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RESUMO
PRE-CONDICIONAMENTO COM TERNATINA NO INFARTO DO MIOCARDIO INDUZIDO POR
ISOPROTERENOL EM RATOS. CARMELO SILVEIRA CARNEIRO LEAO FILHO. Dissertacio
(Mestrado). Programa de Pds-Graduacdo Stricto Sensu em Cirurgia. Universidade Federal do Ceara. Orientador:
Professor Doutor José Glauco Lobo Filho

O infarto agudo do miocérdio (IAM) é uma das principais causas de morte em nosso pais.
Com o envelhecimento da populacao a tendéncia é que se aumente a incidéncia desta afeccao.
Para se estudar efeitos de drogas sobre a lesdo miocérdica decorrente de IAM, um dos
modelos experimentais mais utilizados é a inducdo de infarto do mocéardio (IM) com
administracdo de isoproterenol em ratos, uma vez que esta substancia causa uma lesdo
miocardica semelhante a observada em IAM nos humanos. Nesse estudo o pré-
condicionamento com ternatina administrada por via intraperitoneal, na dose de 1 mg/kg do
animal, por catorze dias consecutivos, foi avaliado no IM induzido por isoproterenol (120
mg/kg do animal) em ratos Wistar. A lesdo miocardica induzida pelo isoproterenol foi
indicada pela elevacdo de marcadores bioguimicos, como transaminase glutamico-oxalacética
(TGO) e troponina I, reducdo da atividade da enzima catalase no tecido miocardico, bem
como por alteracdes histopatoldgicas avaliadas na regido do apice do ventriculo esquerdo.
Avaliou-se ainda a mortalidade, as concentrac@es séricas de transaminase glutdmico-pirdvica
(TGP), hemoglobina, contagem de leucdécitos e neutréfilos e marcadores da funcéo renal. O
pré-tratamento com ternatina apresentou efeitos protetores no infarto do miocérdio induzido
por isoproterenol em ratos, uma vez que dimunuiu a taxa de mortalidade, atenuou as
elevagdes de TGO e troponina I; preservou a atividade da enzima catalase e reduziu o grau de
alteracdes histopatoldgicas. Possiveis mecanismos de acdo responsaveis pelos efeitos
benéficos em reduzir o grau de lesdo miocardica neste modelo experimental podem estar
relacionados a propriedades antioxidantes da ternatina.

Palavras-chave: infarto do miocardio, isoproterenol, ternatina.



ABSTRACT
PRECONDITIONING WITH TERNATINA ON MYOCARDIAL INFARCTION INDUCED BY
ISOPROTERENOL IN RATS. CARMELO SILVEIRA CARNEIRO LEAO FILHO. Dissertation (Master’s
degree). Post-Graduation Program (Stricto Sensu) in Surgery. Federal University of Ceara. Supervisor: Professor
Doctor José Glauco Lobo Filho.

Acute myocardial infarction (AMI) is one of the most common causes of death in our country.
As population ages, such illness have its prevalence rates increased. In order to analyse drug
effects over myocardial lesions as a result of AMI, the myocardial infarction induction model
by means of the administration of isoproterenol in rats is one of the most used at all, given the
capability of that substance of mimicking the myocardial injury observed in humans. In the
present study, preconditioning with intra-peritoneal ternatin, at a dose of 1 mg/kg was used.
Fourteen consecutive days were assessed in the isoproterenol-induced MI (120 mg/kg) in
Wistar rats. Myocardial lesions induced by isoproterenol was indicated by the rise in
biochemical markers levels, such as SGOT (serum glutamic oxaloacetic transaminase) and
troponin 1, reduction in the activity of catalase enzyme in the myocardial tissue, as well as by
histopathological changes assessed in the apex of the left ventricle. It was also evaluated
mortality rates, hemoglobin and SGPT (serum glutamic pyruvic transaminase) serum
concentrations, leukocytes, neutrophils counts and renal function. Preconditioning with
ternatin unveiled protective effects within the myocardial infarction induced by isoproterenol
in rats, once it diminished mortality rates, attenuated SGOT and troponin | concentrations,
preserved catalase levels in the myocardium and diminished histopathological changes in the
apex of the left ventricle Possible pathways accountable for such good results, reducing the
degree of myocardial injury in this experimental essay, might be related to the antioxidant
properties attributable to ternatin.

Key words: myocardial infarction, isoproterenol, ternatin.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1. Estrutura molecular do iSOProterenol............ccccooeiiiiiiniiiiiecieee e 20
FIGURA 2. Estrutura basica dos flavonOides.............ccoviviieniieicienesee s 23

FIGURA 3. Administracao intraperitoneal das drogas anestesiCas...........ccccvvevvervesieervarinnnnns 33
FIGURA 4. Dissecgdo da aorta abdominal.............c.coeiiiiiiiiiinisieeesee s 36
FIGURA 5. Pungéo da aorta abdominal com JelCO.........cccceiiiiiiiiiiiiiiccc e 37
FIGURA 6. Coleta da amostra de sangue no interior da Seringa...........cccceevvevveereevieseesveenenns 37
FIGURA 7. Armazenamento da amostra de sangue em frascos especificos.............ccccevevennen. 38

FIGURA 8 Estudo histopatolégico demonstrando tecido miocardico com auséncia de
alteragdes histolOgiCas (Grau 0)........ccuiereireieieiee ettt ee s 39
FIGURA 9. Estudo histopatoldgico demonstrando tecido miocardico com alteracdes
NiStOIOQICAS [EVES (GraU L1)......civeeieiiieiiieieeie ettt e sr e ae e sneeenes 40
FIGURA 10. Estudo histopatolégico demonstrando tecido miocéardico com alteracdes
histol0gicas MOAEradas (GraU 2).........ccuierererererierieesie ettt ene e 40

FIGURA 11. Estudo histopatoldgico demonstrando alteracGes histologicas acentuadas

(T LU ) SRRSO 41
FIGURA 12. Concentracbes seéricas de TGO nos grupos SIMULADO e
SALINA-INFARTO. ...ttt et e et e e st e e st e e e st e e e nnaaeensaaeenreeeanns 43
FIGURA 13. Concentracbes séricas de TGP nos grupos SIMULADO e
SALINA-INFARTO. ...ttt sttt sttt se et st seene st st ene et nnenes 44
FIGURA 14. Concentracbes séricas de troponina | nos grupos SIMULADO e
SALINA-INFARTO. ..ottt e et e et e e st e e e ae e e s enteeesnaeeennaeeennneeans 44
FIGURA 15. Concentragfes séricas de hemoglobina nos grupos SIMULADO e
SALINA-INFARTO. ..ottt ettt sttt a ettt seebe st e s esesbessaneans 45
FIGURA 16. Contagens de leucécitos nos  grupos  SIMULADO e
SALINA-INFARTO. ...ttt e e st e e s ae e e ant e e e anae e e sseaeenrneeanes 45
FIGURA 17. Contagens de  neutrofilos nos grupos SIMULADO e
SALINA-INFARTO. ....oiiiiciesteiee ettt sttt sttt b s e saebe st e s esesbe s ane e 46
FIGURA 18. Concentracbes séricas de uréia nos grupos SIMULADO e
SALINA-INFARTO. ...oeieiieiesieie sttt sttt sttt st ne sttt st e eseabeseene e 46

FIGURA 19. Concentracbes sericas de creatinina nos grupos SIMULADO e
SALINA-CINFARTO. .ottt sttt e et e e e e e e sar e e e saeeesneeesneeans 47



FIGURA 20. Atividades da enzima catalase no tecido miocardico nos grupos SIMULADO e

SALINA-INFARTO. ..ottt ettt et e et e e e st e e e snt e e e snaeeesaeeannee e 47

FIGURA 21. Concentracbes séricas de TGO nos grupos SALINA-INFARTO e
DIMISO .. ettt R bRt R Rt R e R bt Re bt e e bt et rennas 49
FIGURA 22. ConcentracBes séricas de TGP nos grupos SALINA-INFARTO e
DIMISO ...ttt bbb r bbb R e r et et te et et reere et et neens 50
FIGURA 23. Concentracdes séricas de troponina | nos grupos SALINA-INFARTO e
DIMISO ...ttt Rt bRt R bt R Rt et be bt reere et e e ens 50
FIGURA 24. Concentragcdes séricas de hemoglobina nos grupos SALINA-INFARTO e
DIMIS Ottt — et e e e —— e e et e e atteeataeearaeearaaeas 51
FIGURA 25. Contagens de leucécitos nos grupos SALINA-INFARTO e
DIMISO ...ttt bR e bRt R Rt r ettt re bt e e rennas 51
FIGURA 26. Contagens de neutréfilos nos grupos SALINA-INFARTO e
DIMISO ...ttt et b et b bt ae b ea et te bt ereeae st e e re e 52
FIGURA 27. ConcentracBes sericas de uréia nos grupos  SALINA-INFARTO e
DIMISO ...ttt bRt b bt R et ettt et e e bt neneans 52
FIGURA 28. Concentracdes séricas de creatinina nos grupos SALINA-INFARTO e
DIMISO ...ttt b bbbt r e b et et re et et eebe bt ereeaeer e renears 53
FIGURA 29. Atividades da enzima catalase no tecido miocardico nos grupos
SALINA-INFARTO € DMSO ...ttt st be st ne e 53

