vasodilator, antioxidant actions, among others. The objective of this study was to
analyze the effect of OEAz in cardiovascular and autonomic function in rats with
isoproterenol-induced myocardial infarction (MI). Male Wistar rats were used weighing
between 250 and 350 grams and divided into four groups: control, water by gavage for 7 days
and subcutaneous saline on days 6 and 7; 1SO water by gavage 7 days and isoproterenol
150mg/kg on days 6 and 7; OEAz, OEAz 100mg/kg by gavage 7 days and subcutaneous
saline on days 6 and 7; ISO+OEAz, OEAz 100mg/kg by gavage 7 days and subcutaneous
isoproterenol on days 6 and 7. The blood pressure (BP) and heart rate (HR) were measured by
pressure catheter in the abdominal aorta. The electrocardiogram was recorded using
derivation DII. It was inserted a polyethylene cannula in the cava vein to administrate the
drugs phenylephrine (0.5, 1 and 2ug / kg) and sodium nitroprusside (5, 10 and 20 ug / kg) to
assess the baroreflex, serotonin (2, 4, and 16ug / kg) to evaluate cardiopulmonary receptors
and atropine (3 mg / kg) and propranolol (4mg / kg) to evaluate the sympathetic and
parasympathetic systems. The Heart Rate Variability (HRV) was derived from the pulse
interval and the variability of BP (VBP) from the BP data. With regard to cardiovascular
parameters was significantly higher the HR and cardiac work of OEAz group compared to the
ISO. The RR interval was shorter in OEAz group compared to ISO, the duration of the QRS
complex was higher in 1SO and ISO+OEAz groups compared to the control and the ISO
group compared with the OEAz, the QT interval was higher in groups 1ISO and OEAz+ISO
compared to the control and the OEAz as long as in the corrected QT interval, Q wave was
deeper in OEAz+1SO group compared with the control and OEAz, the R wave was higher in
the control group compared with others groups, the T wave and ST segment were higher in
ISO group and 1ISO+OEAz compared with the control and OEAz. The average HRV in the
time domain was higher in the ISO group compared to OEAz and OEAz+ISO, the same
occurred in HRV in the frequency domain in the low frequency band. The VPA in the high
frequency band was greatest in the group OEAz compared to ISO. The cardiopulmonary
reflex showed significant variation in the BP intermediate dose of serotonin compared with
the other, and the variation of the group’s control FC compared to OEAz ISO. The intrinsic
FC was lower in the ISO group compared with the control and the sympathetic vagal index
was higher in 1ISO group than in control. The essecial oil didnt reduce the infarct area
comparing 1ISO and OEAz+ISO groups The conclusion is that pretreatment with OEAz was
not able to reverse the hemodynamic and electrocardiographic but reduced the sympathetic
modulation damage caused by M.

Key-word: Medicinal Plants. Myocardial Infarction. Rats. Cardiovascular System.
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1 INTRODUCAO

1.1 Os fitoterapicos

Desde a idade antiga sdo utilizadas plantas como forma de medicamentos. Hoje a vasta
gama de farmacos disponiveis para o tratamento dos mais diversos tipos de doencas,
principalmente, os derivados de plantas superiores, é grandemente devido ao auxilio dos
produtos naturais. Varios desses medicamentos séo usados atualmente em diversas disfuncdes
como as estatinas nas dislipidemias, os imunossupressores, antibioticos e medicamentos no
combate do céancer (vimblastina, vincristina, taxol) (YUNES; CALIXTO, 2001; TIRAPELLI
etal., 2010).

Atualmente, notou-se um aumento no interesse cientifico e industrial na pesquisa de
novas substancias fitoterapicas que possam vir a ser empregadas no tratamento das mais
diversas disfungdes. Paralelamente, houve um acréscimo no consumo e comercializagéo
dessas substancias, estimulando ainda mais o desenvolvimento dos fitoterapicos (TIRAPELLI
etal., 2010; CUNHA et al., 2011).

Por se tratar de uma mistura de constituintes acredita-se que os medicamentos
fitoterapicos apresentem uma vantagem terapéutica, pois 0s componentes agiriam de forma
sinérgica e aditiva potencializando o efeito desejado e diminuindo possiveis efeitos toxicos.
Dessa forma, é de grande importancia o aprimoramento de tecnologias que desenvolvam as
técnicas de plantio, extracdo, processamento, controle de qualidade e entrega de matéria prima
que acumule, estabilize e aumente a biodisponibilidade dos principios ativos (BRASIL,
2008).

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades do planeta, e, consequentemente,
um grande potencial desenvolvedor de medicamentos fitoterapicos. No Nordeste a Alpinia
zerumbet, também conhecida como “colonia”, “jardineira” e “vindica” ¢ largamente utilizada
pela populacdo para o tratamento de ansiedade e depressdao na forma de cha das folhas
(MATQOS, 2002). Por esse motivo a Alpinia zerumbet foi amplamente estudada para verificar

suas propriedades farmacologicas.
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1.2 Alpinia zerumbet

A Alpinia zerumbet (Pers.) Burtt & Smith € uma planta pertencente a familia
Zingiberaceae, a maior da ordem Zingiberales, constituida de 53 géneros e mais de 1.200
espécies nativas de regides tropicais, especialmente do sul e sudeste da Asia (KRESS;
PRINCE; WILLIAMS, 2002). E classificada como uma planta herbacea, rizomatosa,
com 2 a 3 metros de altura, hastes numerosas, recurvadas, folhas coriaceas e espessas. O caule
é aéreo, curto, com folhas lanceoladas em disposicdo distica, de base aguda e &pice cuspidado.
As folhas sdo curto-pecioladas, com longa bainha aberta e lingula desenvolvida
(ALBUQUERQUE; NEVES, 2004).

A beleza das suas flores faz com que ela seja largamente cultivada. Neste género ha
uma estratégia reprodutiva chamada flexistilia, um mecanismo que favorece a polinizacédo

cruzada, evitando assim a autopolinizacdo (BARRET, 2002).

1.3 Oleo essencial da Alpinia zerumbet (OEAZ)

Os 6leos essenciais geralmente tem sabor &cido e picante e quando extraidos sdo
incolores ou amarelados. Nao sdo muito estaveis, principalmente na presenca de ar, luz, calor
e umidade. As composicdes desses 6leos apresentam diferentes concentracdes, basicamente
com um composto majoritario, outros em menores teores e alguns em baixissimas
quantidades (SIMOES; SPITZER, 1999).

Tomlinson (1956) registrou para as Zingiberaceae a presenca de células oleiferas de
forma isodiamérica, paredes suberificadas, distribuidas no parénquima fundamental de todos
0s 6rgdos estudados e na epiderme da lamina. Segundo Fahn (1979), as esséncias ou 06leos

essenciais contidas nessas células possuem grande quantidade de terpenos.

Estudos afirmam que o OEAz possui grande quantidade de mono e sesquiterpenos,
com maior concentragéo de cineol e terpineol (MATOS, 2002). Lahlou et al. (2003) relataram
que o Oleo essencial representa 0,3% do peso da planta, e que sua composicdo quimica
contém quantidades significativas de terpinen-4-ol (28,09%) e 1,8-cineol (15,02%).
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A maioria das estruturas quimicas dos 6leos volateis sdo constituidsa de derivados
fenilpropandides ou de terpendides, com dominédncia dos terpendides. Os compostos
terpénicos mais frequentemente presentes nos 6leos volateis sdo 0s monoterpenos (cerca de
90% dos 0Gleos volateis) e os sesquiterpenos. Os monoterpenos podem, ser agrupados em trés
subgrupos: aciclicos (mirceno-10, linalol-11, geraniol-12), monociclicos (alfa-terpineol 13 e
terpinoleno 14) e biciclicos (alfa-pineno 15, tujona 16, canfora 17, fenchona 18) (SIMOES;
SPITZER, 1999).

Grande parte dos estudos que utilizam o OEAz, o terpinen-4-ol é um terpeno volétil de
baixa toxicidade, encontrado no éleo essencial de diversas plantas aromaticas, enquanto o 1,8-
cineol é um monoterpeno ciclico, sendo um dos componentes do OEAz, conjuntamente eles
s&o0 os denominados como responsaveis pelos efeitos farmacolégicos desse dleo (SIMOES;
SPITZER, 1999).

Em relacdo as propriedades fisico-quimicas do OEAz o valor da densidade foi
definido em 0,88 g/mL e o indice de refracdo em 1,471. A tabela 1 mostra os valores do
tempo de retencdo (tR), logaritimo do tempo de retencdo (log tR), indice de Kovats (1K),
indice aritmético e valores percentuais obtidos através de estudo cromatografico com 0 OEAz
realizado pelo Prof. Dr. Edilberto Rocha Silveira do Departamento de Quimica da UFC
(CUNHA, 2012).

Tabela 1 — Constituintes quimicos do OEAz identificados por cromatografia gasosa acoplada
ao detector de massa.

Constituintes do OEAz tR log tR IK 1A %
a-tujeno 8,052 7,992 930 924 449
a-pineno 8,268 8,108 939 932 1,72
sabineno 9,607 9,525 975 969 10,99
p-pineno 9,711 9,658 979 974 2,82
a-terpineno 11,128 11,058 1017 1014 2,89
p-cimeno 11,381 11,300 1032 1013 5,88
1,8-cineol 11,667 11,500 1031 1026 24,61
v-terpineno 12,713 12,608 1059 1054 14,28
terpinoleno 13,781 13,725 1088 1086 1,50
linalol 14,172 14,142 1096 1085 1,05
terpinen-4-ol 17,147 16,992 1177 1174 25,70
a-terpineol 17,544 17,492 1188 1186 1,21
trans-cariofileno 25,755 25,692 1419 1417 1,71
oxido de cariofileno 30,898 30,833 1583 1582 1,14

Fonte: CUNHA, 2012.
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1.4 Estudos toxicoldgicos referentes a Alpinia zerumbet

Testes de citotoxicidade in vitro do OEAz e do extrato aquoso das folhas foram
realizados com células tumorais de varias linhagens, variando entre as mais resistentes as
mais sensiveis, como em linfocitos normais humanos. Os resultados ndo demonstraram
atividade hemolitica mostrando que apresentam baixo poder tdxico e ndo desestabilizam a
membrana plasmatica (OLIVEIRA, 2008).

O extrato aquoso foi testado em cinco doses diferentes, 2.000, 2.750, 3.500, 4.250 e
5.000 mg/kg com o objetivo de analisar a toxicidade aguda. Nenhuma delas mostrou
toxicidade exceto 0 extrato aquoso liofilizado das folhas da Alpinia zerumbet acima de 5.000
mg/kg, que obteve uma mortalidade de 50%. Os camundongos machos e fémeas tratados
apresentaram piloerecdo, fotofobia e reducdo de atividade. No ensaio do cometa e do
micronucleo, o extrato aquoso nas doses de 2.000, 3.500 e 5.000 mg/kg e 0 OEAz na dose de

400mg/kg ndo apresentaram atividade genotdxica (OLIVEIRA, 2008).

O OEAZz nas doses de 30 a 100 mg/kg ndo obteve letalidade durante uma pesquisa de
toxicidade aguda. Uma mortalidade em 60% e 90% dos camundongos machos e fémeas
respectivamente, tratados com a dose de 5.000 mg/kg. Alteracbes comportamentais sugestivas
de toxicidade aguda ndo foram observadas durante os 14 dias de estudo nas doses de 30, 100,
300 e 1000 mg/kg, exceto na dose de 5.000 mg/kg. Animais tratados apresentaram sinais de
toxicidade como resposta ao toque, segurar a cauda, reflexo corneal, tbnus corporal e aumento
da frequéncia respiratdria e cardiaca quando comparados com o controle. O OEAz ndo causou
alteracdo macroscépica importante no aspecto, cor e tamanho do coracao, testiculo, ovario,
tubas uterinas, glandulas salivares e timo quando comparado ao grupo controle. Alteracdes
significantes ndo foram observadas no peso do pulméo, nédulos linfaticos, rim, figado,
glandulas adrenais, estdmago, baco e encéfalo nos camundongos machos e fémeas, quando
comparado com o grupo controle (UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA,
2008).

Camundongos machos apresentaram aumento significante no peso do coragdo (em
doses de 400 mg/kg), pulméo (em doses de 800 mg/kg) e figado (em doses de 800 mg/kg) e
reducdo do peso do estdbmago (em doses de 100 mg/kg) e rim (em doses de 100 e 400 mg/kg),

guando comparado com o grupo controle. J& nos camundongos fémeas tratadas com OEAz
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(100-800 mg/kg) apresentaram diminuicdo significante no peso do encéfalo e figado (em
doses de 100 mg/kg) e aumento do peso do coracdo e figado (em doses de 800 mg/kg).
Quanto aos padrdes histopatologicos em camundongos machos houve alteracdo do baco
(hiperplasia linfonoidal), pulmao (hemorragia alveolar) e rim (inflamacdo crénica). Nas
fémeas ocorreram alteragdes no pulméo (hiperplasia linfonoidal) e rim (inflamacdo cronica)
(UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA, 2008).

Dentre os resultados encontrados o0 OEAz na dose de 200-800 mg/kg provocou
aumento significante dos niveis de albumina em todas as doses utilizadas, creatinina (em
doses de 400 e 800 mg/kg), sodio (em doses de 100 mg/kg), potassio (em doses de 100
mg/kg), aspartato aminotrasferase (em doses de 100 mg/kg), colesterol HDL (em doses de
100, 400 e 800 mg/kg) e colesterol total (em doses de 400 mg/kg) quando comparado ao
grupo controle. Observou-se nos camundongos machos tratados com OEAz diminuicdo nos
niveis de leucécitos com a dose de 200 mg/kg quando comparado ao grupo controle. Os
camundongos fémeas, por outro lado, tiveram aumento de leucdcitos (em doses de 200, 400 e
800 mg/kg) e plaquetas (em doses de 800 mg/kg) quando comparado ao grupo controle.
Concluiu-se com esse estudo, portanto, que a NOAEL (no observable adverse effect level)
esta entre as doses de 100 e 200 mg/kg de OEAz (UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA
CATARINA, 2008).

Santana (2009) em um ensaio clinico avaliando os efeitos toxicologicos do cha da
folha da Alpinia zerumbet concluiu que ndo houve efeitos tdxicos na ingestdo de 540ml
diarios do cha por 28 dias nos parametros hematolégicos, hepéticos, renais e metabolicos

qguando comparado com o grupo placebo.

1.5 Propriedades farmacoldgicas da Alpinia zerumbet

As folhas da Alpinia zerumbet contém Gleo essencial rico em mono e sesquiterpenos,
sendo seus componentes majoritarios o cineol e o terpineol. Dentre outas substancias que
compdem o Oleo essencial, os mais importantes sdo alguns flavondides de acdo anti-
hipertensiva e kavapironas com principios de acdo ansiolitica. Dessa forma, estudos
farmacoldgicos do extrato aquoso das folhas e do 6leo essencial mostraram atividade anti-

hipertensiva e levemente tranquilizante ou sedativa. As folhas podem ser utilizadas em forma
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de cha, na propor¢do de uma folha para um litro de &gua fervente, devendo esse litro de cha
ser refrigerado e consumido ao longo do dia. A pressdo arterial deve ser monitorizada para
controlar o numero de folhas utilizadas para fazer o cha, podendo-se utilizar até trés folhas
(MATOS, 2002).

Mendonca et al. (1991) verificaram os efeitos do cha e do extrato hidroalcodlico da
Alpinia zerumbet em ratos e observaram o efeito de excitagdo do sistema nervoso central,
seguida de depresséo e hipocinesia. Houve também um aumento no tempo de sono e efeito
hipotensor que néo era bloqueado por atropina, propanolol e hexamet6nio. O extrato causou
ainda diminuicdo do cronotropismo e do inotropismo. Foram realizados testes de toxicidade
aguda e cronica, onde observou-se aumento da TGO, TGP, HDL e da contagem de linfocitos,

mas de forma geral, ndo houve toxicidade significante.

Foi realizado um estudo com dez individuos saudaveis com o objetivo de avaliar a
funcdo diurética de trés plantas utilizadas popularmente: Elephantopus scaber, Alpinia
zerumbet e Trandescandia diurética. Foram administrados agudamente os chas dessas
substancias naturais e comparados com o placebo (d&gua com baunilha). A dose utilizada foi
cinco vezes maior que a utilizada popularmente, 7,5 g/100mL, 0,8 g/100mL, 25 g/100mL.
Foram analisadas as concentragdes de sédio, potéssio, acido Urico, célcio, fosforo, uréia,
creatinina e volume urindrio sendo esseo Unico parametro em que ocorreu diferenca
estatisticamente significante (p < 0,05) apds a administracdo do cha de Alpinia zerumbet, que
também causou decréscimo na pressdo diastolica (p < 0,05) e pressdo sistdlica (p < 0,05).
Porém, ndo foram observadas alteracdes hidroeletrolitica e de parametros de fungdo renal com
0s chas das trés plantas, excluindo portanto o efeito tubular ou glomerular destas substancias
(LARANJA; BERGAMASCHI; SCHOR, 1992).

Bezerra et al. (2000) observaram o OEAz inibiam contra¢bes induzidas por KCI e

acetilcolina no ileo de ratos, o qual proporcionava acao antiespasmotica.

Em um estudo de Lahlou et al. (2002a) comparando os efeitos cardiovasculares da
adiministracdo intravenosa do OEAz e do terpinen-4-ol ocorreu a hipotenséo
independentemente da presenca operacional do sistema nervoso simpatico, sugerindo que o

OEAZz pode ser um agente vasodilatador direto.

Lahlou et al. (2002b) em outro estudo analisaram os efeitos cardiovasculares do 1,8-

cineol em ratos, e concluiram que o tratamento intravenoso como o OEAz em ratos
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anestesiados com pentobarbital e conscientes, geravam hipotensdo muito mais relacionada

com o relaxamento vascular ativo do que a auséncia do tonus simpatico.

Leal-Cardoso et al. (2003), verificaram a acdo do OEAz no potencial de acdo
composto (PAC) do nervo ciatico de ratos Wistar e observaram que o OEAz induz um
bloqueio do PAC de forma dose-dependente, sendo a velocidade de condugdo diminuida
significativamente por 300, 600 e 2000 pg/mL de OEAz, quando comparado aos valores

controle.

Lahlou et al. (2003) utilizando o modelo de hipertensédo o DOCA-Sal em ratos,
investigaram a resposta hipotensiva ao tratamento intravenoso com OEAz e seu principal
constituinte, o terpinen-4-ol (1-10 mg/kg) e observaram uma diminuicdo da pressao aortica
média de forma dose-dependente, provavelmente, devido a um relaxamento do masculo liso.
Diante desses achados, os autores atribuiram tal efeito ao maior constituinte do OEAz, o
terpinen-4-ol. Na anélise da constituicdo quimica do OEAz deste estudo, duas substancias

foram observadas quantidade superior: o terpinen-4ol (28,09%) e o 1,8-cineol (15,02%).

A administracdo do OEAz por via oral nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg para
camundongos, foi detectado um efeito antinociceptivo de forma dose-dependente, o que
denota que o mecanismo de acdo pode envolver a participacdo de receptores opiodides
(ARAUJO et al., 2005)

Lin et al. (2008) objetivou em seu estudo, observar a atividade antioxidante e
hipolipidémica da Alpinia zerumbet em hamsters, com foco na elevagdo das proteinas de alta
densidade (HDL), concluindo que o p6 das sementes e 0 Gleo essencial possuem efeitos
hipolipidémicos com capacidade de elevar o HDL. Em um experimento com aorta isolada de
rato, Pinto et al. (2009) sugere que o OEAz induz um potente efeito relaxante diretamente
dependente da integridade funcional do endotélio vascular, sugerindo entdo o envolvimento

do 6xido nitrico nesse mecanismo.

Em um estudo com camundongos utilizou-se doses de 50 e 100 mg/kg por via
intraperitoneal do OEAz. Foi realizado entdo modelos comportamentais para verificar a
atividade locomotora (campo aberto), catalepsia, ansiedade (teste do campo aberto), atividade
de catatonia, ansiedade (labirinto em cruz elevado), depressdo (teste do nado forcado e

suspensdo da cauda) e avaliagcdo da estereotipia induzida por apomorfina, e os resultados
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foram comparaveis aos obtidos no grupo controle tratado com haloperidol (ARAUJO et al.,
2009).

Em preparacGes de atrio isolado, Santos et al. (2011) constataram a reducéo da forca
de contracéo e da frequéncia cardiaca provocada pelo OEAz, provavelmente por um bloqueio

na entrada de célcio nos canais de calcio tipo L.

Um estudo realizado por Cunha et al. (2013), visando verificar o efeito anti-
hipertensivo da fracdo metandlica do OEAz (FMOEAZz), constatou a reducdo da hipertensdo
arterial sistémica induzida pela inibigdo crbnica da sintese de 6xido nitrico em ratos. Além
disso, 0 FMOEAZz causou vasodilatacdo de forma dose-dependente em anéis de aorta isolados
contraidos com fenilefrina e KCI. Os autores concluiram que a atenuacao da contracdo parece
se dar pela inibicdo do influxo de ion calcio através dos canais de calcio voltagem

dependentes e pela reducdo da mobilizagdo do célcio intracelular.

Lobo Filho (2011) avaliando o efeito do OEAz no infarto em ratos induzido por
isopreterenol mostrou que o pré tratamento com o dleo atenuou as elevacdes de TGO e
troponina I, atenuou a elevacdo do numero de neutrofilos, preservou os niveis de catalase no
miocardio e preservou os niveis de glutationa no miocardio. No entanto, ndo exerceu efeitos
sobre: mortalidade, variacdo do peso dos animais, niveis séricos de TGP, niveis séricos de
hemoglobina e contagem de leucdcitos, niveis séricos de marcadores da funcdo renal,

alteraces histopatolégicas no apice do ventriculo esquerdo.

1.6 Lesdo Celular Isquémica

A isquemia € o tipo mais comum de lesdo celular onde o suprimento de oxigénio e
nutrientes € insuficiente para suprir as necessidades teciduais, normalmente devido a
diminuicdo do fluxo sanguineo, devido uma obstrucdo no sistema arterial ou aumento da
demanda energética do tecido (KUMAR; ABUL, 2000).

Grande parte da energia utilizada pelos mamiferos é derivada, principalmente, do
metabolismo celular aerdébico, por meio da fosforilagdo oxidativa nas mitocondrias, gera
moléculas de adenosina trifosfato (ATP). Em situagdes com baixo suprimento de oxigénio,
como no infarto agudo do miocardio (IAM), a fosforilagdo oxidativa para rapidamente e o
ATP passa a ser sintetizado primordisimente por meio da glicolise anaerobica. Essa via de
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producdo energética, ndo gera ATP suficiente para atender a demanda celular, culminando no
consumo dos estoques de ATP e de creatina-fosfato. Quando essa via de producdo de ATP
continua, pela insistente deplecdo de oxigénio, ocorre a producdo de grandes quantidade de
lactato e fons H*, com conseqiiente reducéo do pH intracelular. Com o consumo progressivo
de glicogénio, a velocidade da glicolise diminui, aumentando a deplecdo de ATP
(JENNINGS; REIMER, 1981).

Inimeras alteragBes intracelulares ocorrem devido ao déficit energético como os
disturbios da homeostase i6nica celular (GROOT; RAUEN, 2007). A reducéo da atividade da
bomba de Na'/K® ATPase também se da pela deplecdo continua dos niveis de ATP,
consequentemente ocorre um aumento da concentragdo intracelular de Na* e do efluxo de K*

para 0 meio extracelular (BUJA, 2005).

O influxo de Na+ é acompanhado pelo influxo de CI- e, consequentemente, por ganho
isosmotico de &gua, o que resulta em edema celular. A acentuada concentracdo 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).

A reducdo das atividades de bombas de Ca”* presentes na membrana plasmatica e no
reticulo sarcoplasmatico contribui para o desequilibrio i6nico. O Ca®*" exerce importantes
funcGes na lesdo celular, como ativacdo de fosfolipases, principalmente fosfolipase A2,
proteases, endonucleases, ATPases e dano mitocondrial, além da liberacdo de proteinas pré-
apoptoticas aprisionadas entre as membranas mitocondriais externa e interna (GROOT;
RAUEN, 2007; FIOLET; BAARTSCHEER, 2000; DONG et al., 2006).

AlteracBes morfoldgicas e metabdlicas podem ser revertidas caso o fluxo sanguineo
seja restaurado ap6s 0s primeiros minutos de esquemia. Contudo, quando a isquemia é
continua por cerca de vinte a trinta minutos, as células desenvolvem lesdes irreversiveis que
culminan na morte celular (FERDINANDY; SCHULZ; BAXTER, 2007). A determinacdo do
momento em que a injuria passa a ser irreversivel e fruto de muitas discussoes entre autores
(MANJO; JORIS, 1995). Kroemer et al (2009) propde que a célula morta deve apresentar
pelo menos um dos critérios morfoldgicos e moleculares: perda da integridade da membrana
celular; fragmentacdo celular em discretos fragmentos, comumente definidos como corpos
apoptoticos; ingestdo da célula ou de seus fragmentos por outra célula adjacente. Existem dois

padrdes morfoldgicos basicos de injuria celular que culmina em morte celular. Um deles é
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acompanhado por tumefacgéo celular, resultando em morte por necrose e outro se desenvolve
por reducéo do volume celular, morte por apoptose (EDINGER; THOMPSON, 2004).

Apesar da morte celular no IAM ser predominantemente por necrose, estudos indicam
que a apoptose celular ocorre, principalmente durante os primeiros minutos da lesdo ou
quando hé reperfusdo (BUJA; ENTMAN, 1998). A dos niveis de ATP tem sido considerado
um importante fator, ja que para haver apoptose é necessario estoque de ATP, pois envolve
complexas sequéncias de reacdes enziméticas (LEIST et al., 1997; BUJA, 2005; EDINGER,;
THOMPSON, 2004).

A restauracdo do fluxo sanguineo é fundamental para garantir a sua viabilidade e
funcdo, assim como para prevenir lesGes celulares irreversiveis, principalmente quando a
reperfusdo ocorre logo apos o inicio da isquemia (ELTZSCHIG; COLLARD, 2004). Contudo,

a reperfusdo pode provocar danos adicionais aqueles causados pela isquemia.

Quando se inicia a reperfusdo, novos mecanismos lesivos ocorrem, provavelmente o
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), o aumento da concentracdo de
Ca®* intracelular, uma reacdo inflamatéria aguda e disfuncdo endotelial e microvascular
(KUMAR; ABUL, 2000; ELTZSCHIG; COLLARD, 2004; VERMA et al., 2002; DIRKSEN
etal., 2007).

Apbs a reperfusdo, uma reposta inflamatoria é desencadeada devido a liberacdo de
citocinas e outros mediadores inflamatérios produzidos durante a isquemia. Esta resposta
pode ser tdo intensa, que pode resultar no aparecimento da sindrome da resposta inflamatéria
sistémica ou na sindrome da disfuncdo maltipla dos érgdos, que chegam a representar cerca
de 30 a 40% das causas de mortalidade em unidades de terapia intensiva (ELTZSCHIG;
COLLARD, 2004).

1.7 Infarto Agudo do Miocardio: Aspectos fisiopatolégicos e epidemioldgicos

O termo infarto do miocéardio significa basicamente a morte de cardiomidcitos causada
por isquemia prolongada ocasionada por uma ocluséo arterial coronariana. Esta obstrucéo
bloqueia o suprimento sanguineo adequado ao miocardio, levando-o a profundas

consequéncias funcionais, bioquimicas e morfologicas. Apo6s segundos de obstrucdo vascular,
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a glicélise aerdbica dos cardiomidcitos se interrompe, prejudicando a producdo de ATP. A
isquemia do miocardio também contribui para o aparecimento de arritmias, possivelmente
devido a instauracdo da instabilidade elétrica das regides onde o suprimento sanguineo foi
crucialmente prejudicado. Tais alteracbes podem levar a perda irreversivel miocardica
culminando no aparecimento de disfuncdo mecanica do coracdo. A evolugdo para
insuficiéncia cardiaca depende da intensidade desta disfuncdo (UMAR; FAUSTO, 2004).

Os efeitos da isquemia sobre o miocéardio sdo bem conhecidos e além de resultar em
uma oferta inadequada de oxigénio, ocasionam acumulo de metabolitos que, agindo
diretamente ou através de mediadores, causam lesdo miocardica, podendo culminar em
necrose. Se por um lado a isquemia é capaz de gerar lesbes celulares importantes, a reperfusao
pode acentué-las, piorando o processo e tornando-o irreversivel (HEARSE,1978; HOBSON
1996). No miocardio, a reperfusdo de areas isquémicas pode gerar: reducdo da forca contratil,
arritmias de reperfusdo, infarto e necrose de miocitos (BOLLIR.1990; ZHAO, 2006).

A terapéutica atual utilizada no infarto se faz no sentido de minimizar a area de
necrose miocardica, quanto ao aumento da sobrevida e qualidade de vida do paciente.
Entretanto, ainda existem poucos farmacos e técnicas que realmente exercam esse beneficio
sem trazer efeitos adversos a longo prazo para esses mesmos pacientes, como diminui¢do do
débito cardiaco e o aparecimento de arritmias, aumentando 0s casos de reinternacdes
hospitalares. O desenvolvimento de uma nova terapéutica que atue na manutencdo da
qualidade de vida desses pacientes sem haver um prejuizo da sobrevida ou sintomatologia,
representa uma necessidade médica importante (ZHAO, 2006).

As doencas cardiovasculares sdao um dos maiores problemas de salde publica no
mundo ocidental (LEVY et.al.,2002). Mesmo com a grande evolu¢do do diagnostico e do
tratamento da insuficiéncia das artérias coronarias, o IAM continua a ser a principal causa de
morte nas populacdes ocidentais (ANTMAN, 2001). Segundo dados da American Heart
Association (ROGER et al., 2011), a prevaléncia de infarto do miocardio nos Estados Unidos
situa-se em 3,1% na populagdo com mais de 20 anos. No Brasil, as doengas cardiovasculares
ainda permanecem como a primeira causa de mortalidade proporcional, responsaveis por 29%
dos Obitos em 2010 e se mantém persistentemente elevada: em média, 16,2%, em 2000,
16,1%, em 2005, e 15,3%, em 2010. Apesar das doengas cardiovasculares estarem
diminuindo ao longo do tempo, ainda assim, é a enfermidade com a maior taxa de mortalidade

quando comparada a outras doengas crénicas ndo transmissiveis. Assim, as doengas
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coronarianas tém um grande impacto financeiro sobre o sistema de salde, constituindo-se em
cerca de 5% dos gastos com internacdo (Departamento de Informatica do Sistema Unico de
Salde [Datasus]).

Existe o conceito que o IAM é um evento pouco fregliente em pacientes com menos
de 45 anos (KANNEL; ABBOTT, 1994; CHEN; CHESTER, KASKI, 1995). No estudo de
Garoufales et al., 1998, durante um periodo de dez anos, a incidéncia de IAM entre 30 e 44
anos foi de 5.11 % em 2282 homens e de 0.74% em 2845 mulheres. Por sua vez, diversos
estudos demonstram que 4 a 8% dos IAM ocorrem em pacientes com até 45
anos (ZIMERMANN et al., 2008), sendo que, no Brasil, 11,08 % dos IAM internados nos
hospitais credenciados ao Sistema Unico de Saude ocorreram em pacientes entre 25 e 44
anos (DATASUS, 2010). Ha algumas décadas, admitia-se que a doenca coronaria era uma
doenga quase exclusiva dos homens, raramente acometendo as mulheres; assim, sintomas
sugestivos do diagnostico de insuficiéncia coronaria no homem eram subestimados quando
apresentados por uma mulher. Essa visdo errdnea da doenca coronéria no sexo feminino nédo
mais se justifica, pois atualmente ela é a principal causa de mortalidade entre as mulheres
ocidentais, superando o céancer de Utero, o de mama e as mortes durante o parto . Apesar
destes fatos serem ha muito conhecidos, sdo recentes os estudos mais aprofundados sobre a
doenca cardiovascular na mulher (DA LUZ; SOLIMENE, 1999; HOCHMAN et al., 2001;
WEXLER, 2008).

Desta forma, € notdéria como a trajetoria da epidemiologia do infarto tem mudado
significativamente durante anos. Novos publicos estdo sendo melhor estudados e a
prevaléncia do infarto tem se mostrado maior que o previamente esperado. Estes dados trazem
consigo mudancas nas perspectivas de diagnostico, tratamento e prognostico para estes
pacientes, assim como, também, nos métodos de prevencdo do mesmo (WOODFIELD et al.,
2004).

1.8 Controle Cardiovascular pelo Sistema Nervoso Auténomo

O estudo dos mecanismos de controle da pressdo arterial tem indicado grande nimero
de substancias e sistemas fisiologicos que interagem de maneira complexa e com redundéncia

para garantir a pressdo arterial (PA) em niveis adequados nas mais diversas situagoes.
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Admite-se, portanto, que alteracdes da PA, como as encontradas na hipertensdo ou em outras
afeccdes, resultariam da disfuncdo dos sistemas de controle de pressdo arterial. Com esse
enfoque, os mecanismos neuro-humorais de ajuste instantaneo que definem as alteracGes
apropriadas do débito cardiaco, da resisténcia periférica e do retorno venoso adaptadas ao
ponto de operacdo (ou a pressao arterial do individuo, seja ele hiper, hipo ou normotenso)
dependem da modulagdo do sistema cardiovascular, feita pela interagdo de mecanismos
complexos. Entre eles, destacam-se o sistema nervoso autbnomo e as diferentes alcas
hormonais acionados por informacgdes codificadas pelos diferentes sensores periféricos (DE
ANGELIS; SANTOS; IRIGOYEN, 2004).