FIGURA 30. Concentracbes séricas de TGO nos grupos SALINA-INFARTO e
TERNATIN A . et e e e e e e e st e e e e e ta e e e e e nae e e e e snstaeeeeansaeeeeannnneeas 55
FIGURA 31. ConcentracBes séricas de TGP nos grupos SALINA-INFARTO e
TERNATINA ettt ettt s et et et et et e b e et et e e e besbe e eseebe st ene et es 56
FIGURA 32. ConcentracGes séricas de troponina | nos grupos SALINA-INFARTO e
TERN AT IN A . et e e e e e e e st e e e e s te e e e e asseeeeeeantaaeeesneeeeeannneneas 56
FIGURA 33. Concentracdes séricas de hemoglobina nos grupos SALINA-INFARTO e
TERNATINA ettt b et et e s e et st e st e be et et e seebe st eseebe st et enseneans 57
FIGURA 34. Contagens de leucécitos nos grupos SALINA-INFARTO e
TERN AT IN A . ottt e e e e a e e st e e e e e te e e e e e st e e e e e snsteeeeaansaeeeeannnreeas 57
FIGURA 35. Contagens de neutrofilos nos grupos SALINA-INFARTO e
TERNATINA . bbbt e e e et bt e e e et bt e e e esbbe e e e s anbe e e e e annbeeas 58

FIGURA 36. Concentracbes séricas de uréia nos grupos SALINA-INFARTO e
TERNATINA ettt et e et et e st e e b e e se e s s et et e seestesbesteeneeneeneenes 58



FIGURA 37. Concentragdes séricas de creatinina nos grupos SALINA-INFARTO e
TERNATINA . o e e e e e e s b e e e s e bb e e e e e s ba e e e e sbbeeeeannsreeas 59
FIGURA 38. Atividades da enzima catalase no tecido miocardico nos grupos
SALINA-INFARTO € TERNATINA . ....c.o oottt 59



LISTA DE TABELAS

TABELA 1. Comparagao entre os grupos SIMULADO e INFARTO quanto ao grau

histolOgico de 18SA0 MIOCAITICA. ..........cceeiiieieiie sttt 48
TABELA 2. Comparagdo entre os grupos SALINA-INFARTO e DMSO quanto ao grau

histol6gico de 1€SA0 MIOCAITICA. ..........eiviieieieiee et 54
TABELA 3. Comparacdo entre os grupos SALINA-INFARTO e TERNATINA quanto ao

grau histol0gico de 1€SA0 MIOCAITICA. ........cccveiieieeieeie e 60



ATP
CAT
CK
CK-MB
CT
DNA
ERN
ERO
GPx
GR
IAM
IM
LDH
LDL

OH
RO
SOD
TGO
TGP
uv

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Adenosina trifosfato
Catalase
Creatinoguinase
Creatinoquinase fracdo MB
Colesterol total
Acido desoxirribonucléico
Espécies reativas de nitrogénio
Espécies reativas de oxigénio
Glutationa peroxidase
Glutationa redutase
Infarto agudo do miocéardio
Infarto do miocérdio
Lactato desidrogenase
Lipoproteina de baixa densidade
Radical superoxido
Radical hidroxila
Radical alcoxila
Superdxido dismutase
Transaminase glutamico-oxalacética
Transaminase glutamico-pirtvica
Ultravioleta



SUMARIO

RESUMO

ABSTRACT

LISTA DE FIGURAS

LISTA DE TABELAS

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

1. INTRODUGAOD ..ottt 17
1.1 Infarto agudo do MIOCANTIO .....cc.eciviiiicieee e sre e 17
1.2. Bases celulares e moleculares da injuria miocardica iSQUEMICA............ccceeerereerienns 18
1.3. Marcadores séricos de injuria MIOCAIdICa .........cceevviieiieeiie i 19
1.4. Modelo experimental de infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol em
L= L0 ST PSP P R OT PR 20
ST @ T o - 1Y o] o [T SRS 22
T =] (= (oY o0 LY USRS 25
O T ¢ 0= L1 |- VPSSP 27
1.8. DIMetilsulfoXido (DIMSO)........oiieiicie ettt ne e 28
2. OBJIETIVOS ...ttt sttt et e beeteena et et e neenrennenneas 29
p I -] | RSOSSN 29
2.2, ESPECITICOS ..ttt ettt b et b et 29
3. METODO ..ottt 30
3.1, ASPECEOS BLICOS ...ttt ettt ettt b et s et b et n e be st e bt eeneen s 30
32, AAMOSTIA ...ttt b et h et h et R et R e et e Re e enn e be e nnr e e 30
3.3. Ambiente de eXPeriMEeNtaAGAD ..........cooiiiriiiiieieie et 30
3.4. Delineamento dO ESTUTO ... 31
3.4.1. DiStriDUIGAO 0OS GIUPOS .....oiveiieiieiieieite sttt sttt nb bbb 31
3.4.2. Procediment0 @NESLESICO .....cueueierieiieiiesiieieeieie ettt sttt bbb re s enens 32

3.4.3. Inducdo do infarto do miocardio com iSOProterenol ...........ccoovveieivieienenese e 33

3.4.4. Preparo e administracdo das drogas Utilizadas ...........cccccevveveeieieese e 34

3.4.5. ODtENGAD 0AS AMOSLIAS ......eiveiiieiieieitesie sttt se ettt e e 35

3.5 EXAMES DIOQUITMICOS ...veiviiiieie ettt et et sra et e staenae e 38

3.6 Avaliagao NiStOPALOIOQICA. .........cvreerieieierieieee e 39
3.7 Avaliacéo da atividade da enzima catalase N0 MIOCArdio ..........ccccvevveveiiieiieie i, 41
3.8 ANALISE ESTALISTICA ....eeveiiieiiieiieie ettt e r e te et et e e e nreenees 41
4. RESULTADOS ...ttt ettt sttt et e been e et e e e tententeene e 43
4.1. Validacdo do modelo de infarto do miocardio induzido por isoproterenol em
=0 ST P TR OTOPRPOPRP 43
I T |V o =T - o [P UTPSSRTRI 43
4.1.2. ConcentracOes Sericas de TGO € TGP ....cccvoieieiieieie et 43
4.1.3. ConcentragOes sericas de troponiNa | .........cccoiiiiiiiieiiiese e 44
4.1.4. ConcentracOes sericas de hemoglobing ..........cccoeieieiiiiiiicie e 45
4.1.5. Contagens de leucocitos e neutrofilos NO SANQUE .........ccevveiviieiiiiniiiese e, 45
4.1.6. ConcentracOes sericas de Uréia € CreatiniNa..........ccooeverereiieenieeiese e 46
4.1.7. Atividade da enzima catalase no tecido MIOCAIrdICO. ........cccevverveieerieeiieie e 47
4.1.8. Alteracdes histopatoldgicas N0 MIOCAITIO ........cccvvieieiieriiie e 48
4.2. Efeito do uso do pre-condicionamento com DMSO em ratos infartados. Comparacao
entre 0s grupos SALINA-INFARTO € DMSO......cccoiiiiiiieiieeesee e 49
4.2.1. MOTAHAAAE ...ttt bbb nre s 49

4.2.2. Concentragdes Sericas de TGO € TGP ..o 49



4.2.3. Concentracdes SEricas de troponiNa | .........ccveiveieiiieiieese e 50

4.2.4. Concentragdes séricas de hemoglobing ..o 51
4.2.5. Contagens de leucocitos e neutrofilos N0 SANQUE ........cccevveeivveieieeie e 51
4.2.6. Concentragdes séricas de Uréia € CreatiniNa..........ccoeerereerereiesiese e 52
4.2.7. Atividade da enzima catalase no tecido tecido MiOCArdiCO........coccevevvrieieresieieseian 53
4.2.8. Alteragdes histopatolagicas N0 MIOCAITIO .........cccoeieiiriiiiiicee e 54
4.3. Efeito do pré-condicionamento com ternatina e DMSO em ratos infartados.
Comparacéao entre 0s grupos SALINA-INFARTO e TERNATINA.......ccciviiiviniienn 55
4.3.1. MOTAHAAAE ..ottt bbbt e e e 55
4.3.2. Concentragdes Sricas de TGO € TGP ......couciiiiiiiiiiieee e 55
4.3.3. Concentracdes SEricas de tropoNINa | .........ccveiveieiiieiieic e 56
4.3.4. Concentragdes séricas de hemoglobing ..o 57
4.3.5. Contagens de leucocitos e neutrofilos N0 SANQUE ........ccevvveiveiieieciece e 57
4.3.6. ConcentracOes sericas de Uréia € CreatiniNg ..........cccevevereseeieeriesiese e 58
4.3.7. Atividade da enzima catalase no tecido MIOCArdICO ........occeveriiirinieie e, 59
4.3.8. Alteragdes histopatolagicas N0 MIOCAITIO .........coveererieiiiniiieee e 60
5. DISCUSSAD ....coiimiiriirirseieesesesssie sttt 61
8. CONCLUSAOD ..ottt 68