Os pressorreceptores arteriais sdo 0 mais importante mecanismo de controle reflexo da
PA, a curto prazo. S8o0 mecanorreceptores compostos por terminacfes nervosas livres situados
na parede adventicia de grandes vasos (aorta e carétida) que sdo estimulados por deformacdes
das paredes desses vasos, provocadas pela onda de pressdo pelas caracteristicas mecano-
elasticas da parede. (KRIEGER; IRIGOYEN; KRIEGER, 1999; MICHELINI, 2000)

Durante elevacBes da PA, ha um aumento na deformacdo da parede e ativacdo dos
pressorreceptores que geram os potenciais de agdo. Os sinais sdo conduzidos ao sistema
nervoso central (SNC), especificamente para o nucleo do trato solitario (NTS) via nervo
glossofaringeo (fibras carotideas) e vago (fibras adrticas). Neurdnios secundarios do NTS
excitam neurénios pré-ganglionares do parassimpatico no ndcleo dorsal motor do vago e no
ndcleo ambiguo, que se projetam (eferentes vagais) para os neurbnios pdés ganglionares
intramurais  situados no coracdo, determinando aumento da atividade vagal e
consequentemente queda da frequéncia cardiaca (FC). O tébnus simpatico para o coracao e
vasos, é reduzido ja que outros neurdnios do NTS, quando estimulados por aumento da PA,
excitam o bulbo ventrolateral caudal que inibe 0s neurbnios pré-motores simpaticos do bulbo
ventrolateral rostral. Ocorre, assim, reducdo do inotropismo e bradicardia e a queda da
resisténcia vascular periférica que levam a reducdo da PA (IRIGOYEN; CONSOLIM-
COLOMBO; KRIEGER, 2001; SANCHES et al., 2009; MOSTARDA et al., 2014).

O sistema nervoso autondmico influencia de forma tonica e reflexamente o sistema
cardiovascular, j& que, tanto a noradrenalina como a acetilcolina liberadas no coragéo,
modificam o débito cardiaco por alterar o inotropismo e o cronotropismo. Nos vasos de

resisténcia da circulacédo sistémica, a liberacdo de noradrenalina modifica a contratilidade do



24

masculo liso vascular e, consequentemente, a resisténcia vascular periférica (FRANCHINI;
COWLEY, 1996; COWLEY; FRANCHINI, 1996).

Apesar de os efeitos do sistema nervoso sobre o sistema cardiovascular sejam
prioritariamente devidos a acdo dos neurotransmissores noradrenalina e acetilcolina, a
liberacdo de outros neurotransmissores nas terminacdes pos-ganglionares simpaticas e
parassimpéticas pode modificar a acdo da noradrenalina e da acetilcolina, aumentando as
oportunidades de controle cardiovascular por aumentar ou diminuir a sensibilidade do
musculo cardiaco e do musculo liso vascular a estimulacdo simpética e parassimpética
(VICTOR; MARK, 1996; FRANCHINI, 1998).

Além disso, respostas reflexas do simpatico e do parassimpatico possibilitam ajustes
do débito cardiaco e da resisténcia vascular periférica, contribuindo para a estabilizacdo e
manutengdo da PA sistémica durante diferentes situagbes (COWLEY; FRANCHINI, 1996).
Diante disso, sabe-se que ao menos trés dos maiores arcos reflexos estdo envolvidos na
modulacdo da atividade parassimpatica e simpatica para coracdo e vasos, ligados aos
pressorreceptores arteriais (alta pressdo), aos receptores cardiopulmonares (baixa pressdo) e
aos quimorreceptores arteriais (IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001).

Na lesdo aguda do miocérdio, a ativacdo do sistema nervoso simpatico ocorre como
resposta adaptativa afim de restaurar ou manter os niveis de pressao e do débito cardiaco. Em
modelos experimentais de insuficiéncia cardiaca, a atividade nervosa simpatica esta presente
no inicio da disfuncdo ventricular esquerda (STEVENS et al., 1995). Todavia, 0 mecanismo
essencial responsavel pela hiperatividade simpatica nesta disfuncdo permanece desconhecido
e pode estar relacionado a diversos sistemas, tais como: atenuagdo da sensibilidade dos
mecanorreceptores arteriais e cardiacos; alteracdo pressérica na artéria e no capilar pulmonar;
exacerbacdo do quimiorreflexo periférico e central; ativacdo das aferéncias simpaticas
cardiacas que estdo relacionadas a sensacdo de dor cardiaca durante a isquemia coronariana;
ativacdo dos aferentes renais sensiveis a estimulos mecéanicos ou quimicos e ativacdo do
sistema renina-angiotensina, entre outros (DE ANGELIS; SANTOS; IRIGOYEN, 2004).

O sistema nervoso parassimpatico, também se encontra alterado no 1AM. Eckberg,
Nerhed e Vallin (1971) por meio da infuséo de fenilefrina para aumentar a PA, observaram
que a resposta bradicardica mediada pelo parassimpatico estava atenuada em pacientes com
insuficiéncia cardiaca, demonstrando que o controle barorreflexo arterial da FC estava

atenuado. De fato, existe consenso de que a funcdo vagal preservada é benéfica na
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manutencdo da variabilidade da presséo arterial (SU; MIAO, 2001; BERNI; FIORINO;
IRIGOYEN, 2004), em especial nos casos de isquemia do miocardio (SCHULTZ, 2001). A
administracdo de drogas parassimpatomiméticas e B-bloqueadoras apés IAM e na
insuficiéncia cardiaca tem revelado aumento da variabilidade da frequéncia cardiaca,
indicando efeito protetor sobre o sistema cardiovascular (VYBIRAL et al.,, 1993, LA
ROVERE et al., 1994). A busca por drogas com acéo cardioprotetora, capazes de inibir a
ocorréncia de eventos cardiacos em situacdes de estresse ou esforgo fisico, para a utilizacdo
em pacientes portadores de cardiopatias isquémicas, é portanto de grande relevancia (DE
ANGELIS; SANTOS; IRIGOYEN, 2004).

1.9 Justificativa

Vaérios estudos pré clinicos demonstraram a auséncia de toxicidade e as agdes
farmacoldgicas, tanto do OEAz quanto do extrato e do cha da folha (inclusive em seres
humanos) da Alpinia zerumbet. Dentre os principais efeitos podemos citar hipotensao,
relaxamento vascular, efeito inotropico e cronotrépico negativo, efeito antioxidante,
hipolipidémico, antinociceptivo, antihipertensivo e antiespasmoético, e o prolongamento de
tempo de sono.

A importancia da realizacdo de um estudo pré clinico analisando os efeitos do OEAz
nos parametros hemodinamicos, eletrocardiograficos e autonémicos, se da pelo grande
impacto causado pelas doencas cardiovasculares na populacdo e pelas evidéncias cientificas

que mostram atividade farmacol6gica promissora da Alpinia zerumbet nesse sistema.

Torna-se importante também evidenciar a magnitude de se estudar lesbes cardiacas
isquémicas como o IAM devido & larga incidéncia na populacdo brasileira e mundial.
Ademais, a caréncia de estudos avaliando o efeito do OEAz nos parametros cardiovasculares

isolados e associados ao |AM.

Portanto, esse trabalho oferece grande contribuicéo cientifica por ser o primeiro estudo
a abordar o efeito do OEAz nos parametros cardiovasculares, autondmicos e

eletrocardiograficos de ratos infartados. Pode-se enfatizar ainda a importancia econdmica-
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social da utilizacdo de substancias fitoterapicas no tratamento de individuos com alteracbes
cardiovasculares, desde que esse uso seja adequado, controlado e de eficacia comprovada.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

e Analisar o efeito do pré tratamento com o OEAz na funcdo cardiovascular e

autonémica em ratos com infarto agudo do miocérdio induzido por isoproterenol.

2.2 Especificos

e Analisar o efeito do pré-tratamento com OEAz na frequéncia cardiaca em ratos com

infarto agudo do miocéardio induzido por isoproterenol.

e Verificar o efeito do pré-tratamento com OEAZz na pressdo arterial em ratos com
infarto agudo do miocéardio induzido por isoproterenol.

e Auvaliar o efeito do pré tratamento com OEAz nos parametros eletrocardiograficos em

ratos com infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol.

e Estudar o efeito do pré tratamento com OEAZz na variabilidade da frequéncia cardiaca

em ratos com infarto agudo do miocéardio induzido por isoproterenol.

e Estudar o efeito do pré tratamento com OEAz na variabilidade da pressdo arterial

sistolica em ratos com infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol.

e Analisar a influéncia do pré tratamento com OEAz no balanco simpético e
parassimpatico, na sensibilidade barorreceptora e no reflexo cardiopulmonar em ratos

com infarto agudo do miocéardio induzido por isoproterenol.

e Quantificar a extensdo do infarto por meio de coloracdo especifica para tecido

Isquémico.
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3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

3.1 Aspectos éticos

O projeto de pesquisa intitulados de “Efeito do Oleo Essencial de Alpinia zerumbet na
funcdo cardiovascular e autondmica em ratos com infarto agudo do miocardio induzido por
isoproterenol” foi submetido a avaliagdo de um Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA)
e executado apds aprovacao de nimero 24/15. Neste estudo foram seguidas as normas de boas
praticas indicadas para a realizacdo de pesquisas que envolvem o uso de animais
experimentais de acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e de
acordo com a Lei n° 11794 da Diretriz brasileira para o cuidado e a utilizagdo de animais para
fins cientificos e didaticos (DBCA).

3.2 Animais

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus, var. albinus, Rodentia, Mammalia) da linhagem
Wistar, machos e sadios, pesando de 250 a 300 gramas, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceara. Os ratos foram previamente avaliados para exclusdo de
doencas e ficaram alojados no biotério de manutencdo do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFC, mantidos em ciclo claro/escuro (12/12h), a uma temperatura de 25°C,
em gaiolas coletivas convencionais de polipropileno com tampa de metal, com divisorias para
racdo e agua. Cada gaiola abrigou quatro ratos, aos quais foram fornecidos racdo e agua ad

libitum.

3.3 Local de realizagdo do estudo

O estudo foi realizado no Laboratorio de Farmacologia Pré-clinica (LFPC) integrante do

Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) — Faculdade de Medicina
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— Universidade Federal do Ceard (UFC), em Fortaleza-Ceard, o qual possui infra-estrutura

necessaria para realizagdo dos experimentos.

3.4 Coleta do material vegetal

O dleo essencial foi produzido a partir das folhas da Alpinia zerumbet. As folhas
foram coletadas no sitio Vila Nova, localizado no distrito de Ladeira Grande, no municipio de
Maranguape, Ceard. A localizagdo exata ¢ 3°5926,49” de latitude sul e 38°42759,10” de
longitude oeste. Uma amostra da planta foi identificada no Herbario Prisco Bezerra, da Escola
de Agronomia da Universidade Federal do Ceara, estando depositada sob exsicata de numero
50312.

3.5 Oleo essencial da Alpinia zerumbet (OEAZ)

O OEAZz foi obtido a partir da técnica de destilacdo de arraste por vapor d"agua que é
comumente utilizada para se obter 6leos a partir de folhas. E o tipo de destilagio usada para
isolar substancias que se decompdem nas proximidades de seu ponto de ebulicdo e que séo
insollveis em agua ou em seus vapores de arraste. No processo de destilacdo por arraste a
vapor, um ou mais liquidos imisciveis em &gua sdo destilados conjuntamente. Muitas
substancias organicas se decompdem quando em temperatura proxima ao seu ponto de
ebulicdo, portanto a co-destilacdo em agua previne a decomposicao, uma vez gue a mistura a
ser destilada entra em ebulicdo a uma temperatura inferior ao ponto de ebuli¢do da agua. Esse
tipo de destilacdo depende da imiscibilidade entre as substancias organicas e a dgua. Desta
maneira, a temperatura de destilacdo por arraste a vapor de uma substancia razoavelmente
volatil serd sempre inferior a 100°. A destilacdo da maioria das substancias nesse processo
ocorre entre 80-100° (SIMOES; SPITZER, 1999).
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3.6 Inducdo do Infarto Agudo do Miocérdio

Foi utilizado o isoproterenol para inducdo do 1AM nos animais na dose de 150mg/kg por
via subcutédnea em dois dias consecutivos, com intervalo de 24h entre as administragoes
(LOBO FILHO, 2011). O isoproterenol foi obtido da empresa Sigma Alderich em embalagens
de um grama cada, este foi pesado em balanca de precisao e solubilizado em agua destilada
para obter uma solucdo com concentracdo de 150mg/ml. Desta solucéo era aspirado o volume
adequado para cada animal, individualmente, de acordo com o peso corporal e aplicado na
regido dorsal inferior direita do animal (WESTFALL; WESTFALL, 2006).

O isoproterenol ¢ um potente agonista nao seletivo de todos os receptores [, com
afinidade muito baixa pelos receptores . E considerado, entdo, uma catecolamina agonista p-
adrenérgica que causa dano severo no miocardio gerando necrose semelhante a produzida no
IAM (WEXLER, 1978).

3.7 Grupos experimentais

Delineou-se um ensaio constituido de 32 animais distribuidos em 4 grupo
experimentais. Cada grupo recebeu OEAz ou agua por gavagem, durante 7 dias, e
isoproterenol ou solucdo fisioldgica de cloreto de sddio 0,9% (SF) por via subcutanea (SC)

durante os dias D6 e D7 do tratamento.

e Grupo Controle: Receberam &gua por gavagem durante 7 dias e, nos dois
ultimos dias, receberam SF por via SC (0,2ml).

e Grupo ISO: Tratados com agua por gavagem durante 7 dias e, nos dois ultimos
dias, receberam isoproterenol 150mg/kg por via SC.

e Grupo OEAz: Administrado OEAz por gavagem durante 7 dias e, nos dois
altimos dias, receberam SF por via SC (0,2ml).

e Grupo ISO+OEAz: Receberam OEAZz por gavagem durante 7 dias e, nos dois
altimos dias, receberam isoproterenol 150mg/kg por via SC.

A gavagem foi realizada as 10 horas da manha durante sete dias consecutivos onde o

volume administrado era fixado em 0,5ml/rato/dia. Este volume era composto por OEAz na
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dose de 100mg/kg (nos animais dos grupos OEAz e ISO+OEAZz), completado com &gua até
atingir 0,5ml e homogeneizado por agitacdo. Nos grupos controle e ISO todo o volume era
composto por agua. A dose utilizada de OEAz neste estudo (100mg/kg) foi baseada em estudo
toxicolégico que definiu a NOAEL para camundongos em 200mg/kg, esta quando aplicada
para ratos, foi calculada a partir da férmula (UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA
CATARINA, 2008):

Kmcam

DER = Dcam =
Kmrato

Sendo:
DER: Dose equivalente em ratos;

Dcam: corresponde a NOAEL, ou seja, a dose do farmaco em que ndo foram
observados efeitos adversos no animal em mg/kg;

Kmcam: Fator para conversdo da dose em camundongos, sendo igual a 3;
Kmrato: Fator para conversdo da dose em ratos, sendo igual a 6.

Assim,
2
DER = 200 * 8

DER = 100mg/kg

O peso dos animais foi verificado no primeiro dia do protocolo de tratamento dos
animais, imediatamente antes do inicio da gavagem, e no oitavo dia imediatamente antes da
realizacdo dos experimentos. Os resultados referentes a pesagem dos animais foram expostos

em percentual de variacdo de peso, segundo o seguinte calculo:
AP =[(PF —PI) /P1] x 100

Sendo:
PF: peso em gramas no oitavo dia.

Pl: peso em gramas no primeiro dia.
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3.8 Procedimento Cirargico

Os ratos foram anestesiados com cloridrato de xilazina (8mg/kg) e cloridrato de
cetamina (90mg/kg) por via intraperitoneal. Apds a perda dos reflexos de dor profunda, os
ratos foram posicionados em decubito dorsal em uma mesa cirdrgica com 0s membros
anteriores e posteriores fixados a mesa cirdrgica. O procedimento cirurgico se inicia com
incisdo na linha interna da regido da pata esquerda até a exposicdo da artéria e veia femoral.
Apos o acesso realizou-se a separacdo da artéria, veia e nervo e foi introduzido o catéter
Mikro-Tip de pressdo (modelo SPR-671, Millar Instruments, Houston TX), com auxilio do
microscopio, na artéria femoral e foi progredido até alcancar a artéria aorta abdominal para
medicdo da pressdo arterial (PA). O catéter esteve conectado ao sistema PowerlLab
(AdInstruments, Australia) para aquisicdo e processamento do sinal de PA. Para a
administracdo in bolus dos agentes farmacoldgicos, foi realizada a exteriorizacdo da veia

femoral seguida de canulacédo (PE 10).