7. REFERENCIAS ..ottt st 69



17

1. INTRODUCAO

1.1. Infarto Agudo do Miocérdio

O infarto agudo do miocardio (IAM) é a morte da célula cardiaca decorrente da
inadequada relacdo entre a oferta e a demanda de oxigénio. A principal causa de infarto é a
ateroesclerose coronariana. H4 um acumulo de lipideos em macréfagos no interior da camada
intima, formando inicialmente estrias gordurosas. Com o envelhecimento e exposicdo a
fatores pro-ateroescleroticos, tais como, dislipidemia, fumo, diabetes melitus e hipertenséo,
ocorre progressdo da lesdo, com formacdo de placas de lipideos entre as camadas intima e
média. Além de gordura, o interior das placas ateroescleroticas contém elementos de tecido
conjuntivo produzidos por células musculares lisas que passam a ter funcdo secretora. O
nucleo da placa é extremamente trombogénico e existe uma capa fibrosa que evita o contato

do sangue com os elementos do nucleo (SCHOEN, 2000).

Quando ocorrem alteragBes sUbitas na placa ateroscler6tica, tais como hemorragia,
rotura da capa fibrética e exposicdo de elementos trombogénicos do interior da placa, ha
trombose aguda da artéria coronaria e isquemia acentuada dos cardiomiocitos. Quanto maior o
grau de estenose de uma placa, maior o risco de complicacdo, entretanto placas néo téo
estendticas podem complicar, devido pricipalmente a perda da capa fibrética protetora.
Reacdo inflamatoria na placa esta relacionada a instabilidade da mesma. Estados poés-
operatorios sdo conhecidos por exarcerbar a atividade inflamatdria, o que poderia explicar o

aumento da incidéncia de IAM no po6s-operatorio de grandes cirurgias (ANDERSON, 2008).

Cirugias cardiacas estdo relacionadas a ocorréncia potencial de injaria miocardica, seja
por parada do coragdo em cirurgias valvares e revascularizagdo do miocérdio (RM) com
circulacdo extracorpdrea (CEC), seja por isquemia regional em casos de cirurgia de RM sem
CEC (BULKLEY; HUTCHINS, 1977; SOLTOSKI et al., 2000). Além disso, a principal
causa de morte ap0s cirurgias vasculares arteriais, como correcdo de aneurismas, disseccdes e
revascularizagbes de membros inferiores, é o infarto do miocardio, em virtude de, tais
procedimentos, serem realizados em pacientes de idade avancada, portadores também de
aterosclerose coronariana (BECKER; BONAMIGO; FACCINI, 2002).
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1.2. Bases celulares e moleculares da injuria miocardica isquémica

A injuria miocérdica isquémica ocorre quando a perfusdo coronariana é inadequada
para suprir as demandas metabdlicas teciduais. E mais frequentemente causada por obstrucao
ou estreitamento coronariano secundario a ateroesclerose, trombose ou espasmo (SCHOEN,
2000).

Em virtude do importante déficit de perfusdo de sangue oxigenado, ocorre desvio do
metabolismo aerdbico para o anaerdbico com conseqiiente reducdo de producdo de ATP.
Quando ocorre consumo dos estoques de ATP e creatino-fosfato, inumeras alteracGes
intracelulares ocorrem, dentre as quais os distdrbios da homeostase ibnica celular, que se
processam precocemente (DE GROOT; RAUEN, 2007). Com um substancial declinio das
concentracdes de ATP, e consequente reducdo da atividade da bomba de Na*/K* ATPase, ha
resultante aumento da concentracdo de Na' intracelular e do efluxo de K" para o meio
extracelular (BUJA, 2005). O influxo de Na" é acompanhado por CI e, conseqiientemente,
por ganho isosmético de agua, o que resulta em edema celular. A acentuada concentracao 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
concentragéo de Ca™" intracelular (DONG et al., 2006; FIOLET; BAARTSCHEER, 2000).

O Ca™ exerce importantes funcbes no desenvolvimento da lesdo celular, como
ativacdo de fosfolipases, principalmente fosfolipase A2, proteases, endonucleases, ATPases e
dano mitocondrial, resultando em queda mais acentuada da producdo energética, aléem da
liberacdo de proteinas pro-apoptéticas aprisionadas entre as membranas mitocondriais externa
e interna (FIOLET; BAARTSCHEER, 2000; DONG et al., 2006; DE GROOT; RAUEN,
2007).

Durante a reperfusdo acentua-se a sobrecarga intracelular de célcio. Em associacao aos
niveis elevados de Ca™™ intracelular, ocorre aumento importante na producao de radicais livres
de oxigénio devido a reperfusdo com sangue oxigenado. Radicais livres como superoxido
(02), hidroxila (OH") e peroxido de hidrogénio (H.0,), extremamente reativos, estdo
associados a lesdo de componentes celulares de maneira indistinta, potencializando as lesdes
celulares induzidas pela isquemia. As consequéncias clinicas variam desde disfungdo

miocardica reversivel até necrose miocardica (BUJA, 2005).
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1.3. Marcadores séricos de injuria miocardica

O primeiro marcador de injuria miocardica utilizado na pratica clinica foi a enzima
transaminase glutamico-oxalacética (TGO), que se eleva algumas horas até 15 dias ap6s um
IAM. O pico é ap6s 2 ou 3 dias, com retorno aos niveis normais em um periodo de sete dias
(LADUE et al.,1954).

A creatinoguinase (CK) € uma enzima que se encontra altamente concentrada no
cérebro, no miocérdio e no musculo esquelético. E composta de dois dimeros, denominados
M e B. A isoenzima CK-MM origina-se predominantemente do musculo esquelético, a CK-
BB origina-se do cérebro, dos pulmdes e de muitos outros tecidos, e a CK-MB origina-se
principalmente do miocardio, embora quantidades variaveis possam ser encontradas no
musculo esquelético. A atividade total da CK comeca a aumentar dentro de duas a quatro
horas apds o inicio do IAM, atinge um pico em cerca de 24 horas e normaliza-se dentro de,
aproximadamente, 72 horas. O pico é acelerado em pacientes que apresentaram reperfusdo. A
atividade total da CK é sensivel, porém ndo é especifica visto que a enzima também esta
elevada em outras condicdes, como lesdo do masculo esquelético. A especificidade é
aumentada por meio da determinacdo da fracdo CK-MB. A CK-MB aumenta dentro de quatro
a oito horas apds o evento isquémico, atinge um pico em 18 horas €, em geral, volta aos niveis
normais em 48 a 72 horas (KUMAR; ABUL, 2000).

As troponinas sdo proteinas que regulam a contracdo do musculo cardiaco e do
musculo esquelético mediada pelo calcio. A troponina | (Tnl) e a troponina T (TnT) ndo séo
normalmente detectadas na circulagdo, e existem diferentes genes que codificam essas
proteinas no masculo esquelético mediada pelo calcio. Por conseguinte, as elevacdes séricas
sdo anormais, e a forma cardiaca e a do musculo esquelético podem ser distinguidas por
anticorpos especificos, que também permitem a realizagdo de ensaios imunoldgicos
quantitativos. Apos o IAM, tanto os niveis de Tnl quanto TnT aumentam aproximadamente
ao mesmo tempo que a CK-MB. A sensibilidade diagnostica da determinacdo da troponina
cardiaca assemelha-se aquela da CK-MB nos estagios iniciais. Entretanto, os niveis de
troponina permanecem elevados durante sete a dez dias apds o evento agudo, permitindo o
diagnostico de 1AM, bem depois da normalizagéo dos niveis de CK-MB (ADAMS, 1993). Os
limites de referéncia variam em diversos estudos, porém considera-se o diagndstico de IAM
valores superiores a 0,1 ng/mL. Com esse critério, a sensibilidade para o diagnostico de IAM
aproxima-se a 100% (MARTINS, 2009; KOCIOL et al., 2010).
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1.4. Modelo experimental de infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol em
ratos

Os modelos experimentais de inducdo do infarto do miocardio em ratos mais
utilizados na literatura envolvem o modelo da ligadura coronariana e 0 modelo em que a
injuria miocardica € induzida pelo isoproterenol. No primeiro, o coragdo é exposto através de
uma incisdo de toracotomia esquerda e uma ligadura da porcdo proximal da artéria
coronariana esquerda é realizada. Trata-se de um modelo experimental mais complexo, que
além da necessidade de toracotomia esta associado ao uso de suporte ventilatério e analgesia
pos-operatéria. Apresenta maior incidéncia de eventos de morbidez e mortalidade néo
relacionados ao 1M, como infeccdo e pneumotérax, alcangcando uma mortalidade de cerca de
50% (GOLDMAN; RAYA, 1995).

Desde a década de 1970, inumeros trabalhos sdo publicados utilizando o modelo de
IM induzido por isoproterenol, com o intuito de se avaliar os efeitos de diferentes drogas no
contexto da lesdo miocérdica, tendo se mostrado um modelo experimental pratico e eficaz
(BLOOM; DAVIS, 1972).

O isoproterenol é um potente agonista ndo seletivo de todos os receptores B, com
afinidade muito baixa pelos receptores o. E considerada, entfo, uma catecolamina que causa
dano severo ao miocéardio gerando necrose semelhante & produzida no IAM em humanos
(WEXLER, 1978). A estrutura molecular desta substancia pode ser observada abaixo
(FIGURA 1).

OH

HO NT/

HO

Figura 1 — Estrutura molecular do isoproterenol

Dentre os varios mecanismos propostos para explicar o dano miocardico induzido pelo
isoproterenol, a geragdo de radicais livres altamente citotdxicos, decorrente da auto-oxidagéo
de catecolaminas, tem sido implicada como um dos importantes fatores causadores
(RATHORE et al., 2000).. Isoproterenol também aumenta a atividade de enzimas
lisossdmicas. Esta substancia reduz a atividade da Ca2*ATPase e Mg2*ATPase, podendo ser
responsavel por uma quebra de balanco idnico que causa dano a membrana celular (BLOOM,;

DAVIS, 1972). Também é apontado como indutor da ativacdo de diversas hidrolases
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lisossdmicas, responsaveis pela destruicdo celular (SATHISH; EBENEZAR; DEVAKI,
2003). Esta relacionado ao aumento dos niveis séricos de CK, lactato-desidrogenase (LDH),
TGO, transaminase glutamico-piravica (TGP), colesterol total (CT) e lipoproteinas de baixa
densidade (LDL) (MOHAN; BLOOM, 1999). Estudos indicam que quinonas derivadas do
isoproterenol reagem com o oxigénio, produzindo &nions superoxido e péroxido de
hidrogénio, acentuando o estresse oxidativo (RATHORE et al., 2000).

O efeito cardiotoxico do isoproterenol também esta associado & sobrecarga de Ca™.
Estudos sugerem que a entrada de Ca'" em midcitos cardiacos apos a administracdo de
isoproterenol ocorre em duas fases: uma fase inicial rapida, seguida por uma fase lenta que se
inicia cerca de uma hora ap6s sua administragdo, levando a concentragdes de Ca™ ao pico
apos cerca de quatro horas (MOHAN; BLOOM, 1999). Produz também isquemia miocardica
pelo excesso de producdo de radicais livres, resultado do metabolismo oxidativo de
catecolaminas (SINGAL; BEAMISH; DHALLA, 1983).

Mohan e Bloom (1999) observaram que o isoproterenol induz lip6lise no miocéardio de
ratos. Este fendmeno resultaria em acidos graxos livres, sendo que estes, ou os produtos de
sua degradacdo, apresentam-se toxicos as células cardiacas pelos danos causados a membrana
plasmatica.

Rathore et al., (2000) concluiram que a administragé@o de isoproterenol em ratos altera
0 sistema antioxidante dos eritrocitos. Afirmam que o isoproterenol, ao sofrer oxidacdo,
produz gquinonas que reagem com 0 oXigénio para produzir anions superoxido e peroxido de
hidrogénio.

Bloom e Davis (1972) relataram que ap6s a administracdo de isoproterenol em ratos, a
concentracdo de calcio miocardico total encontrou-se aumentada. Os autores postularam que 0
isoproterenol exerce um efeito de distribuicdo do Ca*" pelas organelas celulares, sendo que o
incremento de Ca®* nas mitocondrias leva a um desbalango iénico que prejudica a sintese de
ATP, assim danificando o metabolismo energético dos midcitos. Singal, Beamish e Dhalla
(1983) observaram que o isoproterenol causa isquemia miocardica pelo excesso de producédo
de radicais livres, causado pelo metabolismo oxidativo das catecolaminas.

Em uma série de estudos se observa que as concentracGes de antioxidantes como
ceruloplasmina e glutationa e as atividades de enzimas antioxidantes como a superoxido-
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GPx), glutationa-redutase (GR) e
glutationa S-tranferase diminuem, enquanto ha aumento de marcadores de injuria miocardica
como TGO, transaminase glutamico-piravica (TGP), lactato-desidrogenase (LDH), CPK, CK-

MB e troponina em ratos em que se administrou isoproterenol (RATHORE et al., 2000;
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AHMED; RANA; DIXIT, 2004; TRIVEDI et al., 2006; ANANDAN et al., 2007; PRINCE et
al., 2008; SANGEETHA; QUINE, 2008; UPAGANLAWAR; GANDHI; BALARAMAN,
2009).

Assim, varios sdo 0s mecanismos pelos quais o isoproterenol causa dano nos
cardiomiécitos de ratos, sendo um modelo cientifico amplamente utilizado em diversos

estudos que avaliam o possivel efeito de drogas no metabolismo cardiaco.

1.5. Os Flavonoéides

Na década de 1930, uma nova substancia quimica foi isolada da laranja e acreditava-se
tratar de mais um membro da familia das vitaminas, sendo designada como vitamina P,
verificando-se mais tarde tratar-se de um flavonoide, a rutina. Os flavondides representam um
dos grupos mais importantes e diversificados entre os produtos de origem de plantas e sdo
amplamente distribuidas no reino vegetal (MIDDLETON, 1988).

Diversas funcdes sdo atribuidas aos flavondides nas plantas. Entre elas, pode-se citar a
protecdo contra raios ultravioleta e microrganismos patogénicos, acao antioxidante, acéo
alelopatica e inibicdo enzimatica (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

Os flavondides representam um grande grupo de antioxidantes naturais. Sao
metabdlitos secundarios de plantas, biossintetizados a partir da via dos fenilpropandides. Séo
compostos por um nucleo comum de fenilcromanona com substituicdo em uma ou mais
hidroxilas, incluindo derivados ligados a agucares. (BIRT; HENDRICH; WANG, 2001).

As atividades bioquimicas dos flavondides e de seus metabdlitos dependem de sua
estrutura quimica, que podem variar com substituicdes incluindo hidrogenacao, hidroxilacdes,
metilagdes, malonilacdes, sulfatacGes e glicosilagdes. Os flavonoides sdo subdividos nas
principais classes: flavonas, flavondis, chalconas, auronas, flavanonas, flavanas,
antocianidinas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas e neoflavonoides
(BRAVO, 1998). Mais de 8.000 flavonoides ja foram identificados (PIETTA, 2000).
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A estrutura molecular bésica dos flavonoides pode ser observada a seguir (FIGURA
2).

Figura 2 — Estrutura molecular basica dos flavondides

O interesse na pesquisa acerca da atividade dos flavonoides é decorrente de suas
diferentes propriedades. Ensaios bioldgicos usando combinacdes isoladas revelam que o0s
flavonoides exibem uma grande acdo sobre os sistemas bioldgicos demonstrando efeitos
antimicrobiano, antiviral, antiulcerogénico, citotoxico, antitumoral, antioxidante, anti-
hepatotoxico, anti-hipertensivo, hipolipidémico, anti-inflamatério e antiplaquetario. Também
demonstrou reducdo na permeabilidade capilar e inibicdo da exsudacdo protéica e migracdo
de leucocitos (PELZER et al., 1998).

Um importante efeito dos flavondides € a sua capacidade antioxidante. Quimicamente,
os flavondides sdo substancias doadoras de elétrons, sendo capazes de estabilizar radicais
livres envolvidos no processo oxidativo (BIRT; HENDRICH; WANG, 2001).

A acdo antioxidante dos flavonoides é desempenhada de acordo com as equacdes
abaixo (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ, 2004):

Flavonodide (OH) + R+— flavondide (O¢) + RH
Flavonoide (OCH3) + Re— flavonodide (O¢) + RCH3

Shoskes (2008) demonstrou que o flavondide quercetina reduz o dano renal por
isquemia-reperfusdo , interferindo na atividade de oxido-nitrico sintase induzida. Cos et al.
(2002) relataram que a luteolina é um potente inibidor de xantina oxidase, uma fonte de
espécies reativas de oxigénio.