Em seguida foram colocados os eletrodos para captura do sinal eletrocardiogréafico em
que o eletrodo positivo foi posicionado préximo ao membro posterior esquerdo, o eletrodo
negativo foi posicionado proximo ao membro anterior direito e o eletrodo neutro foi

posicionado préximo ao membro posterior direito.

Foi respeitado um periodo de estabilizacdo de 10 minutos antes da coleta dos dados
iniciais. Foram entdo adquiridos 15 minutos de dados basais antes de iniciar o protocolo de
avaliacdo do sistema autonémico (DE ANGELIS, SANTOS, IRIGOYEN, 2004).

3.9 Parametros Cardiovasculares

Antes de iniciar o procedimento cirurgico, todos 0s equipamentos sdo preparados e
incializados, que inclui sistema PowerLab (AdInstruments, Australia), computador,
microscopio (modelo MC-M2222, D. F. Vasconcellos S.A., Sdo Paulo), e o catéter Mikro-Tip

de presséo (modelo SPR-671, Millar Instruments, Houston TX) calibrado.
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Para a realizacdo do eletrocardiograma (ECG) foi utilizado o sistema de aquisi¢do
Animal Bio Amp (AdInstruments, Australia) conectado ao Sistema PowerLab, que registrou o
ECG pela derivacédo DI, utilizando agulhas subcutaneas ligadas a eletrodos jacaré. Na analise
dos dados, foram utilizados apenas 2 minutos de registro pois o software identifica os ciclos
cardiacos no ECG a partir do QRS méaximo e, em alguns pontos, principalmente nos animais
infartados, o software ndo identificava corretamente, entdo, apos verificar tais registros com
problemas na identificacdo, padronizou-se um periodo de 2 minutos, para que fossem
colhidos os dados em um intervalo de tempo que, mesmo que pequeno, nao tivessem erros.
Todos os registros foram verificados manualmente para se ter certeza da exatiddo dos achados

do software e exclusdo dos erros.

A frequéncia cardiaca (FC) foi obtida pelo software LabChart v7.3.7 (AdInstruments,
Autrélia), que calculou-a a partir do ECG e da PA. Os pardmetros hemodinamicos e
eletrocardiograficos foram determinados no sistema LabChart v7.3.7 (AdIntruments,
Australia) utilizando os mddulos Blood pressure v1.4 e ECG Analysis v2.4, respectivamente.
Para célculo dos parametros de variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC), utilizou-se o
software Cardioseries versao 2.4.

3.10 Protocolo para avalia¢éo do sistema autonémico

Na avaliacdo dos barorreflexos, utilizaram-se doses crescentes e alternadas de
fenilefrina (0,5; 1 e 2ug/kg) e o nitroprussiato de sédio (5, 10 e 20ug/kg). Em estudos com
animais, a sensibilidade barorreflexa pode ser avaliada pela infusdo de drogas como a
fenilefrina e o nitroprussiato de sédio que induzem aumentos e quedas da PA e promovem
bradicardia e taquicardia, respectivamente. Pelo menos trés métodos de avaliacdo dessas
respostas de FC a alteracGes da PA estdo padronizados e sdao muito utilizados na literatura: a)
o indice de sensibilidade, b) a regresséo linear e, c) a curva sigmoide (FARAH et al., 1999;
DE ANGELIS, SANTOS, IRIGOYEN, 2004).

Em seguida, foi avaliado os receptores cardiopulmonares através do reflexo de
Bezold-Jarisch com infusdo de serotonina (2, 4 e 16ug/kg) com intervalos de até cinco
minutos entre as doses. Os reflexos cardiopulmonares podem ser testados em animais pela

injecdo endovenosa de substancias quimicas (reflexo Bezold-Jarisch) como a serotonina,



34

provocando uma resposta bradicardica e hipotensdo, em decorréncia da inibigdo reflexa da
atividade simpética (bradicardia e vasodilatacdo) e parassimpatica (bradicardia) (IRIGOYEN;
CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001; SANCHES et al., 2009; MOSTARDA et al.,

2014).

Por ultimo, foi avaliada a funcdo do sistema nervoso autdbnomo simpatico e
parassimpatico através do indice simpético-vagal (ISV) com uma dose de atropina (3mg/kg)
seguida de uma dose de propanolol (4mg/kg), para obter a frequéncia cardiaca intrinseca
(FCI) (IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001; DE ANGELIS, SANTOS,
IRIGOYEN, 2004; SANCHES et al.,, 2009; MOSTARDA et al., 2014). O blogueio
farmacoldgico com atropina e propranolol pode ser utilizado tanto na experimentacdo animal
quanto na clinica, para quantificar as influéncias desse sistema na freqliéncia cardiaca e no
débito cardiaco. O duplo bloqueio farmacolégico permite a determinacdo da FCI e do ISV,
que é calculado através da razéo da FC basal e FCI. Um ISV > 1 significa um predominio do
tbnus simpatico sobre o parassimpatico, e um ISV < 1 reflete um ténus vagal preponderante
sobre o simpatico. (GOLDBERJER, 1997; DE ANGELIS, SANTOS, IRIGOYEN, 2004).

Entre uma dose e outra foi respeitado o tempo de trés a cinco minutos para
estabilizacdo da PA e FC. O volume méximo de infusdo dos farmacos durante o protocolo foi
de 0,1ml, de acordo com o peso corporal de cada animal. Entre os trés protocolos
autondmicos (barorreflexos, receptores cardiopulmonares e sistema nervoso autbnomo) foi

estabelecido um intervalo de 10 minutos para normalizacdo dos pardmetros (Figura 01)

(SANCHES et al., 2009; MOSTARDA et al., 2014).

Figura 1 — Linha do tempo, protocolo de avaliagcdo autondmica.
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3.11 Variabilidade da frequéncia cardiaca e da presséo arterial

A variabilidade da frequéncia cardiaca foi obtida a partir da pressdo arterial sistolica e
frequéncia cardiaca registrada no Labchart v8.0.8, sendo utilizado 10minutos de registro apds
0s 10 minutos de estabilizacdo para o calculo das variabilidades. Os dados referentes ao
tempo em segundos, pressao arterial sistélica e frequéncia cardiaca foram transferidos para o
Microsoft Excel 2013.

No Microsoft Excel 2013 foram realizados calculos para filtrar a presséo arterial e a
frequéncia cardiaca, para exclusdo de valores discrepantes, que sdo 0s valores maiores ou
menores do que a média acrescido ou diminuido, respectivamente, de dois desvios padrdes.

Para tal foi utilizada a seguinte formula no Microsoft Excel 2013:
VARIAVEL = SE(OU(VARIAVEL < (MEDIA — DP * 2); VARIAVEL > (MEDIA + DP x 2)); MEDIA; VARIAVEL)

Ap0s a exclusdo dos valores espurios, foram utilizados os valores da FC para célculo

dos intervalos de pulso, utilizando-se a seguinte formula (MOURA, 2014).

IP 60 1000
= — %
FC

Sendo:
IP: Intervalo de Pulso (ms)
FC: Frequéncia cardiaca (bpm)

Os dados da PAS, IP e tempo foram transferidos para um arquivo de texto (.txt), para,
entdo, ser analisado pelo software CardioSeries v2.4, que calcula, a partir dos dados contidos
no arquivo de texto, a VFC e VPA no dominio do tempo, fornecendo os parametros média,
desvio padrado e variancia para VPA, e média, desvio padrdo, variancia e RMSSD (Root-Mean

of square sucessive NN interval difference) para a VFC.

No dominio da frequéncia os componentes de onda foram divididos em muito baixa
frequéncia (MBF), com largura de banda variando entre 0,02 a 0,2Hz, baixa frequéncia (BF),
que vai de 0,2 a 0,8Hz e alta frequéncia (AF), que vai de 0,8 a 3Hz, sendo esses valores de
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largura de banda ja descritos previamente (FAZAN et al., 2008; STAUSS et al., 2009). Os
pardmetros obtidos no dominio da frequéncia foram os valores absolutos e percentuais das
bandas MBF, BF e AF, para a VPA e VFC, além da razdo BF/AF paraa VFC.

A densidade espectral foi obtida por meio da transformada rapida de Fourier e o
tamanho do segmento foi fixado em 512 pontos com 50% de sobreposi¢do (FAZAN et al.,
2008).

3.12 Duplo produto

Para avaliacdo do trabalho do miocardio foi utilizado o duplo produto (DPT), que é
obtido a partir da pressdo arterial sistolica e da frequéncia cardiaca na seguinte formula
(WHITE, 1999; FORNITANDO; GODQY, 2006; MOURA, 2014).

DPT = PAS x FC
Sendo: DPT: Duplo produto (mmHg.bpm)
PAS: Presséo arterial sistélica (mmHg)
FC: Frequéncia Cardiaca (bpm)

O DPT vem sendo reconhecido como um relevante parametro para avaliar a funcéo
ventricular (FORNITANO; GODOY, 2006) e o consumo miocardico de oxigénio (WHITE,
1999; GOBEL et al., 1978), sendo um alto DPT relacionado com uma boa fungdo ventricular
e baixa chance de coronariopatia obstrutiva (FORNITANO; GODOY, 2006).

3.13 Avaliagédo da Extensdo do Infarto

O coracéo foi retirado logo apos a coleta dos dados de avaliacdo do sistema autbnomo, e
lavado duas vezes em solugdo salina 0,9% a 37°C para retirar o sangue das cAmaras cardiacas.

Em seguida o 6rgdo foi congelado por 30 minutos para permitir um corte mais preciso da
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peca, que era realizado transversalmente com lamina. As fatias de dois milimetros de
espessura entdo eram colocados em 3ml de Cloreto de Trifeniltetrazolio (TTC), numa
concentracdo de 1%, previamente aquecido a 37°C durante 20 minutos. Apos a coloracao os
cortes eram retirados da solucdo e colocados em 10ml de formol 10% tamponado para
aumentar o contraste da area infartada (CHRASTINA et al., 2014).

Para fotografar os cortes, utilizou-se o microscopio (modelo MC-M2222, D. F.
Vasconcellos S.A., Sdo Paulo) com um aumento de 10 vezes, acoplado & uma camera digital,
onde os cortes foram mantidos com a face apical voltada para baixo, em fundo preto e
submersos em agua para evitar reflexos luminosos. Foi padronizado o posicionamento das

pecas com o ventriculo direito voltado para direita (CHRASTINA et al., 2014).

As imagem foram armazenadas no formato BMP com um tamanho de 1024x768 pixels.
Nas imagens, com o auxilio do software ImageJ, foram marcadas entdo a &rea cardiaca total e
a area infartada e analisadas sequencialmente. Para expressar o valor final a area infartada foi
dividida pelo valor da area cardiaca total e multiplicada pelo peso da fatia, em seguida esse

valor foi somado ao valor das demais fatias do coracdo (CHRASTINA et al., 2014).

3.14 Andlise estatistica

As varidveis guantitativas (continuas e discretas) foram inicialmente analisadas
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar a normalidade da distribuicdo. Para a
estatistica descritiva, calcularam-se a média e o desvio padrdo (dados paramétricos) ou a
mediana e o intervalo interquartil (dados ndo paramétricos). Comparacdes entre 0s quatro
grupos (Controle, ISO, OEAz e EOAz+ISO) foram realizadas mediante o uso da andlise de
variancia (ANOVA) para um fator de classificagdo, associada ao teste de comparagGes
multiplas de Tukey, para verificar diferengas entre grupos aos pares (dados paramétricos), ou
pelo teste Kruskal-Wallis, complementado pelo teste de compara¢bes multiplas de Dunn
(variaveis ndo paramétricas). Na analise da variacdo da frequéncia cardiaca e da presséo
arterial média induzida pela estimulagdo do reflexo cardiopulmonar pela serotonina,
comparag0es entre as diferentes doses de serotonina dentro do mesmo grupo foram realizadas
pela andlise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas, associada ao teste de

comparagGes multiplas de Tukey, para verificar diferencas entre as doses aos pares (dados
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paramétricos), ou o teste de Friedman, complementado pelo teste de comparagfes multiplas
de Dunn (varidveis ndo paramétricas). Para comparar os grupos ISO e OEAz+ISO em relagéo

a extensao do infarto, utilizou-se o teste t para dados ndo emparelhados.

Em todas as anélises, estabeleceu-se o nivel de significancia em 0,05 (5%), sendo
considerado como estatisticamente significante um valor P menor que 0,05. O software
GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows® (GraphPad Software, San Diego, California,
USA, 2007) foi utilizado tanto para a realizacdo dos procedimentos estatisticos como para a
elaboracéo dos gréficos.

3. 15 Farmacos e Reagentes

Todos os farmacos e reagentes utilizados, neste estudo, foram provenientes da Sigma
Aldrich (fenilefrina, nitroprussiato de sddio, serotonina, propanolol, atropina, isoproterenol,
cloreto de trifeniltetrazolium). Os anestésicos utilizados na pesquisa (cetamina e Xxilazina)

eram da marca Syntec.

Para avaliacdo autonémica foram preparadas solugbes dos seguintes farmacos para

administracdo intravenosa:
- Fenilefrina: 3 solugdes de 1,45ug/ml, 2,9ug/ml e 5,8ug/ml cada.
- Nitroprussiato de sddio: 3 solucdes de 14,5ug/ml, 29ug/ml e 58ug/ml cada.
- Serotonina: 3 solugdes de 5,8ug/ml, 11,6ug/ml e 46,4ug/ml cada.
- Atropina: 1 solucdo de 3,75mg/ml.

- Propanolol: 1 solugéo de 5mg/ml.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros Cardiovasculares

A figura 2 mostra os valores da pressdo arterial sistélica (PAS) nos quatro grupos.
Embora a analise de variancia tenha evidenciado diferencas significantes entre os quatro
grupos (F = 3,1651; P = 0,0399), ao se compararem 0S grupos aos pares, por meio do teste de

comparagBes multiplas de Tukey, tais diferencas ndo foram confirmadas (P > 0,05).

Figura 2 — Pressdo arterial sistélica (PAS), em mmHg, mensurada nos animais dos grupos
Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medic0es efetuadas em 8 ratos de cada grupo.
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Os dados referentes a pressao arterial diastdlica (PAD) estdo evidenciados na figura 3.

N&o foram constatadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA: F

=1,1318; P = 0,3532).
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Figura 3 — Pressdo arterial diastdlica (PAD), em mmHg, mensurada nos animais dos grupos
Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das

medicOes efetuadas em 8 ratos de cada grupo.
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Fonte: LFPC — NPDM - UFC

A pressao arterial média (PAM) dos grupos estudados esta relatada na figura 4. Nao
foram constatadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA: F =

2,1773; P = 0,1130).

Figura 4 — Pressdo arterial média (PAM), em mmHg, mensurada nos animais dos grupos
Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das

medicOes efetuadas em 8 ratos de cada grupo.
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Os dados relativos aos valores da frequéncia cardiaca (FC) estdo dispostos na figura 5.
Constatou-se que a FC verificada no grupo OEAz foi significantemente maior (P < 0,01) que

a FC observada no grupo ISO.

Figura 5 — Frequéncia cardiaca (FC), em batimentos por minuto (bpm), mensurada nos
animais dos grupos Controle, ISO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como media e
desvio padrdo das medicOes efetuadas em 8 ratos de cada grupo. (**P < 0,01 comparado com
0 grupo 1S0).
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Os valores obtidos do duplo produto (DP), que mostram o trabalho cardiaco, estdo
expressos na figura 6. Constatou-se que o DP verificado no grupo OEAz foi significantemente
maior (P < 0,05) que o DP observado no grupo ISO.
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Figura 6 — Avaliacdo do trabalho cardiaco, por meio da determinacéo do duplo produto (DP -
mmHg.bpm.10®), nos animais dos grupos Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO. Dados
expressos como média e desvio padrdo das medicdes efetuadas em 8 ratos de cada grupo. (*P
< 0,05 comparado com o grupo 1SO).
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Uma tabela foi criada para exibicdo em conjunto dos dados da avaliacdo
cardiovascular (tabela 2). Houve diferenca estatisticamente significante nos valores de FC e
DP do grupo OEAz comparados ao ISO (P<0,01 e P<0,05, respectivamente). Em relacdo a
PAS, embora a ANOVA tenha evidenciado diferencgas estatisticamente significantes entre os
quatro grupos (P = 0,0399), quando os grupos foram comparados aos pares, por meio do teste

de comparag6es multiplas de Tukey, tais diferencas ndo foram confirmadas (P > 0,05).
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Tabela 2 — Parametros cardiovasculares pressao arterial sistolica (PAS), diastolica (PAD) e
média (PAM), frequéncia cardiaca (FC) e duplo produto (DP) mensurados nos animais dos
grupos Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO. Dados correspondem as medicdes efetuadas em 8
ratos em cada grupo.