Outra acdo bastante estudada dos flavonoides é a sua atividade anti-inflamatoria. As
enzimas ciclooxigenase e lipoxigenase sdo importantes mediadores da inflamacdo e estdo
envolvidas na liberacdo de acido araquiddnico, responsavel pela resposta inflamatoria em

geral. Foi demonstrado que alguns compostos fendlicos sdo capazes de inibir a via da
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ciclooxigenase e a da 5-lipoxigenase (FERRANDIZ; ALCARAZ, 1991). O mecanismo pelo
qual os flavondides inibem essas vias ainda ndo foi esclarecido, mas estd sendo
extensivamente pesquisado (NIJVELTD et al. 2001).

Foi demonstrado que a quercetina, em particular, é capaz de inibir tanto a atividade da
ciclooxigenase quanto da lipoxigenase. Estudos tém demonstrado que flavondides como
quercetina e apigenina possuem acdo anti-inflamatdria por inibir a enzima ciclooxigenase-2.
Uma reducdo da resposta inflamatoria também pode ser obtida por flavondides, como a
quercetina e a luteolina, por reduzirem a ativacdo do sistema complemento e
conseqlientemente diminuirem a adesdo de células inflamatorias ao endotélio (ROBAK;
GRYGLEWSKI, 1996; KIM et al. 1998).

PELZER et al. (1998), em seu estudo sobre o efeito anti-inflamatério de trinta
flavonoides das classes flavanonas, flavonas e flavondis, demonstraram que as flavanonas
hesperidina e eriodictiola, a flavona 7,4’-di-O-metilapigenina e os flavondis quercetina, 3-O-
metilquercetina e morina sdo capazes de reduzir significativamente o edema induzido nas
patas de ratos por processos inflamatorios, sendo que o flavonol rutina e a flavona jaceosidina
sdo os flavondides que apresentaram melhor efeito anti-inflamatorio.

Alguns flavandides apresentam efeito protetor na injdria miocardica. Stanley e Priya
(2010) obtiveram evidéncias histologicas e in vitro de que a rutina protege as enzimas
lisossomais cardiacas em ratos submetidos a IM induzido por isoproterenol em ratos. Esse
resultado € devido ao sequestro de radicais livres e a propriedade antioxidante da rutina, bem
como de sua capacidade de estabilizar a membrana celular, todas atribuidas a esse flavonoide.

Punithavathi, Shanmugapriya e Prince (2010) observaram os efeitos protetores da
rutina in vivo e in vitro em ratos que apresentavam cardiotoxicidade induzida por
isoproterenol. Os mecanismos sugeridos para explicar essas constatacOes séo: sequestro de
radicais livres, reducdo de perdxidos lipidicos e das concentragdes de Ca™™, além do aumento
dos niveis de glutationa e trifosfato de adenosina (ATP) de forma a melhorar a estrutura e a
fungdo mitocondrial no coragéo.

Prince e Sathya (2010) observaram que a quercetina dimininuiu a elevagcdo do
segmento ST e o0s niveis de produtos da peroxidacdo no plasma e no coragdo de ratos
infartados com isoproterenol. Houve também reducdo dos niveis de colesterol total,
triglicérides, acidos graxos livres, lipoproteinas de baixa e muito baixa densidade nos ratos
tratados com esse flavondide. Em contrapartida, constatou-se aumento significativo de
lipoproteina de alta densidade, que apresenta efeitos benéficos no sistema cardiovascular.

Portanto, a atividade antioxidante da quercetina inibe a peroxidacdo lipidica e previne o
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acumulo de lipidios, além de alteragcBes nas lipoproteinas e no eletrocardiograma de ratos,
cuja cardiotoxicidade foi induzida por isoproterenol.

Por fim, Punithavathi e Prince (2009) avaliaram o efeito combinado da quercetina e do
a-tocoferol no metabolismo lipidico e nos componentes de glicoproteinas em um modelo de
IM induzido por isoproterenol, observando efeitos benéficos dessas substancias, sobretudo
quando usadas em associagao.

Em virtude dos importantes efeitos protetores dos flavonoides em modelos de injdria
miocardica, buscamos avaliar os efeitos da ternatina, um flavonoide exraido da planta Egletes

viscosa.

1.6. Egletes viscosa

Egletes viscosa Less, ou mais popularmente conhecida como Macela-da-terra, € um
vegetal pertencente a familia Asteracea, que integra o pantedo das plantas empiricamente
medicinais. Por ser autoctone das Ameéricas intertropicais, E. viscosa € bastante comum no
nordeste brasileiro (VIEIRA, 2006), onde chés e infusdes a partir de extratos da planta séo
amplamente utilizados com finalidade terapéutica na medicina popular. Relatos do século
XVII apontam que a Macela-da-terra ja era utilizada na pratica médica durante a primeira
epidemia de febre amarela no Brasil, embora ndo houvesse evidéncias claras que ratificassem
a eficécia de seu uso para esse fim (ALMEIDA et al., 2008).

A literatura refere que compostos extraidos da E. viscosa apresentam propriedades
anti-hepatotoxica (RAO et al., 1994), antiperoxidativa (SOUZA et al., 1997), gastroprotetora
e antidiarréica (RAO et al., 1997), hepatoprotetora (SOUZA; RAO; SILVEIRA, 1998),
antitrombdtica (SOUZA et al., 1994), antianafilatica e anti-inflamatéria (SOUZA; RAO;
SILVEIRA, 1992; RAO et al., 2003). Além disso, estudos quimico-farmacologicos,
utilizando-se os capitulos florais dessa espécie, permitiram identificar dois quimiotipos
distintos a ela pertencentes, o quimiotipo A, cujo constituinte principal do 6leo é o acetato de
trans-pinocarveila e o quimiotipo B, caracterizado pela presenca de acetato de cis-
isopinocarveila, como composto majoritario (SILVEIRA; PESSOA, 2005).

Quanto as caracteristicas morfofisioldgicas dessa planta, ela é descrita como sendo
uma herbacea anual (LIMA, 1996), cujo crescimento se da ao longo das margens de cursos
d’agua, apos a quadra invernosa (SOUZA et al., 1994). Suas flores e sementes (capitulos
florais) sdo designadas também por cabecinha (MATOS, 1990), regides estas detentoras das

caracteristicas medicinais da Macela-da-terra. Além disso, constata-se que o processo de
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formacdo de mudas a partir das sementes de E. viscosa enfrenta algumas dificuldades, que
envolvem, além das etapas iniciais de obtencdo e manuseio das sementes, a fase de
semeadura. As razdes para esses entraves devem-se a anatomia dos frutos (aquénios) da
planta, que, em virtude de serem pequenos e ndo se destacarem facilmente dos capitulos,
apresentam também um processo de germinacdo lento e irregular, de forma a dificultar a
multiplicacdo das sementes. Desse modo, a propagacdo vegetativa passou a representar,
portanto, um viés alternativo de reproducdo para tal espécie (BEZERRA et al., 2002). A
estaquia, por exemplo, permite que a parte da planta que foi subtraida regenere as demais que
Ihe faltam, constituindo, assim, um processo de génese de uma planta inteira. Esse fendmeno
ocorre pelo fato de as células vegetais serem totipotentes (HARTMANN et al., 1997). Além
disso, Bezerra e Medeiros (2003) constataram que o quimiotipo B da Macela-da-terra se
propaga facilmente por meio da estaquia, utilizando-se estacas herbaceas como matéria-prima
para execucdo dessa técnica. Observou-se também que a producdo e a composi¢do quimica da
macela podem ser avaliadas em funcdo da época de colheita. Biomassa e capitulos florais,
por exemplo, estdo diretamente relacionados, de forma linear, com o avanco das épocas de
ceifa. Caule, folhas e capitulos, por sua vez, obtiveram maiores rendimentos de extratos
etandlico e cloroférmico do que as raizes. Ademais, 0s constituintes majoritarios do 6leo
essencial (acetato de trans-pinocarveila, acetato de mirtenila e [B-pineno) apresentaram
padr@es distintos de variacdo em épocas diferentes de colheita (BEZERRA et al., 2008).

Em relacdo aos compostos existentes nessa planta, Vieira et al. (2006) identificaram
alguns deles, por meio de estudos fitoquimicos dos quimiotipos A e B, que, conforme
anteriormente mencionados possuem, respectivamente, o acetato de trans-pinocarveila e o
acetato de cis-isopinocarveila, como constituintes principais. Nesse ensaio, a analise dos
botbes florais pertencentes ao quimiotipo A permitiu a extracdo de ternatina, &cido
centipédico, lactona do acido 12-acetoxi-hawtriwaico e um novo diterpeno, o 12- acetdxi-7-
hidroxi-3,13(14)-clerodandieno-18,19:15,16-diolideo. O quimiotipo B, por sua vez, originou
esse mesmo diterpeno, a 12-epi-bacchotricuneatina e a escopoletina, aléem da ternatina, que

também pode ser isolada.
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1.7. Ternatina

A ternatina, 5-4’dihidroxi-3,7,8,3’-tetrametoxiflavona, € um bioflavonoide extraido da
Egletes viscosa, Less, que, em condi¢cbes ambiente, encontra-se na sua forma pulverizada,
solida, e apresenta tonalidade amarelada (LIMA et al., 1966). Esta substancia foi descoberta
em 1989, (SILVEIRA;LIMA; MACEDO, 1989) , dessa forma, o acervo cientifico que
discorre sobre as propriedades desse composto ainda é reduzido.

Apesar disso, ja existem relatos na literatura acerca de algumas de suas propriedades,
entre elas antimicrobiana (SILVA FILHO et al., 2006) e anti-inflamatéria (RAO et al., 2003).
E capaz também de influenciar a maturacdo folicular em caprinos (LIMA-VERDE et al.,
2009), de proteger contra peroxidacdo lipidica (GUIMARAES, 2005), bem como de
influenciar no processo natural de regeneracao hepéatica (SOUZA MELO, 2006).

Melo (1991) mostrou a eficacia da ternatina na inibicdo da génese do edema, em um
modelo experimental de inflamacdo aguda em patas de ratos induzida por carragenina e na
restricdo da permeabilidade capilar, de forma dose-dependente. Esta mesma pesquisa
demosntrou efeitos antitérmico, gastroprotetor e lentificador do trénsito gastrintestinal
atribuidos a ternatina.

Rao et al., em 2003, observaram, em um modelo animal experimental de colite
induzida por acido acético que a ternatina apresentou efeito anti-inflamatorio. Apesar de ndo
se ter certeza quanto ao exato mecanismo envolvido nessa protecdo, sugeriu-se uma via
antioxidante, haja vista a reducao dos niveis de mieloperoxidase paralelamente a supressao da
elevacdo dos niveis de malonaldeido conferidas pelo uso da ternatina (KETTLE et al., 1997).

Guimardes (2005), em um modelo de torcdo de corddo espermatico em ratos
demonstrou que a ternatina foi capaz de reduzir o estresse oxidativo gerado por esse modelo
de injuria tecidual.

Por fim, outro modelo de estresse oxidativo, em animais, investigou os efeitos do
0mega-3, do dmega-6, do dimetilsulféxido e da ternatina na hiperplasia compensatoria de
lobos hepaticos (SOUZA MELO, 2006). Para isso, utilizou-se 0 modelo de Higgins Anderson
para realizacdo da hepatectomia parcial, ou seja, havendo ressec¢do do lobo mediano e do
lobo lateral esquerdo do figado de ratos Wistar. Em seguida, foram administrados nos animais
os referidos compostos por um periodo de catorze dias. O intuito, como anteriormente
mencionado, foi avaliar o efeito das substancias no tocante ao fendmeno do estresse oxidativo
e a existéncia de influéncia sobre regeneracdo hepéatica, como também a manutencdo do

metabolismo do 6rgdo ressecado em vias de regeneracdo. Os resultados apontaram que a
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ternatina, o dimetilsulféxido e o 6mega-3 foram capazes de reduzir a velocidade do processo
de regeneracdo hepatica nesse modelo experimental.

Em virtude dessa comprovada acédo protetora da injdria tecidual em diversos 6rgaos e
da auséncia de estudos que avalie essa droga na injaria miocardica, teorizamos que a ternatina
poderia ter um efeito protetor no IM induzido por isoproterenol em ratos.

A ternatina ndo € sollivel em solucdo salina. Na maioria dos estudos a ternatina é
diluida com a substancia dimetilsuféxido (DMSO), que é um solvente com atividades anti-

inflamatoria e antioxidante.

1.8. Dimetilsulféxido (DMSO)

O dimetilsulféxido (DMSO) foi sintetizado na década de 1860 na Alemanha pelo
quimico de nacionalidade russa Alexander Saytzeff, que descreveu sua notavel capacidade
solvente. A partir da década de 1940, o DMSO passou a ser bastante utilizado como solvente
para fins industriais. Estudos realizados na década de 1980, mostrando propriedades anti-
inflamatorias e citoprotetora do DMSO, impulsionaram a pesquisa com este agente
farmacéutico (BRAYTON, 1986).

O DMSO é um composto quimico organico de formula C,HsSO (ROSEBAUN;
HERSCHLER; JACOB, 1965), peso molecular 78 (CARPENTER; ANGEL; MORGAN,
1994) e temperatura de congelamento 18,5° C. A elevada capacidade higroscopica, tendéncia
a absorver a umidade do ar, decorre da sua intensa afinidade pelo hidrogénio, formando
pontes mais fortes que as formadas entre moléculas de dgua (BRAYTON, 1986). Apresenta
propriedade de neutralizar a acdo lesiva dos radicais hidroxil (ARDEN et al. 1989;
MACKAY, 1992). Possui ainda atividade anti-inflamat6ria por meio do antagonismo de
substancias originadas do acido aracdénico (STONE, 1993) e da inibicdo da infiltracdo de
polimorfonucleares (ALSUP; DEBOWES, 1984). Outra agdo ainda citada é a vasodilatadora,

resultante de atividade histaminogénica e anticolinesterasica (BRAYTON, 1986).
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2. OBJETIVOS
2.1. GERAL:

- Avaliar os efeitos do pré-condicionamento com ternatina no infarto do miocardio induzido

por isoproterenol em ratos.

2.2. ESPECIFICOS:

- Validar, em nosso meio, 0 modelo de infarto do miocardio induzido por isoproterenol em
ratos, na dose de 120 mg/kg do animal por dia durante dois dias.

- Investigar o efeito do pré-condicionamento com DMSO e com TERNATINA sobre:
- Mortalidade
- Marcadores séricos de lesdo miocardica.

- Atividade da catalase no miocardio.

- Alteracdes histopatoldgicas no miocardio.
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3. METODO

3.1. Aspectos éticos

Os procedimentos experimentais utilizados nesse trabalho foram feitos de acordo com
os padrdes éticos estabelecidos pela Comissdo de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da
Universidade Federal do Ceara, sob o protocolo (41/11). Foram obedecidas as normas
estabelecidas pelo Council for International Organization of Medical Sciences (CIOMS) e os

preceitos do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA.

3.2. Amostra
Foram utilizados 32 ratos jovens, machos, com 175 a 280g, da linhagem Wistar,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceard — Faculdade de Medicina,

criados e mantidos sob condi¢cGes ambientais e alimentares semelhantes.

3.3. Ambiente de Experimentacao

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

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

Universidade Federal do Ceara.
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3.4. Delineamento do Estudo
3.4.1. Distribuicéo dos grupos
O grupo de 32 ratos foi distribuido ao acaso em quatro grupos:

- Grupo SIMULADO (n: 8): recebeu administracao diaria durante catorze dias de
0,2 mL de solugéo salina a 0,9%, por via intraperitoneal, e nos dias 13 e 14, foi realizada falsa
inducdo de infarto do miocardio com solugo salina.

- Grupo SALINA-INFARTO (n:8): recebeu administracdo diaria durante catorze
dias de 0,2 mL de solucdo salina a 0,9%, por via intraperitoneal, e nos dias 13 e 14, foi
realizada inducéo de infarto do miocéardio com isoproterenol.

- Grupo DMSO (n:8): foi administrado durante catorze dias por via
intraperitoneal DMSO, e nos dias 13 e 14, foi realizada inducéo de infarto do miocardio com
isoproterenol.

- Grupo TERNATINA (n:8): foi administrado durante catorze dias por via
intraperitoneal ternatina diluida em DMSO e, nos dias 13 e 14, foi realizada inducéo de

infarto do miocardio com isoproterenol.