Controle ISO OEAz OEAz+ISO Significancia
Parametro
Média + DP Média = DP Média =+ DP Média + DP (ANOVA)
PAS
118,51 + 17,39 100,65 + 7,36 114,58 + 29,52 91,33 + 19,20 P =0,0399*
(mmHg)
PAD
78,75+ 12,49 73,12 + 6,36 73,05 + 28,94 62,98 + 13,61 P =0,3532
(mmHg)
PAM
96,49 + 14,42 84,33 +£ 6,89 92,12 £ 29,02 74,50 £ 16,51 P=0,1130
(mmHg)
FC
299,84 + 70,22 24542 +59,04 351,07 +£29,29* 322,10 + 68,19 P =0,0098
(bpm)
DP

35,72 +£11,89 25,20 £ 5,89 39,93 + 11,63b 30,32 + 7,88 P =0,0278
(mmHg.bpm.107?)

%P < 0,01) e °(P < 0,05) em relacéo ao grupo ISO (teste de Tukey). *Diferencas estatisticamente significantes
entre os quatro grupos ANOVA (P = 0,0399), tais diferencas ndo foram confirmadas no teste Tukey (P > 0,05).

4.2 Parametros Eletrocardiogréaficos

A figura 7 mostra os tracados eletrocardiograficos obtidos nos grupos Controle, I1SO,
OEAz e OEAz+ISO, respectivamente. Podemos observar que os grupos infartados (ISO e
OEAz+ISO) apresentam supradesnivelamento de ST, além de onda T invertida e onda Q

profunda.
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Figura 7 — Tracado eletrocardiografico obtido nos grupos Controle, 1SO, OEAz e

OEAz+ISO.
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Na figura 8 estdo apresentados os dados relativos ao intervalo RR. Constatou-se que a
duracéo do intervalo RR verificada no grupo OEAz (P < 0,05) foi significantemente menor

que a observada no grupo ISO.

Figura 8 — Duracdo do intervalo RR, em segundos, mensurada nos animais dos grupos
Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medicdes efetuadas, respectivamente, em 8, 6, 8 e 8 ratos dos grupos Controle, ISO, OEAZ e
OEAz+ISO. (*P < 0,05 comparado ao grupo 1SO).
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A figura 9 mostra os dados referentes a duracdo da onda P. Ndo foram constatadas
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA: F =2,0744; P = 0,1281).

Figura 9 — Duracdo da onda P, em segundos, mensurada nos animais dos grupos Controle,
ISO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das medicGes
efetuadas, respectivamente, em 8, 6, 8 e 8 ratos dos grupos Controle, ISO, OEAz e
OEAZz+ISO.
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Os valores da duracdo do complexo QRS estdo dispostos na figura 10. Constatou-se
que a duracdo do complexo QRS verificada nos grupos I1ISO (P < 0,01) e OEAz+ISO (P <
0,05) foi significantemente maiores que a observada no grupo Controle. lgualmente, a
duracdo do complexo QRS referente ao grupo ISO (P < 0,01) foi significantemente maior que

a relativa ao grupo OEAz.
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Figura 10 — Duracdo do complexo QRS, em segundos, mensurada nos animais dos grupos
Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medicdes efetuadas, respectivamente, em 8, 6, 8 e 8 ratos dos grupos Controle, ISO, OEAZ e
OEAz+ISO. (**P < 0,01 ISO comparado com Controle, *P < 0,05 OEAz+ISO comparado
com Controle e ++P < 0,01 ISO comparado com OEAZ).
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A figura 11 mostra a duracdo do intervalo QT. Constatou-se que a duracdo do
intervalo QT verificada nos grupos ISO (P < 0,001) e OEAz+ISO (P < 0,01) foi
significantemente maior que a observada no grupo Controle. Igualmente, a duracdo do
intervalo QT referente aos grupos ISO (P < 0,01) e OEAz+ISO (P < 0,01) foi

significantemente maior que a relativa ao grupo OEAz.
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Figura 11 — Duracdo do intervalo QT, em segundos, mensurada nos animais dos grupos
Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medicdes efetuadas, respectivamente, em 7, 6, 7 e 8 ratos dos grupos Controle, ISO, OEAZ e
OEAz+ISO. (***P < 0,001 ISO comparada com Controle, **P < 0,01 OEAz+ISO comparada
com Controle, +++P < 0,01 grupo ISO comparado com OEAz, ++P < 0,01 OEAz+ISO
comparada com OEAz.)
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O intervalo QT corrigido esta representado na figura 12. Constatou-se que a duragdo
do intervalo QTc verificada nos grupos ISO (P < 0,001) e OEAz+ISO (P < 0,001) foi
significantemente maior que a observada no grupo Controle. Igualmente, a duracdo do
intervalo QTc referente aos grupos ISO (P < 0,01) e OEAz+ISO (P < 0,001) foi
significantemente maior que a relativa ao grupo OEAz.
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Figura 12 — Intervalo QT corrigido (QTc), em segundos, mensurada nos animais dos grupos
Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medicdes efetuadas, respectivamente, em 7, 6, 7 e 8 ratos dos grupos Controle, ISO, OEAZ e
OEAz+1SO. (***P < 0,001 ISO comparado com Controle, ++P < 0,01 ISO comparado com
OEAz, +++P < 0,001 OEAz+ISO comparado com OEAz).
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A amplitude da onde P é evidenciada na figura 13. Ndo foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos (ANOVA: F =0,1717; P = 0,9146).

Figura 13 — Amplitude da onda P, em milivolts, mensurada nos animais dos grupos Controle,
ISO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo, respectivamente,
em 8, 6, 8 e 8 ratos dos grupos Controle, ISO, OEAz e OEAz+ISO.
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Na figura 14 pode-se observar a amplitude da onda Q. Constatou-se que a onda Q
verificada no grupo OEAz+ISO foi significantemente mais profunda que as observadas nos
grupos Controle (P < 0,05) e OEAz (P < 0,05).

Figura 14 — Amplitude da onda Q, em milivolts, mensurada nos animais dos grupos Controle,
ISO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das medicOes
efetuadas, respectivamente, em 8, 6, 8 e 8 ratos dos grupos Controle, ISO, OEAz e
OEAz+ISO. (*P < 0,05 em relagdo ao Controle e +P < 0,05 em relacdo ao OEAzZ).

0.054

~—-0.00+

tude da onda Q (mV)
S & o
= = (@)
T ¢ 9

= -0.204

Am

-0.25

Controle  I1SO OEAz OEAZ+ISO

Fonte: LFPC — NPDM - UFC

A amplitude da onda R esta representada na figura 15. Constatou-se que a amplitude
da onda R verificada nos grupos I1SO (P < 0,01), OEAz (P < 0,05) e OEAz+ISO (P < 0,001)
foi significantemente menor que a observada no grupo Controle. Igualmente, a amplitude da
onda R referente ao grupo OEAz+ISO (P < 0,05) foi significantemente maior que a relativa ao

grupo OEAz.
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Figura 15 — Amplitude da onda R, em milivolts, mensurada nos animais dos grupos Controle,
ISO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das medicGes
efetuadas, respectivamente, em 8, 6, 8 e 8 ratos dos grupos Controle, ISO, OEAz e
OEAz+ISO. (**P < 0,01), (*P < 0,05) e (***P < 0,001) em relagdo ao Controle e (+P < 0,05)
em relagéo ao OEAz.
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A figura 16 mostra a amplitude da onda T. Constatou-se que a onda T verificada nos
grupos I1SO (P < 0,01) e OEAz+ISO (P < 0,001) foi invertida e com amplitude
significantemente menor que a observada no grupo Controle. Igualmente, a onda T referente
aos grupos 1SO (P < 0,01) e OEAz+ISO (P < 0,05) foi invertida e com amplitude
significantemente menor que a relativa ao grupo OEAz.
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Figura 16 — Amplitude da onda T, em milivolts, mensurada nos animais dos grupos Controle,
ISO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das medicGes
efetuadas, respectivamente, em 7, 6, 7 e 8 ratos dos grupos Controle, ISO, OEAz e
OEAz+ISO. (**P < 0,01) e OEAz+ISO (***P < 0,001) quando comparados com Controle e
ISO (++P < 0,01) e OEAz+ISO (+++P < 0,05) quando comparados com OEAz.
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A amplitude do segmento ST estd exposta na figura 17. Constatou-se um
supradesnivelamento significante do segmento ST nos grupos 1SO (P < 0,01) e OEAz+ISO (P
< 0,01) em relacdo ao grupo Controle. Igualmente, houve um supradesnivelamento
significante do segmento ST nos grupos ISO (P < 0,05) e OEAz+ISO (P < 0,01) em relagéo
ao grupo OEAz.
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Figura 17 — Amplitude do segmento ST, em milivolts, mensurada nos animais dos grupos
Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das
medicdes efetuadas, respectivamente, em 8, 6, 8 e 8 ratos dos grupos Controle, ISO, OEAZ e
OEAz+ISO. ISO (**P < 0,01) e OEAz+ISO (**P < 0,01) quando comparados com o Controle
e ISO (+P < 0,05) e OEAz+ISO (++P < 0,01) quando comparados com OEAz.

0.35- N
0.30- A

0.25- n
0.20- _*|*_
0.15-

0.10-
0.05-
0.00-
-0.054
-0.10

Amplitude do
segmento ST (mV)

Controle  I1SO OEAz OEAZ+ISO

Fonte: LFPC — NPDM - UFC

Em relacdo aos dados eletrocardiograficos, foram dispostos separadamente nas figuras
6 a 15 e agrupadas na tabela 3. Na tabela podemos verificar que apenas ndo houve
significancia estatistica entre os grupos nas varidveis Duragdo da onda P e Amplitude da onda
P. O intervalo RR também ndo mostrou valor de P<0,05, mas o valor foi marginalmente
significativo (P=0,0524).
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Tabela 3 — Parametros eletrocardiograficos mensurados nos animais dos grupos Controle,
ISO, OEAz e OEAZ+ISO.

Controle ISO OEAz OEAz+ISO Significancia
Parametro
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP (ANOVA)
IntervaloRR 0214 0,070 0,247 + 0,053" 0,175+ 0,018 0,191 + 0,038
P =0,0524
©) (n=8) (n=6) (n=8) (n=8)
. 0,016 + 0,002 0,025 + 0,012 0,018 + 0,004 0,018 + 0,005
onda P (5) ) ) ) ) P =0,1281
(n=8) (n=16) (n=28) (n=28)
Complexo 0,017 + 0,003 0,056 + 0,031"° 0,020 + 0,003 0,043 + 0,023°
P =0,0011
QRS (s) (n=8) (n=8) (n=8) (n=8)
Intervalo QT 0,084 + 0,010 0,143 + 0,035¢ 0,081 + 0,012 0,130 + 0,024°¢
P < 0,0001
©) (n=7) (n=6) (=7 (n=8)
0,185 + 0,031 0,291 + 0,071%¢ 0,194 + 0,030 0,298 + 0,028*¢
QTc (s) P < 0,0001
(n=7) (n=16) (n=7) (n=28)
ArRiEedE 0,093 + 0,033 0,081 + 0,039 0,083 + 0,014 0,085 + 0,047
onda P (mV) _ _ ~ _ P =0,9146
(n=8) (n=06) (n=8) (n=18)
Amplitude da 0,001 + 0,017 -0,088 + 0,095 -0,014+0,010  -0,118 +0,109%f
onda Q (mV) _ B _ _ P =0,0068
(h=8) (n=6) (n=8) (n=8)
Arlfisads 0,810 + 0,249 0,411 + 0,193" 0,554 + 0,065° 0,302 + 0,168%
onda R (mV) _ _ _ _ P <0,0001
(n=18) (n=6) (n=18) (n=18)
Amplitude da 0,115+ 0,014  -0,045+0,152¢ 0,110 £ 0,044  -0,087 + 0,042%¢
onda T (mV) _ B _ _ P <0,0001
(n=7) (n=6) (n=7) (n=28)
Amplitude -0,013+0,074 0,156 +0,152>"  -0,006 £0,067 0,151 + 0,045"¢
segmento ST P =0,0004
(mV) (n=8) (n=6) (n=8) (n=8)

%(P<0,001), °(P<0,01) e (P<0,05) em relagdo ao grupo Controle. °(P<0,001), ¥(P<0,01) e '(P<0,05 em relagéo ao

grupo OEAz.
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4.3 Variabilidade da frequéncia cardiaca

4.3.1 Dominio do tempo

Analisando os parametros da VFC no dominio do tempo observou-se uma diferenca
significante na média, quando se comparam 0s quatro grupos por ANOVA, tal diferenca foi
confirmada, pelo teste de Tukey, nos grupos OEAz (P<0,01) e OEAz+ISO (P<0,05), sendo,
ambos, significativamente menores que a média observada no grupo 1SO. Néao foram
observadas diferencas significantes no desvio padrdo, variancia e RMSSD, conforme pode-se

verificar na tabela 4.

Tabela 4: Pardmetros da variabilidade da frequéncia cardiaca no dominio do tempo
mensurados nos animais dos grupos Controle, ISO, OEAz e OEAz+ISO. Dados
correspondem as medicdes efetuadas em 8 ratos em cada grupo.

Pardmetro* Controle I1ISO OEAz OEAz+1SO Significancia

Média
209,21 + 55,28 249,31 +51,14 172,75 + 13,10° 183,25 + 29,18b P =0,0040
(ms)

Desvio padréo

4,94 + 3,32 4,50 + 3,50 4,89 +5,33 4,16 + 2,85 P =0,9741
(ms)
Variancia
34,08 + 40,64 31,01 +£40,74 48,78 + 85,40 24,34 + 30,26 P =0,8282
(ms?)
RMSSD
4,02 +2,85 5,12 + 4,04 2,38+1,33 3,62+ 3,17 P =0,3537
(ms)

DP: desvio padrdo. ANOVA: Anélise de variancia. *Média, desvio padrdo e variancia do intervalo de pulso.
RMSSD (root mean square of the successive differences): raiz quadrada da média dos quadrados das diferencas
entre intervalos de pulso sucessivos. As letras *(P<0,01) e °(P<0,05) denotam diferencas estatisticamente
significantes em relacdo ao grupo 1SO (teste de Tukey).
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4.3.2 Dominio da frequéncia

Com relacdo ao dominio da frequéncia, observou-se uma diferenca estatisticamente
significante no componente de BF tanto em valor absoluto (tabela 5), quanto em valor
percentual (tabela 6), quando comparados os quatro grupos, porém tal diferenca s6 foi
confirmada comparando-se 0s grupos aos pares no componente de BF em valor percentual, o
qual os grupos OEAz e OEAz+ISO apresentaram percentual do componente de BF
significativamente menor que o do grupo I1SO (P<0,05).

Tabela 5: Pardmetros da variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) no dominio da frequéncia,
expressos em valores absolutos, mensurados nos animais dos grupos Controle, ISO, OEAZ e
OEAz+ISO. Dados correspondem as medicdes efetuadas em 8 ratos em cada grupo.

OEAz+ISO

Controle I1ISO OEAz Significancia
Parametro q
Mediana (IQ) Mediana (IQ)  Mediana (1Q) I(\I/I(S()ilana Kruskal-Wallis
Muito baixa frequéncia 0,55 0,26 0,11 0,29
P =0,7070
(ms?) (0,14 - 4,14) (0,06 -3,91)  (0,05-2,80) (0,06 — 3,76)
Baixa frequéncia (BF) 0,74 1,23 0,19 0,24
P =0,0395*
(ms?) (0,23 - 8,85) (0,44 -5,41)  (0,10-0,37) (0,10 - 1,86)
Alta frequéncia (AF) 4,49 5,48 1,33 1,38
P =0,3834
(ms?) (1,34 -7,74) (0,71-11,5)  (1,03-2,43) (0,95 -6,43)
0,22 0,44 0,14 0,19
Razédo BF/AF P =0,0542

(0,13-096) (0,25-1,08) (0,10-0,23) (0,11 —0,25)

1Q: intervalo interquartil (percentil 25 — percentil 75). *Embora o teste de Kruskal-Wallis tenha evidenciado
diferencas estatisticamente significantes entre os quatro grupos (P = 0,0395), quando os grupos foram
comparados aos pares, por meio do teste de comparagdes multiplas de Dunn, tais diferengas ndo foram
confirmadas (P > 0,05).
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Tabela 6: Parametros da variabilidade da frequéncia cardiaca (FC) no dominio da frequéncia,
expressos em termos percentuais, mensurados nos animais dos grupos Controle, ISO, OEAz e
OEAZz+1S0. Dados correspondem as medi¢des efetuadas em 8 ratos em cada grupo.