32 ANIMAIS
SIMULADO SALINA-INFARTO DMSO TERNATINA
0,2 mL de SF0,9% 0,2 mL de SF0,9% DMSO 3% (3,3mg/kg) TERNATINA 1mg/kg
Intraperitoneral Intraperitoneral Intraperitoneral Intraperitoneral
14 dias 14 dias 14 dias 14 dias
Falsa inducéo do IM Inducéo do IM Inducéo do IM Inducéo do IM

SF 0,9% subcutanea
D13e 14

Isoproterenol 120mg/kg
Injecdo subcutanea
D13e 14

Isoproterenol 120mg/kg
Injecéo subcutanea
D13e14

Isoproterenol 120mg/kg
Injecdo subcutanea
D13e14

n=8

n=8

n=8

n=8
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D1 (D2 D3 |D4 |D5 |D6 |[D7 |D8 |D9 |D10 |D11 D12 |D13|D14|D15

D1 (D2 (D3 |[D4 |D5 |D6 |[D7 |D8 |D9 |D10 |D11 |[D12 |D13|D14|D15

D1 (D2 (D3 |D4 |D5 |D6 D7 |D8 |D9 |D10 |D11 |[D12 |D13|D14|D15

D1 (D2 |D3 |D4 |D5 |D6 |[D7 |D8 |D9 |D10 |D11 |D12 |D13|D14|D15

D2-D7-D12 : Pesagem do animais
D1-D14: SF 0,9% via IP nos grupos SIMULADO e SALINA-INFARTO
DMSO 3% no grupo DMSO

TERNATINA 1mg/Kg no grupo TERNATINA
D13-D14: Falsa indu¢do do IM com salina SC no grupo SIMULADO

Inducdo do IM com isoproterenol 120 mg/Kg nos demais grupos
D15: Procedimento anestésico com cetamina e xilasina

Coleta de sangue da aorta abdominal

Exérese do coracdo

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

Os animais permaneceram em jejum e sem oferta de agua a partir de 12 horas
antecedentes a realizacdo da anestesia que precedeu o sacrificio, para coleta de sangue, com
intuito de se realizar hemograma completo e as dosagens de uréia, creatinina, TGO, TGP e
troponina |, retirada de segmento apical do ventriculo esquerdo para exame histopatoldgico e

fragmentos do ventriculo esquerdo, para avaliacdo da atividade da catalase.

3.4.2. Procedimento anestésico
Foram utilizados cloridrato de cetamina, na dose de 50 mg/kg do animal e

cloridrato de xilasina, na dose de 10 mg/kg do animal, ambas administradas por via
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intraperitoneal (FIGURA 3). O animal foi considerado anestesiado quando se apresentava
imdvel ao manuseio com auséncia de resposta a estimulos nociceptivos, enquanto mantinha

frequiéncia e amplitude respiratérias normais.

Figura 3 - Administracdo intraperitoneal das drogas anestésicas

3.4.3 Inducéo do Infarto do Miocardio com Isoproterenol

A indugdo do infarto do miocardio foi realizada mediante a administracdo subcutanea
de isoproterenol, numa dose de 120 mg/kg/dia diluida em 2 mL de solugdo salina, durante
dois dias consecutivos, dias 13 e 14, com um intervalo de 24 horas entre as aplicagGes. A falsa
inducdo do infarto do miocardio foi realizada por meio da administracdo subcutanea de 2 mL
de solucdo salina durante dois dias consecutivos com um intervalo de 24 horas entre as
aplicagdes. A injecdo subcutanea é a administracdo de solucdo sob a pele do animal, a qual
deve ser levantada antes da aplicacdo. A injecdo subcutamea foi realizada com agulha
hipodérmica curta (25x5 mm), passando apenas pela derme, o mais préximo da superficie,
formando uma péapula apo6s a administracdo da substancia. As areas dorsolaterais do pescoco,
ombro e flancos foram as regides de escolha. E uma via que raramente induz dor e é realizada
em animais conscientes. Antes de injetar a substancia, deve-se aspirar exercendo uma leve
pressdo no émbolo da seringa para assegurar que a agulha néo esteja penetrando em um vaso

sanguineo.
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3.4.4 Preparo e administragdo das drogas utilizadas

Solucdo salina

A solucéo salina (cloreto de sédio a 0,9%) administrada por via subcutanea, no
grupo SIMULADQO, e utilizada no preparo da solucdo de isoproterenol nos grupos SALINA-
INFARTO, DMSO e TERNATINA foi produzida pela empresa Halex Istar Industria

Farmacéutica (Goias- Brasil).

Isoproterenol

O cloridrato de isoproterenol foi obtido da empresa Sigma-Aldrich (EUA), na
forma de frascos contendo, em cada um, um grama do p6 do principio ativo puro. As doses
administradas nos grupos infartados foram calculadas baseadas nos pesos dos animais
avaliados no D12. Para a afericdo do peso do principio ativo (120 mg/kg do animal) foi
utilizada uma balanga de precisdo. De posse da quantidade exata da substancia, foi composta

uma solugdo com 2 mL de solugéo salina para administragdo subcuténea.

Cloridrato de Cetamina

O cloridrato de cetamina foi obtido da empresa Konig (Argentina), em frasco com
concentracfes de 50 mg/mL. Por ocasido do dia do sacrificio foi administrada, por via
intraperitoneal, uma dose de 50 mg/kg do animal.

Cloridrato de Xilasina
O cloridrato de xilasina foi obtido da empresa Konig (Argentina), em frasco com
concentracfes de 20 mg/mL. Por ocasido do dia do sacrificio foi administrada, por via

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

DMSO

Trata-se de um composto organico contendo enxofre em sua formula estrutural,
liqguido a temperatura ambiente, incolor, limpido, soldvel em uma grande variedade de
solventes organicos.

O DMSO foi preparado pela Unidade de Farmacologia Clinica (UNIFAC) da
Universidade Federal do Ceara, como uma solucdo aquosa a 3%, obtida pela juncéo de 97 mL

de solugdo fisiolégica a 0,9% com 3 mL de DMSO puro. Cada mL da solucdo resultante
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contém 3,3 mg de DMSO e a dose diéria utilizada foi de 0,1mL para cada 100g do rato,
perfazendo uma dose de 3,3 mg/Kg do animal.

TERNATINA

A ternatina utilizada foi extraida, isolada e purificada pelo Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Quimica Organica e Inorgénica do Centro de Ciéncias da UFC e
certificada pelo CENAREMN-Centro Nordestino de Aplicagdo e uso da Ressonancia
Magnatica Nuclear da UFC, sob a coordenacdo e responsabilidade do Prof Dr. Edilberto
Rocha Silveira.

Os capitulos florais de E. viscosa L., localmente adquiridos e adequadamente
identificados, ap0s secagem ambiente foram reduzidos a po, desengordurados com hexano

frio e extraidos com EtOH a frio. Apds evaporacdo foi obtido um residuo viscoso de cor

amarronzada, a seguir cromatografado em silica gel por elu¢cdo com hexano, CHCI3 puro,

ETOAc e MeOH, originando um precipitado amarelo na fragio CHCI3. Apds filtracdo e
recristalizacdo com MeOH obteve-se o flavonoide (ponto de fusdo 215-216 © C), que foi
identificado pela espectometria de massa como ternatina (4',5-diidroxi-3,3',7,8-
tetrametoxiflavona).

Cem miligramas de ternatina, em forma de pd puro, foram diluidos em 100 mL de
DMSO 3%, uma vez que ndo apresenta solubilidade em solugéo salina, e ser esta forma a
mais utilizada em estudos envolvendo a ternatina. Esta diluicdo foi realizada pela UNIFAC da
UFC.

A dose de ternatina administrada foi de 1mg/kg do animal, o que correspondeu a

0,1mL da solucdo em questdo por 100g de peso do animal.

3.4.5. Obtencéo das Amostras
Vinte e quatro horas ap0s a inducdo do infarto, verdadeiro ou simulado, os ratos
foram anestesiados corforme descrito acima. Apos adequado plano anestésico foi realizada

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

Coleta de sangue
Obteve-se acesso ao retroperiténio, sendo dissecada a aorta abdominal, em sua

porcdo infra-renal (FIGURA 4). A coleta do sangue foi entdo efetuada por meio de uma
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puncéo da aorta abdominal com um jelco descartavel de nimero 24 (24 gauge) (FIGURA 5).
Dessa forma, a aorta era cateterizada com o jelco, sendo desprezado o mandril, agulha
presente no interior do jelco. Com o uso de uma seringa descartavel de 5 mL, acoplada ao
jelco, eram colhidos 5 mL de sangue (FIGURA 6). Deste volume, 2 mL eram armazenados
em um tubo para realizacdo de hemograma completo e 3 mL em um tubo para as dosagens
bioguimicas (uréia, creatinina, TGO, TGP e troponina I) (FIGURA 7). Os tubos, devidamente

identificados, eram entdo postos em um isopor com gelo.

Figura 4 - Disseccdo da aorta abdominal



Figura 5 - Puncédo da aorta abdominal com jelco

Figura 6 - Coleta da amostra de sangue no interior da seringa

37
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Figura 7 - Armazenamento da amostra de sangue em frascos especificos

Coleta do apice cardiaco para estudo histopatologico

Apos a fase de coleta do sangue, procedeu-se de forma imediata a abertura do
torax e retirada do coracdo, por sec¢do da aorta, artéria pulmonar, veia cavas e atrio esquerdo.
O coracéo era entdo lavado com solucéo salina e o segmento apical do ventriculo esquerdo era
posto em um frasco, devidamente identificado, contendo solucdo de formalina a 10%
tamponada.