Controle 1ISO OEAz OEAz+ISO Significancia
Parametro

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP (ANOVA)
Muito baixa
frequéncia 16,13+15,72  7,375+7,170  1325+13,30 15,13+ 11,32 P = 0,4977
(%)
Baixa frequéncia

19,00 +13,97  30,75+1853 10,88 + 4,55 10,88 + 4,19° P =0,0073
(%)
Alta frequéncia

6500+2552  61,38+18,61  7538+17,34  74,13+13,78 P = 0,4026

(%)

#(P<0,05) denota diferengas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo 1SO (teste de Tukey).

4.4 Variabilidade da pressdo arterial sistdlica

4.4.1 Dominio do tempo

Avaliando a tabela 7, pode-se observar que os parametros no dominio do tempo nédo

tiveram uma diferenca estatisticamente significativa quando comparados por ANOVA.
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Tabela 7: Pardmetros da variabilidade da pressao arterial sistélica (PAS) no dominio do
tempo mensurados nos animais dos grupos Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO. Dados
correspondem as medicdes efetuadas em 8 ratos em cada grupo.

Controle I1ISO OEAz OEAz+ISO Significancia
Parametro*
Média £ DP Média £ DP Média £ DP Média £ DP (ANOVA)
Média
117,46 + 15,67 101,07 £ 7,20 113,64 £ 29,12 92,52 £ 19,17 P =0,0590
(mmHg)
Desvio padréo
3,73+2,58 2,31+£0,70 3,73+£2,22 2,25+ 0,95 P=0,1818
(mmHg)
Variancia
19,74 £ 29,68 5,758 + 3,41 18,22 + 22,66 5,83 £ 4,92 P =0,2921
(mmHg?)

DP: desvio padrdo. ANOVA: Andlise de variancia. *Média, desvio padréo e variancia da PAS.

4.4.2 Dominio da frequéncia

Analisando os pardmetros do dominio da frequéncia em valores absolutos (Tabela 8),
pode-se uma diferenca estatisticamente significativa com relacdo a banda de AF quando
comparados pelo teste de Kruskal Wallis (P=0,0378), porém tal diferenca s6 se confirmou no

grupo OEAz, que é significativamente maior que a observada no grupo 1SO.
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Tabela 8: Parametros da variabilidade da pressédo arterial sistolica (PAS) no dominio da
frequéncia, expressos em valores absolutos, mensurados nos animais dos grupos Controle,
ISO, OEAz e OEAz+ISO. Dados correspondem as medicdes efetuadas em 8 ratos em cada

grupo.

Controle ISO OEAz OEAz+ISO Significancia
Parametro

Mediana (IQ) Mediana (1Q) Mediana (1Q) Mediana (1Q) Kruskal-Wallis
Muito baixa 0,02 0,16 0,58 0,57
frequéncia P=0,1370
(mmHg) (0,54 —1,10) (0,08 - 0,77) (0,33 - 0,80) (0,42 — 1,40)
Baba 0,33 0,63 0,25 0,21
frequéncia P = 0.3302
T (0,20 - 1,77) (0,31 -1,53) (0,11 -0,69) (0,13-0,42)
Alta frequéncia 3,13 0,80 3,70 1,41

P =0,0378

(mmHg?) (0,66 — 6,36) (0,58 - 1,35) (2,50 - 5,19)* (1,09 - 3,85)

1Q: intervalo interquartil (percentil 25 — percentil 75). P < 0,05) denota diferenca estatisticamente significante
em rela¢do ao grupo ISO (teste de Dunn).

Quando se analisou os dados no dominio da frequéncia em valores percentuais (Tabela
9), observou-se uma diferenca estatisticamente significativa no percentual das bandas BF
(P=0,0282) e AF (0,0407), quando comparados os quatro grupos por ANOVA. Quando foi
realizado as comparacGes entre pares pelo teste de Tukey, observou-se uma diferenca
estatisticamente significante apenas no grupo OEAz, que foi significativamente menor que o
grupo 1SO, com relacéo ao percentual de BF, e foi significativamente maior que o grupo ISO,

com relacdo ao percentual de AF.
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Tabela 9: Parametros da variabilidade da pressédo arterial sistolica (PAS) no dominio da
frequéncia, expressos em termos percentuais, mensurados nos animais dos grupos Controle,
ISO, OEAZz e OEAz+ISO. Dados correspondem as medicOes efetuadas em 8 ratos em cada

grupo.

Controle I1SO OEAz OEAz+ISO Significancia
Parametro

Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP (ANOVA)
Muito baixa
frequéncia 2163+1652  12,38+11,07 13,25+ 7,686 24,38 + 13,64 P=0,1705
(%)
Baixa frequéncia

18,00 + 15,00 35,50 + 29,30 7,75+ 5472 13,38 + 14,06 P =0,0282
(%)
Alta frequéncia

60,38 + 27,07 44,63 + 25,29 79,25 £ 9,74% 62,25 + 23,94 P =0,0407

(%)

DP: desvio padrdo; ANOVA: Analise de variancia. (P < 0,05) denota diferencas estatisticamente significantes
em rela¢do ao grupo ISO (teste de Tukey).

4.5 Parametros Autondmicos

A figura 18 mostra o efeito bradicardico e de aumento da PA causado pela

administracdo intravenosa de fenilefrina (2ug/kg) na PA e FC.

Figura 18 — Efeito da fenilefrina 2ug/kg (escala de tempo 30 segundos o quadrado pequeno).
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A figura 19 mostra a bradicardia relativas & sensibilidade do barorreflexo com
adiministracdo de fenilefrina. N&o foram constatadas diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos (ANOVA: F =0,6808; P =0,5712).

Figura 19 — Avaliagdo da bradicardia barorreflexa nos animais dos grupos Controle, ISO,
OEAz e OEAz+ISO, conforme o indice de sensibilidade barorreflexa, expresso em
bpm/mmHg. Os dados correspondem a média e desvio padrdo das medicgdes efetuadas 8 ratos
de cada grupo.
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A figura 20 mostra o efeito taquicardico e hipotensor da infusdo intravenosa de

nitroprussiato na dose de 20ug/kg.

Figura 20 — Efeito do nitroprussiato 20ug/kg.
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A figura 21 mostra a taquicardia relativas a sensibilidade do barorreflexo com
adiministragdo de nitroprussiato. N&o foram constatadas diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos (ANOVA: F = 1,7215; P = 0,1853).

Figura 21 — Avaliacdo da taquicardia barorreflexa nos animais dos grupos Controle, 1SO,
OEAz e OEAz+ISO, conforme o indice de sensibilidade barorreflexa, expresso em
bpm/mmHg. Os dados correspondem a média e desvio padrdo das medicGes efetuadas 8 ratos
de cada grupo.
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A tabela 10 agrupa os dados referentes a taquicardia e bradicardia barorreflexa. Nao
houve diferencéo significante estatisticamente entre os grupos.

Tabela 10 — Avaliagdo da sensibilidade barorreflexa (bradicardia e taquicardia reflexas) nos
animais dos grupos Controle, ISO, OEAz e OEAz+ISO conforme o indice de sensibilidade
barorreflexa, expresso em bpm/mmHg.

Controle ISO OEAz OEAz+ISO Significancia
Pardmetro
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP (ANOVA)
Bradicardia
barorreflexa -0,54 +1,34 -2,54 + 5,08 -0,911+1,20 -1,35+2,53 P=0,5712
(bpm/mmHg)
Taquicardia
barorreflexa -0,38 £ 0,17 -0,14 + 0,24 -0,23 £ 0,25 -0,22 + 0,20 P =0,1853
(bpm/mmHg)

DP: desvio padrdo; ANOVA: Andlise de variancia.
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A figura 22 mostra o efeito bradicardico e hipotensor da serotonina (16ug/kg)

admistrada por via intravenosa.

Figura 22 — Efeito da serotonina 16ug/kg.
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Os dados descritos na tabela 11 mostram os valores da variacdo PAM do reflexo
cardiopulmonar (Bezold-Jarisch) estimulados por serotonina em doses sequenciais e
crescentes. Embora a ANOVA tenha evidenciado diferengas estatisticamente significantes
entre os quatro grupos (P = 0,0439), quando os grupos foram comparados aos pares, por meio
do teste de comparacGes multiplas de Tukey, tais diferencas ndo foram confirmadas (P >
0,05). Observa-se diferenca estatistica significante na segunda dose de serotonina (4ug/kg)
quando comparada as demais doses dentro do mesmo grupo (Grupo OEAz ®P < 0,05 e Grupo
OEAZz+ISO °P < 0,001).
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Tabela 11 — Variacdo da pressdo arterial meédia, expressa em mmHg, induzida pela
estimulagdo do reflexo cardiopulmonar (Bezold-Jarisch) pela serotonina nos animais dos
grupos Controle, ISO, OEAz e OEAz+ISO.

Bos b Controle 1ISO OEAz OEAz+ISO Significancia
SERITITE Média + DP Média + DP Média + DP MédiazDP  (ANOVAL1)
-33,08 + 16,06 -20,24 £ 12,49 -37,34 £ 22,03 -34,39 + 13,16
2 pg/kg P =0,1906
(n=7) (n=8) (n=8) (n=8)

-21,25 £ 21,09 -6,47 + 3,74 -16,65 + 9,65° -13,15+8,91°
4 pglkg P =0,1452
(n=7) (n=28) (n=7) (n=28)
-24,71 £ 14,96 -9,09 £ 11,52 -16,49 + 11,23* -9,66 + 6,16"
16 pg/kg P =0,0439*
(n=7) (n=8) (n=7) (n=38)
Significancia
P =0,2641 P =0,0626 P =0,0076 P < 0,0001
(ANOVA2)

%P < 0,05) e °(P < 0,001) denotam diferencas estatisticamente significantes em relacdo a dose de 2 pg/kg no
mesmo grupo (teste de Tukey).

A tabela 12 mostra os valores da variacdo FC no reflexo cardiopulmonar (Bezold-
Jarisch) estimulados por serotonina em doses sequenciais e crescentes. As letras 4(P < 0,05) e
°(P < 0,05) denotam diferencas estatisticamente significantes em relacéo aos grupos Controle
e OEAZ, respectivamente (teste de Tukey). As letras (P < 0,05) e (P < 0,01) indicam
diferencas estatisticamente significantes em relacdo a dose de 2 pg/kg do mesmo grupo,
enquanto a letra °(P < 0,01) corresponde a diferenca estatisticamente significante em relagéo a

dose de 4 pg/kg do mesmo grupo (teste de Tukey).
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Tabela 12 — Variacdo da frequéncia cardiaca, expressa em bpm, do reflexo cardiopulmonar
(Bezold-Jarisch) nos animais dos grupos Controle, ISO, OEAz e OEAz+ISO.

Dge il Controle ISO OEAz OEAz+ISO Significancia
leteni Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP (ANOVAL)
-9,32 + 25,46 -0,10 + 4,64 0,81 +17,58 -6,37 + 21,90*°
2 pglkg P=0,6775
(n=7) (n=28) (n=28) (n=28)
-6,18 £ 19,49 -8,67 £ 15,41 -15,89 £ 11,80 1,27 £4,03
4 pg/kg P =0,1393
(n=7) (n=8) (n=7) (n=8)
-44,29 + 28,86°° -18,45 + 21,83° -48,34 + 28,29° -9,49 + 8,78
16 pg/kg P =0,0061
(n=7) (n=8) (n=7) (n=28)
Significancia
P =0,0047 P =0,0379 P =0,0063 P =0,3101
(ANOVA2)

°(P < 0,05) e “(P < 0,01) estatisticamente significantes em relacdo a dose de 2 pg/kg do mesmo grupo, (P <
0,01) estatisticamente significante em relagdo a dose de 4 pg/kg do mesmo grupo (teste de Tukey).

As figuras 23 e 24 mostram o efeito da administracdo intravenosa de atropina

(3mg/kg) e propanolol (4mg/kg), respectivamente, na PA e FC.

Figura 23 — Efeito da atropina 3mg/kg.
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Figura 24 — Efeito do propanolol 4mg/kg.
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Os resultados da FCI estdo dispostos na figura 25. Constatou-se que a FCI verificada
no grupo 1SO foi significantemente menor que a mensurada no grupo Controle (P < 0,01) e no
grupo OEAz (P < 0,01).

Figura 25 — Frequéncia cardiaca intrinseca (FCI), em batimentos por minuto (bpm),
mensurada nos animais dos grupos Controle, ISO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos
como média e desvio padrdo, respectivamente, em 7, 8, 6 e 8 ratos dos grupos Controle, I1SO,
OEAz e OEAZz+ISO. (**P < 0,01 comparado com o Controle e ++P < 0,01 no grupo OEAZ).
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A figura 26 mostra os dados relacionados com o ISV. Constatou-se que o indice
simpatico-vagal verificado no grupo ISO foi significantemente maior que o mensurado no
grupo Controle (P < 0,01).

Figura 26 — Avaliacdo do balango autonémico simpatico-vagal nos animais dos grupos
Controle, 1SO, OEAz e OEAz+ISO conforme o indice simpatico-vagal cardiaco. Dados
expressos como média e desvio padrdo, respectivamente, em 7, 8, 6 e 8 ratos dos grupos
Controle, 1ISO, OEAz e OEAz+ISO. (**P < 0,01 comparado com o Controle).

2.0
©
& 1.6-
5 T
o
2 1.2
©
o
£ 0.8-
(7]
3
5 0.41
\E
0.0' T
Controle ISO OEAz OEAz+ISO

Fonte: LFPC — NPDM - UFC

Os dados refentes a FCI e ISV foram agrupados na tabela 13. As letras #(P<0,05) e
®(P<0,01) denotam diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo Controle
enquanto a letra °(P < 0,01) indica diferenca estatisticamente significante em relagéo ao grupo
ISO.

Tabela 13 — Parametros da avaliacdo do controle autondmico mensurados nos animais dos
grupos Controle, ISO, OEAz e OEAz+ISO.

Controle 1ISO OEAz OEAz+ISO Significancia
Parédmetro
Média + DP Média + DP Média + DP Média + DP (ANOVA)

Frequéncia 220,55+ 33,44 159,24 +29,68° 22552 +26,44° 200,13 + 40,60
cardiaca P =0,0031
intrinseca (bpm) (n=7) (n=8) (n=6) (n=8)
- b
indice simpatico- 1,07£0,23 1,46 £ 0,26 1,22 +0,18 1,27 £ 0,17

P =0,0150
vagal

(n=7) (n=8) (n=6) (n=8)

%(P<0,05) e °(P<0,01) diferencas estatisticamente significantes em relagdo ao grupo Controle, (P < 0,01)
diferenga estatisticamente significante em relagdo ao grupo I1SO (teste de Tukey).
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4.6 Area Cardiaca Infartada

A figura 27 mostra as fotos dos cortes dos coragdes dos animais dos quatro grupos
coradas com TTC, evidenciando as areas de infarto (hipocrémicas) nos grupos ISO e
OEAz+ISO. Nos grupos Controle e OEAz néo foi observada area hipocromica, evidenciando
auséncia de areas isquémicas. As areas mais claras no grupo ISO foram mais localizadas do

que no grupo OEAz+1SO onde essas areas se mostraram difusas no corte do tecido.

Figura 27 —Extenséo do infarto.
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Em relacdo a extensdo do IAM a figura 28 mostra que ndo houve significancia (P =
0,5344) entre os grupos 1SO (18,58 + 7,17%) e OEAz+ISO (16,45 £ 6,15%).
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Figura 28 — Avaliacdo da extensdo do infarto, expressa em termos percentuais, nos animais
dos grupos ISO e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das medicGes
efetuadas em 8 ratos de cada grupo. Comparacdes entre os dois grupos foram feitas por meio
do teste t para dados ndo emparelhados. Ndo foi constatada diferenca estatisticamente
significante entre os grupos.
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4.7 Massa Corporal e Cardiaca

Em relacdo a variacdo da massa corporal durante o periodo de tratamento (figura29)
constatou-se uma perda de peso significante (***P < 0,001) nos animais dos grupos OEAz (-
4,61 + 2,49%) e OEAz+ISO (-3,71 + 2,19%) em relacdo ao grupo Controle (1,86 *+ 1,45%).
Igualmente, houve uma reducédo significante da massa corporal nos grupos OEAz (-4,61 +
2,49%; **P < 0,01) e OEAz+ISO (-3,71 £ 2,19%; *P < 0,05) em relacdo ao grupo ISO (-0,66
+ 1,39%). ***(P < 0,001) em relacdo ao Grupo Controle. +(P < 0,05) e ++(P < 0,01) em
relacdo ao grupo ISO.

Na figura 20 ndo foram constatadas diferencgas estatisticamente significantes entre os
grupos Controle (0,54 + 0,11 g), ISO (0,69 + 0,09 g), OEAz (0,67 + 0,17 g) e OEAz+ISO
(0,63 £ 0,11 g) em relacdo ao peso seco do coracdo (ANOVA: F =2,2773; P = 0,1032).
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Figura 29 — Variagdo da massa corporal, em termos percentuais, verificada nos animais dos
grupos Controle, 1ISO, OEAz e OEAz+1SO. Dados expressos como media e desvio padréo das
medicOes efetuadas em 8 ratos de cada grupo. Comparagdes entre 0s quatro grupos foram
feitas por meio da andlise de variancia (ANOVA), associada ao teste de comparacGes
multiplas de Tukey, para verificar diferencas entre os grupos aos pares. (***P < 0,001) em
relacdo ao grupo Controle. +(P < 0,05) e ++(P < 0,01) em relacdo ao grupo 1SO.
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Figura 30 — Peso seco do coragdo, em gramas, verificado nos animais dos grupos Controle,
ISO, OEAz e OEAz+ISO. Dados expressos como média e desvio padrdo das medicOes
efetuadas em 8 ratos de cada grupo. ComparacGes entre os quatro grupos foram feitas por
meio da andlise de variancia (ANOVA), associada ao teste de comparacdes maultiplas de
Tukey, para verificar diferencas entre os grupos aos pares. Nao foram constatadas diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, foram analisados os efeitos do OEAz na funcdo cardiovascular e
autondmica em ratos com infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol. A Alpinia
zerumbet é uma planta da familia Zingiberaceae, popularmente conhecida como coldnia,
utilizada no tratamento da hipertenséo arterial sisttmica e da ansiedade. Tal planta tem sido
largamente estudada em relacdo as suas propriedades farmacoldgicas. Estudos pré-clinicos,
principalmente com o OEAz, demonstraram aclGes hipotensoras, Vvasodilatadoras,
antioxidantes, diuréticas, antinociceptivas, antiespasmadicas, entre outras, representando, uma

planta com grande potencial farmacoldgico a ser explorado (CUNHA et al., 2013).

A composicao dos 6leos essenciais geralmente se trata de uma série de compostos com
uma ou duas substancias majoritarias. Acredita-se que haja uma vantagem terapéutica no
tratamento com fitoterapicos, pois as diferentes substancias que o compdem podem agir de
maneira sinérgica e potencializar o efeito desejado (SIMOES; SPITZER, 1999; BRASIL,
2008).

Nesta pesquisa, ndo houve pré tratamento com nenhuma substancia isolada, pois
objetivou-se verificar o efeito da substancia fitoterapica em sua totalidade, visando uma
possivel futura insercdo dessa substancia no tratamento de pacientes. Estudos apontam que a
procura por agentes naturais que exercam seus efeitos sobre o sistema cardiovascular € uma
area em expansdo com grande potencial para o descobrimento de novas moléculas
(MAHMOOD et al., 2010; TIRAPELLI et al., 2010).

O modelo de inducdo do IAM utilizado no presente estudo foi através da
administracdo de isoproterenol subcutdneo em ratos. Esse € um modelo bastante utilizado no
meio cientifico, pois causa uma lesdo no miocérdio semelhante & que ocorre em seres
humanos (ITHAYARASI; DEVI, 1997). Um dos mecanismos causadores da lesdo é a
autooxidacdo de catecolaminas que produzem uma série de radicais livres altamente
citotoxicos, além do aumento da atividade de enzimas lisossémicas. Vérios estudos utilizam
esse modelo para avaliar o efeito de diversas substancias nos padrées bioquimicos, funcionais
e histopatoldgicos decorrentes do IAM (ENGLE et al., 2009; GEORGE; LINER; HOIT,
2010). A mortalidade do modelo experimenttal de infarto nos animais no presente estudo foi
baixa comparada ao estudo de Lobo Filho (2011) que foi de 11% no grupo ISO e 20% no
grupo OEAz+1SO.
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5.1 Parametros Cardiovasculares

Avaliando as pressdes arteriais sistolica, diastdlica e média, podemos observar que nao
houve diferencas estatisticamente significativas quando comparados 0s quatro grupos, como
podemos observar nas figuras 2, 3 e 4, respectivamente. Entretanto, analisando a tabela 1,
podemos observar que houve uma diferenca estatisticamente significante entre a PAS dos
quatro grupos, além de apresentar uma queda ndo significante nos grupos 1ISO e OEAz+ISO.
Tal resultado ndo era esperado, pois ja havia sido comprovado anteriormente o efeito
hipotensivo do OEAZ (LAHLOU et al., 2002a; LAHLOU et al., 2003; CUNHA et al., 2013),
entretanto, tais estudos foram realizados utilizando modelos de hipertensdo (LAHLOU et al.,
2003; CUNHA et al., 2013), ou em ratos normotensos com OEAz administrado por via
intravenosa (LAHLOU et al., 2002a), portanto este foi primeiro estudo a verificar o efeito do

OEAz, administrado por gavagem, na pressao arterial de ratos normais ou com IAM.

Alguns estudos demonstram que o IAM esta relacionado a hipotensdo, tanto em
humanos (GRASSI; MANCIA, 1994) quanto em animais. Mill et al. (1997) observaram
hipotensdo em ratos avaliados com 30 dias de infarto, assim como Koike et al. (1996) com 8
dias pés infarto. Outros autores também observaram taquicardia e hipotensdo nos animais
com 1 e 10 dias apdés IAM (MILL etal., 1991; MEYRELLES; CABRAL; VASQUEZ, 1994a;
LACERDA, 2000). De Angelis et al. (2001) demonstraram reduzida PA e FC em animais
com 8 semanas de IM. Essa hipotensdo arterial poderia ser atribuida a algum grau de
comprometimento do coracdo isquémico, e consequentemente reducdo do débito cardiaco

e/ou a reducdo da atividade simpatica periférica sobre o0s vasos de resisténcia.

Na andlise da frequéncia cardiaca (Figura 5) observamos umadiminui¢cdo no grupo
ISO, quando comparado com o grupo OEAz. Por um lado, tal resultado ndo era esperado,
pois, em estudos anteriores, ja foram observados efeito cronotrépico negativo do OEAz em
atrio isolado (SANTOS et al., 2011) e em ratos normotensos anestesiados, quando
administrado OEAz in bolus (LAHLOU et al., 2002a), no entanto ndo foram encontrados
estudos avaliando o efeito do OEAz, administrado por gavagem na FC de ratos normais ou
com IAM. Por outro, estudos com modelo de IAM mostram que nesse tipo de lesdo ha uma
diminuicdo na FC desses animais quando comparados ao controle (MILL et al., 1991;
MEYRELLES; CABRAL; VASQUEZ, 199%a).
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Avaliando o duplo produto (Figura 6), observou-se uma diferencga estatisticamente
significante quando se comparam o0s quatro grupos, porém tal diferenca s6 foi confirmada no
grupo OEAz, que é significativamente maior que o DPT observado no grupo ISO. Tal
diferenca se deve, provavelmente, principalmente a frequéncia cardiaca, pois a FC esteve
aumentada nos animais do grupo OEAz e ndo houve diferengas significantes na PAS. O DPT
é um pardmetro ndo invasivo que reflete o consumo de oxigénio pelo miocardio (GOBEL et
al., 1978; WHITE et al., 1999; FORNITANO; GODOQY, 2006), e uma diminuicdo deste
parametro em repouso estd relacionado a um menor risco de problemas cardiovasculares
(FORJAZ, 1998; TERRA, 2008), pois, como ja visto anteriormente, o infarto agudo do
miocérdio esta ligado a oferta e ao consumo de oxigénio pelo coragdo, se tal consumo esta

aumentado, existe um risco maior acidentes isquémicos cardiacos.

5.2 Parametros Eletrocardiogréaficos

O eletrocardiograma (ECG) é um exame que se baseia no registro da diferenca de
potencial na pele resultante da despolarizacdo e repolarizagdo do masculo cardiaco (LEVICK,
1995) sendo um dos principais dados clinicos no diagndstico e prognéstico do 1AM
(TIMERMAN; FEITOSA, 2003; AMAN; VAIBHAV; BALARAMAN, 2012), além de ser
amplamente utilizado em pesquisa para avaliar o efeito de drogas em modelos animais de
IAM (PATEL et al., 2010; SORAYA, 2012; AMAN; VAIBHAV; BALARAMAN, 2012; LI
etal., 2012; YOUSEFI, 2013; DERBALI et al., 2015).

Analisando a figura 8, pode-se observar que o intervalo RR foi significativamente
menor no grupo OEAz que o grupo ISO, tal resultado reflete diretamente na FC, que, como ja
discutido anteriormente, foi significativamente maior no grupo OEAz quando comparada com

0 grupo ISO.

Quando se avaliou a duracdo e amplitude da onda P (Figuras 9 e 13, respectivamente)
ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes quando comparados 0s quatro
grupos. A onda P é decorrente da despolarizacdo do atrio (LEVICK, 1995). Clinicamente,
alterac6es na onda P ndo sdo comumente utilizadas no diagnostico de 1AM, no entanto, ja foi
observado diminui¢do na duragdo da onda P em ratos com IAM induzido por isoproterenol
(PATEL et al., 2012; AMAN; VAIBHAV; BALARAMAN, 2012).
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A duracdo do complexo QRS (Figura 10) foi significativamente maior no grupo I1SO,
quando comparado com os grupos Controle e OEAz, e significantemente maior no grupo
OEAz+ISO, quando comparado com o grupo Controle. Comparando-se o grupo OEAz+ISO
com o grupo ISO, observa-se que o primeiro teve uma média da duracdo do QRS um pouco
menor que o segundo, porém tal diferenga ndo foi significativa. O complexo QRS indica a
despolarizacdo dos ventriculos, portanto um alargamento do complexo QRS indica algum
distarbio na conducdo do impulso pelos ventriculos, isso ocorre geralmente quando 0s
ventriculos estdo dilatados ou hipertrofiados (GUYTON; HALL, 2006). Tal resultado do
grupo ISO foi contraditorio com resultados encontrados em outros trabalhos, que mostram
uma diminuicdo do complexo QRS nos animais com IAM induzido por isoproterenol
(PATEL et al., 2012; AMAN; VAIBHAV; BALARAMAN, 2012). Portanto, a administracao
subcutanea de isoproterenol (150 mg/kg), provavelmente devido a um edema ventricular,
aumentou a duracdo do complexo QRS e o pré-tratamento com o OEAz (100mg/kg) néo foi

capaz de prevenir tal dano cardiaco de maneira significativa.

O intervalo QT varia de acordo com a frequéncia cardiaca, portanto, deve-se corrigir o
intervalo QT (OLIVEIRA JUNIOR et al., 2004), existem diversos meios para realizar tal
correcdo, sendo a formula de Bazett o0 método utilizado para correcdo do QT neste trabalho.
Assim, sera utilizado apenas o QT corrigido (QTc) para discussdo. Analisado a figura 12,
podemos observar uma diferenca estatisticamente significantes no intervalo QTc nos grupos
ISO e OEAZz+ISO, sendo ambos maiores que 0s observados nos grupos Controle e OEAz. O
intervalo QT representa o tempo gasto na despolarizacao e repolarizacdo ventricular (SILVA,
2009), e pode estar aumentado em uso de algumas drogas antiarritmicas, alguns distdrbios
eletroliticos  (hipopotassemia, hipomagnesemia e hipocalcemia), algumas doencas
neuroldgicas e o infarto agudo do miocardio (MARTINELLI FILHO et al., 1994). Estudos
anteriores mostraram um aumento do intervalo QT e QTc em animais infartados com
isoproterenol (PATEL et al., 2012; AMAN; VAIBHAV; BALARAMAN, 2012). Com isso,
pode-se afirmar que o pré-tratamento com OEAz ndo foi capaz de prevenir o aumento do
intervalo QT em ratos infartados.

Com relacdo a amplitude da onda Q (Figura 14), observamos uma onda Q profunda
nos grupos ISO e OEAz+ISO, porém tal diferenca so foi significante no grupo OEAz+ISO,
que teve onda Q significativamente mais profunda que os grupos Controle e OEAz. A onda Q
patoldgica significa um ponto ndo elétrico no ventriculo, o que geralmente ocorre devido a
uma necrose apods um infarto agudo do miocardio (MANSUR et al., 2006; TIMERMAN,;
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FEITOSA, 2003). O resultado encontrado foi diferenciado, pois o grupo OEAz+ISO
apresentou uma onda Q significativamente mais profunda que os grupos Controle e OEAz,
enquanto o grupo ISO, apesar de ter apresentado uma onda Q profunda, tal resultado nao
estatisticamente significante. Tal fato pode ter sido observado devido a um aumento na area
de infarto no grupo OEAz+ISO, pois, visto que a onda Q é profunda devido a uma area
eletricamente inativa no musculo cardiaco, quanto mais profunda a onda Q, maior pode ser a

area infartada.

Analisando a amplitude da onda R (figura 15), observa-se uma reducéo significativa
nos grupos ISO e OEAz, quando comparados com o grupo Controle, e no grupo OEAz+ISO,
guando comparado com os grupos Controle e OEAz. A diminuicdo da onda R pode significar
um edema do miocardio causado pelo isoproterenol (SORAYA et al., 2012; YOUSEFI et al.,
2013). Observa-se, entdo, que além dos grupos ISO e OEAz+ISO, o grupo OEAz também
apresentou uma diminuicdo da amplitude da onda R. Verifica-se também, que o grupo
OEAz+ISO apresentou a menor amplitude, apesar de a diferenca, quando comparado com o
grupo ISO, ndo seja significante. A reducdo da amplitude da onda R no grupo ISO ja era
esperada, pois ja foi observada em estudos anteriores (PATEL et al., 2012; YOUSEFI et al.,
2013) A diminuicdo da onda R no grupo OEAz pode ter sido observada devido a um efeito
inotropico negativo ja observado anteriormente em atrio isolado (SANTQOS, 2011). Com isso
observa-se que 0 OEAz, por si s6, ja diminui a amplitude da onda R, portanto a acdo conjunta
do OEAz com o dano causado pelo IAM leva a uma reducdo mais significativa da amplitude
da onda R no grupo OEAz+ISO.

Em relacdo a onda T (figura 16), pode-se observar que os grupos infartados (ISO e
OEAz+ISO) apresentaram inversdo de onda T, sendo essa significativamente menor nesses
grupos que nos grupos Controle e OEAz. Alteragdes na onda T podem ocorrer inicialmente,
onda T amplas, positivas, pontiagudas, ou tardiamente, ocorrendo a inversdo da onda T, que
pode ocorrer até apos a normalizacdo do segmento ST (MANSUR et al., 2006). Sendo assim,
pode-se afirmar que o pré-tratamento com OEAz ndo foi capaz de prevenir tal alteracéo

eletrocardiografica.

Com relagdo a amplitude do segmento ST (figura 17), observa-se um
supredesnivelamento de ST nos grupos ISO e OEAz+ISO, quando comparados com 0S grupos
Controle e OEAz. O supradesnivelamento de ST é um dos sinais iniciais no infarto agudo do

miocardio, e um dos achados eletrocardiograficos mais consistentes na fase aguda do infarto
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(BRAUNWALD et al.,, 2012; MANSUR et al., 2006). Diversos trabalhos associam o
aumento do segmento ST a IAM induzido por isoproterenol em ratos (DERBALI et al., 2015;
PATEL et al., 2010; YOUSEFI et al., 2013; SORAYA et al., 2012; AMAN; VAIBHAV;
BALARAMAN, 2012). Sendo esse um dos principais sinais de 1AM encontrados no
eletrocardiograma, e tendo em vista que o pré-tratamento com OEAz ndo foi capaz de reverté-
lo, pode-se afirmar que o pré-tratamento com a droga avaliada ndo foi capaz de prevenir o

IAM no modelo estudado.

5.3 Variabilidade da Frequéncia Cardiaca e da Pressdo Arterial Sistélica

O estudo da variabilidade cardiovascular em seres humanos com insuficiéncia
cardiaca, tem revelado o enorme potencial dos parametros de variabilidade como preditores
de morbidade mortalidade, assim como do progndstico desses pacientes (KLEIGER et al.,
1987, MORTARA et al.,, 1994; VAN DE BORNE et al.,, 1997; SZABO et al., 1997;
GALINIER et al., 2000; LA ROVERE et al., 2003; KUCH et al., 2009). Porém, as razdes que
explicam como essas variaveis influenciam as alteracGes causadas pelo infarto, sdo muito
pouco entendidas. Assim sendo, a caracterizacdo das alteracbes da variabilidade
cardiovascular no modelo de IAM em ratos, seria de grande valor.

Quanto a VFC no dominio do tempo (Tabela 4), observou-se uma diferenca
estatisticamente significativa apenas na média. Uma alta VFC, medida pela variancia e pelo
desvio padrdo do IP, significa uma boa adaptacdo, caracterizando individuos com um SNA
eficiente, enquanto uma baixa VFC significa uma adaptacdo anormal ou insuficiente, sendo
considerada um fator preditivo de mortalidade em pacientes com 1AM (LOMBARDI et al.,
1987; LA ROVERE et al., 1998; VANDERLEI et al., 2009). Ndo foram observadas, neste
trabalho, diferencas significativas entre as variancias e desvios padrées do IP dos grupos
estudados.

Com relacdo ao dominio da frequéncia (Tabela 5 e 6), observou-se uma reducao
significativa do percentual dos componentes de BF dos grupos OEAz e OEAz+ISO quando
comparados com o grupo 1SO. Observa-se ainda que 0s percentuais em tais grupos foram
menores que o grupo Controle e que o grupo ISO apresentou um percentual de BF maior que

0 grupo Controle, apesar de tais resultados ndo serem significantes. A banda de AF
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corresponde a um indicador de ativacdo vagal, enquanto o componente de BF é decorrente de
uma acgdo conjunta simpética e parassimpatica (ASKELROD, 1981; PAGANI, 1986;
MALLIANI, 1991; PAGANI, 1997; LOPES, 2013), porém, com predominio do sistema
simpatico, dessa forma, a diminuicdo do componente de BF, associado a uma tendéncia a
diminuicgéo da razdo BF/AF nos grupos OEAz e OEAz+ISO sugerem uma diminuic¢éo da acgio
do sistema nervoso simpatico sobre o cora¢do nos grupos tratados com o OEAz. Sinais de
ativacdo simpatica exacerbada sdo frequentemente observados em pacientes com |IAM
(LOMBARDI et al., 1987). Ja foi observado que um aumento da acdo simpatica sobre o
coracdo aumenta a mortalidade em pacientes com IAM (KLEIGER et al., 1987; LA ROVERE
et al., 1998; SHEN et al., 2014). Portanto, o pré-tratamento com OEAz, possivelmente,
diminui o risco p6s IAM, pois causa uma diminuicdo da modulacdo simpatica sobre o

coracao.

Com relacdo a VPAS no dominio do tempo (Tabela 7) ndo foram constatadas
diferencas estatisticamente significativas, apesar de ter-se detectado uma tendéncia na
diminuigéo da variancia dos grupos ISO e OEAz+1SO. Foi observado anteriormente que um
aumento do desvio padrdo da PAS aumenta a mortalidade cardiovascular (KIKUYA et al.,
2000).

Quanto a VPAS no dominio da frequéncia observou-se uma diferenca significativa no
grupo OEAz, que teve uma diminuicdo do percentual do componente de BF, além de um
aumento do valor percentual e absoluto do componente de AF, quando comparado com o
grupo ISO. Além disso, nota-se uma diminuicdo do percentual da banda de BF e um aumento
da de AF do grupo OEAz+ISO quando comparado com o grupo ISO, porém tal diferenca ndo
foi significante pelo teste de comparacdes multiplas de Tukey. E conhecido que o componente
de AF na VPAS reflete oscilagbes na pressdo causadas por movimentos respiratorios
(JULIEN et al., 1995), e o componente de BF da VPAS coincide com as ondas de Mayer, as
ondas lentas da pressdo arterial, sendo considerado um marcador da atividade simpética
vasomotora periférica modulada pelos barorreceptores (JANUARIO, 2009; DANTAS et al.,
2013; JULIEN et al., 1995). Ja foi previamente observado o predominio do componente de
BF em animais infartados (MOSTARDA et al., 2010; DANTAS et al., 2013). Entretanto,
tendo em vista que a diminuigdo da banda de BF observada no grupo OEAz+ISO néo foi
significante, quando comparada com o grupo ISO, ndo podemos afirmar que o OEAz diminui

a atividade simpatica vasomotora periférica em animais infartados.
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5.4 Parametros Autondmicos

O reflexo barorreceptor ou barorreflexo, um dos mais importantes mecanismos para o
controle batimento-a-batimento da presséo arterial, atua ajustando a frequéncia cardiaca e o
tdbnus simpético vascular momento-a-momento (HAIBARA; SANTOS, 2000). Isso &
demonstrado clinicamente em estudos que mostraram que o prejuizo da funcdo barorreflexa é
um fator de risco independente para morte subita em pacientes po6s IAM (LA ROVERE et al.,
1998).

ElevacOes subitas da pressdo arterial aumentam a atividade dos barorreceptores, 0s
quais reflexamente inibem a atividade tonica simpatica para os vasos e coragdo. A reducéo da
atividade simpatica associa-se um aumento da atividade vagal, a qual produz bradicardia. Nos
experimentos realizados, ndo foram constatadas diferencas estatisticamente significantes entre
0s grupos, quando estudada a bradicardia relativa a sensibilidade do barorreflexo através da
adiministracdo de fenilefrina. Portanto, em todos os grupos este reflexo permaneceu mantido.
O componente de taquicardia reflexa ndo diferiu entre 0s grupos e apresentou-se com
diferencas estatisticas ndo significantes. Entretanto, como a sensibilidade barorreflexa foi
medida apenas apos alteracdes rapidas da pressao arterial (provocadas por administracdo em
bolo de fenilefrina e nitroprussiato de sédio) e ndo apds uma infusdo em rampa prolongada
das drogas vasoativas, portanto, a influéncia simpatica sobre a sensibilidade barorreflexa pode
ter sido apenas parcialmente avaliada. (COLEMAN,1980). Tais dados denotam que o OEAz
apesar de ndo apresentar um efeito cardioprotetor esperado, ndo apresenta toxicidade,
causando aumento ou diminuicdo excessivas de ambos reflexos. Estudos em humanos e em
modelos experimentais tém mostrado que o controle reflexo da circulacdo ndo depende
somente dos barorreceptores arteriais, mas também, com certa importancia, dos receptores
cardiopulmonares (MEYRELLES; CABRAL; VASQUEZ, 1994a; MEYRELLES; CABRAL,
VASQUEZ, 1994b; VASQUEZ, 1994; MEYRELLES; MILL; VASQUEZ, 1995; VASQUEZ
etal., 1997).

Em relagdo ao reflexo cardiopulmonar, o presente estudo demonstrou uma queda
maior da PA do grupo OEAz+ISO comparado com o grupo ISO e um aumento da FC nesses
mesmos grupos, quando as doses de serotonina eram administradas. Situa¢Ges que provoquem
mudangas no volume de sangue central ou pressdes sub atmosféricas na parte inferior do
corpo humano, ativam os reflexos cardiopulmonares (MEYRELLES; CABRAL; VASQUEZ,
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1994a). Os efeitos reflexos da estimulacdo dos receptores cardiopulmonares, localizados em
atrios e ventriculos, vasos pulmonares e parénquima pulmonar resultam no reflexo de
hipotensdo e bradicardia simultaneas. Este reflexo cardiopulmonar ficou conhecido como
reflexo de Bezold-Jarisch que apresenta como resultados o aumento da atividade vagal e
reducdo da atividade simpatica (STRANDGAARD; PAULSON, 1992; MEYRELLES;
CABRAL,; VASQUEZ, 1994a; VASQUEZ, 1994; VASQUEZ et al., 1997).

Em estudos pioneiros que avaliaram o reflexo cardiopulmonar em ratos machos
submetidos ao IAM observaram redugdo da sensibilidade do reflexo cardiopulmonar
provocada pela ligadura da artéria coronéaria esquerda (VASQUEZ, 1994; MEYRELLES;
MILL; VASQUEZ, 1995). Esta disfuncdo cardioinibitoria reflexa representa as consequéncias
das progressivas alteragdes morfofuncionais do musculo cardiaco ap6s o |AM, provavelmente
associado a inativacdo dos receptores na area do IAM e hipertrofia da area restante do
ventriculo esquerdo (MEYRELLES; CABRAL; VASQUEZ, 1994a; VASQUEZ, 1994).

Segundo Rocha et al. (2003) estes resultados de reducdo do reflexo cardiopulmonar
em animais infartados ndo sdo consenso, pois em estudo com coelhos infartados foram
encontradas aumento das respostas hipotensoras e bradicardicas. Em outro estudo do grupo de
Meyrelles, Cabral e Vasquez. (1994a) foi verificada a reducgéo do reflexo cardiopulmonar em
ratos tratados durante 15 dias com isoproterenol, droga que induziu hipertrofia cardiaca,

alteracdo que também ocorre ap6s o IAM induzido pela ligadura da artéria coronaria.

A FCI é observada apés o duplo blogueio com atropina e propanolol, excluindo assim
qualquer atividade simpética e parassimpatica sobre o coracdo. Dessa forma a atividade
eletrofisioldgica cardiaca do automatismo natural do nodo sinusal pode ser avaliada. Os dados
referentes a FCI foram significantemente menores no grupo 1SO quando comparados com 0s
grupos Controle e OEAz, o que ndo ocorreu no grupo OEAz+ISO, evidenciando uma
diminuicdo do automatismo intrinseco do coracdo no IAM (KRUEGER et al., 1997, 2000).

Vérios estudos demonstram que no IAM ocorre uma diminui¢do da modulagédo
parassimpatica e aumento da modulacdo simpatica (LA ROVERE et al., 1998;
PANIKOWSKI et al., 2001; GRAHAM et al., 2002; RODRIGUES et al., 2012; BARBOZA
et al., 2013; DE LA FUENTE et al., 2013). Em individuos saudaveis, situacGes de aumento
da atividade simpatica normalmente sdo concomitantes com aumento da banda de BF. Em

estudos, clinicos e experimentais com insuficiéncia cardiaca foram observados aumentos na
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banda de BF da VFC estdo ligados ao grau de excitacdo simpética, avaliado por medidas
diretas da atividade nervosa simpética ou de norepinefrina plasmatica (KIENZLE et al., 1992;
ISHISE et al., 1998).

Neste estudo, observou-se uma diferenca significante no aumento do ISV no grupo
ISO quando comparado com o Controle e, apesar de ndo mostrar diferenca estatistica, 0s
valores médios desse indice também foram maiores no grupo ISO comparados com 0s grupos
OEAz e ISO+OEAZz (ISV > 1 = predominio simpatico, ISV< 1 = predominio parassimpatico).
Esses valores sugerem que o pré tratamento com o OEAz foi capaz de diminuir a modulacéo
simpatica sobre o coragdo, contribuindo dessa forma para um prognostico positivo apds o
IAM. Estes resultados sdo similares a estudos anteriores (KRUGER et al., 1997, 2000) e
indicam que no modelo de insuficiéncia cardiaca moderada apés infarto do miocardio em
rato, ocorre uma perda do ténus parassimpatico vagal sobre o coracdo, permanecendo intacta
a acdo tonica simpatica dirigida ao né sinusal. Ha varios relatos na literatura afirmando que a
aumento da atividade simpatica cardiaca p6s IAM é um dos fatores intimamente ligados a
morbidade e mortalidade, além de gerar disfuncdo barorreflexa nos pacientes com 1AM
(ECKEBERG et al., 1971; FRANCIS et al., 1989; FERGUSON et al., 1992; KINGWELL et
al., 1994; KRUEGER et al., 1997, 2000).

5.5 Massa Corporal

Em relagdo a massa corporal dos animais observou-se nesse estudo uma perca de peso
significante nos grupos ISO, OEAz e OEAz+ISO quando comparados com o controle e dos
grupos OEAz e OEAz+ISO quando comparados com o grupo ISO. Cunha (2012) também em
um estudo durante 30 dias de administracdo do OEAz e suas fragdes, em modelo de
hipertensdo com L-NAME, identificou uma perda de peso nesses animais quando comparados
ao controle com nifedipina. Porém no estudo de Lobo Filho (2011), o pré tratamento com o
OEAz, em modelo de IAM por isoproterenol, ndo alterou significativamente o peso dos
animais em 12 dias. Bezerra et al. (2000) constatou em sua pesquisa um efeito
antiespasmatico do OEAz em ileo de rato. Uma menor motilidade intestinal pode dificultar o

transito do bolo intestinal e consequéntemente a absorcdo de nutrientes.

De acordo com Faria et al. (2011), animais apresentam redugéo do peso corporal e

menor ingestdo de racdo e agua sete dias apds o infarto. Baldo (2011) confirmou tais achados,



80

mostrando menor consumo de racdo j& no terceiro dia, e reducdo do peso corporal que
permaneceu menor ao longo das 4 semanas de acompanhamento. Reducdo de peso
semelhante foi observada por Sartorio et al. (2005) no terceiro dia apos o infarto. Da mesma
forma, vérios estudos mostram menor peso corporal 4 semanas apos o infarto (NAGAYA et
al., 2001; PALUS et al., 2009). A explicacdo para essa perda de peso pode estar relacionada a
uma atividade inflamatdria excessiva. Estudos mostram os efeitos do TNF-o. como um fator
anorexigeno, estando envolvido diretamente na perda do apetite e caquexia em diversas
condigdes (LING et al., 1997; RAINA; JEEJEEBHOY, 1998; STEFFEN et al., 2008). O
TNF-a estd precocemente elevado apds o infarto do miocardio e na insuficiéncia cardiaca.

Isso poderia ativar o sistema de ubuquitinagdo levando a protedlise (BALDO, 2011).

5.6 Avaliacéo da Extensdo do Infarto

Quando coradas com TTC, as fatias de 2mm do coracdo dos animais dos grupos
Controle e OEAz ndo mostraram areas isquémicas (hipocrémicas). No grupo ISO a éarea
infartada mostrou-se bem definida e localizada ao contrério do grupo OEAz+ISO onde tais
areas se mostraram difusas pelo tecido cardiaco. A coloracdo com TTC mostrou que apesar
dos valores médios do peso do infarto nos animais do grupo OEAz+ISO serem menores, nao
houve significancia quando comparados ao grupo 1SO. Utilizando essa mesma técnica para
quantificacdo da area infartada, mas em modelo de 1AM por ligadura da artéria coronaria
descendente anteriror, o estudo de Almeida et al (2009) ndo mostrou alteracao significante na
reducdo da area de infarto em animais tratados com inibidores da enzima conversora de
angiotensina. Do memso modo Mesquita Filho (2014), em modelo de infarto por
isoproterenol, ndo observou reducdo na area de infarto em animais submetidos ao pré
tratamento com 0leo essencial do Citrus aurantium L. Asanuma et al. (2004) mostraram que a
infusdo de carvedilol reduz a area de infarto em cédes submetidos a isquemia seguida por
reperfusdo, mas Baldo (2011) ndo detectou essa reducdo com infusdo aguda e cronica de
carvedilol no modelo de IAM por ligadura da artéria coronéria esquerda. As diferentes
metodologias e técnicas de estudos, juntamente com as diversas substancias testadas
dificultam uma padronizacdo em relacdo ao mecanismo de cardioprotecdo na extensdo da area

de infarto.
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5.7 Consideracdes Finais

Nesse estudo 0 OEAz ndo foi capaz de reverter as alterages causadas pelo IAM em
relacdo aos parametros cardiovasculares, como a PA, FC e DPT., assim como 0s parametros
eletrocradiograficos. Porém em relacdo aos parametros autonémicos o OEAz diminuiu a
modulacdo simpatica cardiaca causada pelo 1AM, evidenciado na analise do ISV e na banda
de BF da VFC no dominio da frequéncia . Ainda, ndo foram identificadas alteracOes
significantes na area de infarto entre os grupos 1SO e OEAz+ISO, assim como no peso dos
coracOes desses animais. Mas, foi constatado que os animais dos grupos 1SO, OEAz e
OEAZ+ISO tiveram uma perda de peso durante o protocolo de tratamento quando comparado

com o grupo controle que ganhou peso.

A anélise dos efeitos do pré tratamento com 0 OEAz no modelo de inducdo de infarto
por isoproterenol analisando as varidveis cardiovasculares, eletrocardiogréficas e autonémicas
foi realizada pela primeira vez no presente estudo. Assim, a realizacdo de futuras pesquisas
abordando metodologias que somem a esta, como por exemplo outras formas de insuficiéncia
cardiaca, torna-se de grande relevancia objetivando o aprofundamento do conhecimento ja
obtido e esclarecimento quanto ao mecanismo de acdo do OEAz nos parametros analisados.

Para o engradecimento deste e realizacdo de futuros trabalhos consideramos que
outros métodos podem ser empregados para obtencdo de dados mais completos e
esclarecedores. A analise dos efeitos do OEAz sobre o sistema autonémicos em animais
anestesiados e acordados, assim como o efeitos protetor do éleo em animais infartados
submetidos ao estresse fisico podem ser modelos que venham a somar aos dados ja obtidos.
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6 CONCLUSAO

O pré tratamento com o 6leo essencial da Alpinia zerumbet ndo foi capaz de reverter
as alteragdes nos parametros hemodinamicos e eletrocardiograficos causados pelo infarto
agudo do miocardio. Porém, uma reducdo na modulacdo simpatica cardiaca, sugerindo que o

6leo essencial da Alpinia zerumbet possivelmente atua de forma cardioprotetora nesse

aspecto.
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