Coleta de fragmentos do miocardio para mensuracao da atividade da enzima catalase

Apos a fase de retirada do &pice cardiaco, procedeu-se de forma imediata a
resseccdo de dois fragmentos da musculatura do ventriculo esquerdo. Estes fragmentos eram
pesados e colocados, separadamente, no interior de criotubos devidamente identificados,
sendo postos em recipiente contendo nitrogénio liquido. Os criotubos foram entdo
armazenados em um freezer numa temperatura de -70° C, até a realizacdo da analise, em um

periodo de até duas semanas.

3.5. Exames bioquimicos

Os exames bioquimicos foram realizados no Laboratério Evandro Chagas,
localizado no edificio da Casa de Saude e Maternidade Sdo Raimundo, em Fortaleza,
cadastrado sob nimero 2529157 na Agéncia Nacional de Satde (ANS).
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3.6. Avaliacao histopatoldgica

Os exames histopatologicos foram realizados no Departamento de Patologia e
Medicina Legal da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara. Os apices dos
coracoes, fixados em solucdo de formalina a 10% tamponada foram embebidos em parafina,
em um periodo de cerca de 24 horas ap6s o inicio da fixacdo. Cortes medindo quatro
micrébmetros foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) e observados
microscopicamente. A gravidade e extensdo do infarto do miocardio foram observadas para
cada caso. O patologista ndo tinha conhecimento prévio a qual grupo correspondia cada
lamina. Os achados foram classificados nos seguintes graus: (0) sem alteracdes; (1) Leve
(dano midcito focal ou pequena degeneracdo multifocal com ligeiro grau de processo
inflamatdrio); (2) Moderado (extensa degeneracdo miofibrilar e/ou processo inflamatorio
difuso); (3) Acentuado (necrose com processo inflamatério difuso) (ACIKEL et al., 2005),
confome observados nas figuras abaixo (FIGURAS 8 a 11), que exemplificam o nivel de IM.
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Figura 8 — Estudo histopatoldgico demonstrando tecido miocardico com auséncia de
alteraces histologicas (Grau 0)
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Figura 9 - Estudo histopatologico demonstrando tecido miocardico com alteragoes
histolégicas leves (Grau 1)

Figura 10 - Estudo histopatolégico demonstrando tecido miocardico com alteracoes
histolégicas moderadas (Grau 2)
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Figura 11 — Estudo histopatologico demonstrando alteracGes histoldgicas acentuadas (Grau 3)

3.7. Avaliacao da atividade da enzima catalase no miocardio

A atividade da catalase foi realizada no Laboratério de Neurofarmacologia do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal do Ceard. Vinte pL. do homogenato do tecido a 5% em tampéo fosfato (50mM, Ph=7)
foram adicionados a 2 mL de tampdo fosfato de potéssio (50mM, pH=7) contendo H,0,
10mM. A atividade da catalase foi definida como a quantidade da enzima requerida para
decompor 1 nmol de H;O, por minuto, a 25 °C e pH=7. A absorbancia foi lida em
espectrofotdmetro a 230 nm. Os resultados foram expressos como milimols por minuto por

grama de tecido (mmol/min.g tecido).

3.8. Anédlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software estatistico SPSS® para
Windows (v.16, SPSS Inc. Chicago, IL). As variaveis quantitativas que apresentaram
distribuicdo normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov foram apresentadas por média e
desvio padrdo. A troponina e a escala histoldgica de lesdo miocardica foram as Unicas
variaveis que nao apresentaram distribuicdo normal, sendo representada pela mediana e pelo
intervalo interquartil.

Para a comparacgdo dos grupos em relagdo a troponina e a escala histologica de leséo
miocardica foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon-Mann-Whitney. O teste t de



42

Student foi realizado para comparacdo das medias entre os grupos de todas as outras
variaveis.

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

Em todas as analises estabeleceu-se 0,05 como probabilidade a do erro tipo I,

sendo considerado estatisticamente significante o valor de p < 0,05 (IC 95%).
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4. RESULTADOS

A descricdo dos resultado estd dividida em trés etapas. Inicialmente é exposta a
comparacdo entre os grupos SIMULADO e SALINA-INFARTO com o intuito de se avaliar
os efeitos decorrentes do IM induzido por isoproterenol em ratos, na dose de 120mg/kg por
dia durante dois dias. Em uma segunda etapa, comparam-se 0s resultados entre 0s grupos
SALINA-INFARTO e DMSO, com o fito de se averiguar, em ratos infartados, a influéncia do
uso do DMSO sobre os diversos parametros estudados. Em uma terceira etapa, comparam-se
os resultados entre os grupos SALINA-INFARTO e TERNATINA, com o objetivo de se
analisar, a influéncia do uso da ternatina dissolvida em DSMO em ratos infartados.

4.1 Avaliacdo dos efeitos do infarto do miocérdio induzido por isoproterenol em ratos, por
meio da comparacéo entre os grupos SIMULADO e SALINA-INFARTO.

4.1.1. Mortalidade

N&o houve mortalidade no grupo SIMULADO, enquanto a mortalidade no grupo
SALINA -INFARTO foi de 25%.

4.1.2. Concentracdes séricas de TGO e TGP

A concentracdo sérica média de TGO foi 106,86 + 30,09 U/L no grupo SIMULADO e
253,17 = 149,02 U/L no grupo SALINA- INFARTO, sendo essa diferenga estatisticamente
significante (p = 0,016) (FIGURA 12).
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Figura 12. Média e desvio padrdo das concentracOes sericas de TGO (U/L) nos grupos
SIMULADO e SALINA-INFARTO.
* p=0,016
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A concentragdo sérica média de TGP foi 23,98 £+ 5,50 U/L no grupo SIMULADO e
62,68 + 41,62 U/L no grupo INFARTO, sendo essa diferenca estatisticamente significante
(p=0,022) (FIGURA 13).

Bl SIMULADO
* Bl SALINA-INFARTO

Figura 13. Média e desvio padrdo das concentracfes séricas de TGP (U/L) nos grupos
SIMULADO e SALINA-INFARTO
*p=0,022

4.1.3. Concentracdes séricas de troponina |

A mediana da concentracdo sérica de troponina | foi 0,015 ng/mL e intervalo
interquartil de 0,02 ng/mL no grupo SIMULADO e 2,54 e intervalo interquartil de 13,32
ng/mL no grupo SALINA-INFARTO, sendo essa diferenga estatisticamente significante
(p=0,002) (FIGURA 14).

B SIMULADO
20 Hl SALINA-INFARTO

Troponina 1
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0

Figura 14 . Mediana e intervalo interquartil das concentragdes séricas de troponina I (ng/mL)
nos grupos SIMULADO e SALINA-INFARTO.
* p=0,002
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4.1.4. Concentrages sericas de hemoglobina

A concentracdo média de hemoglobina foi 13,25 + 0,55 mg/dL no grupo SIMULADO
e 15,15 + 0,56 mg/dL no grupo SALINA-INFARTO, sendo essa diferenca estatisticamente
significante (p=0,000) (FIGURA 15).
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Figura 15 . Média e desvio padrdo das concentracdes séricas de hemoglobina (mg/dL) nos
grupos SIMULADO e SALINA-INFARTO (p=0,000).

4.1.5. Contagens de leucdcitos e neutréfilos no sangue

A contagem média de leucécitos por mm3 de sangue foi 5.918 = 815 no grupo
SIMULADO e 11.634 + 2504 no grupo SALINA-INFARTO, sendo essa diferenca
estatisticamente significante (p=0,000) (FIGURA 16).
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Figura 16 . Média e desvio padrdo das contagens de leucocitos por mm? de sangue nos grupos
SIMULADO e SALINA-INFARTO.

* p=0,000
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A contagem média de neutréfilos por mm3 de sangue foi 711,5 + 148,7 no grupo
SIMULADO e 3921 + 1286 no grupo SALINA-INFARTO, sendo essa diferenca
estatisticamente significante (p=0,000) (FIGURA 17).
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Figura 17. Média e desvio padréo das contagens de neutréfilos por mm3 de sangue nos grupos
SIMULADO e SALINA-INFARTO.

*p=0,000

4.1.6. Concentracdes séricas de uréia e creatinina

A concentracdo sérica média de uréia foi 29,50 + 5,55 mg/dL no grupo SIMULADO e
55,00 + 2,82 mg/dL no grupo SALINA-INFARTO, sendo essa diferenca estatisticamente
significante (p=0,000) (FIGURA 18).

B SIMULADO
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UREIA
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Figura 18. Média e desvio padrdo das concentracOes séricas de uréia (mg/dL) nos grupos
SIMULADO e SALINA-INFARTO.

* p=0,000
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A concentragdo média de creatinina foi 0,43 £ 0,17 mg/dL no grupo SIMULADO e
0,66 £ 0,51 mg/dL no grupo SALINA-INFARTO, sendo essa diferenca estatisticamente
significante (p=0,007) (FIGURA 19).
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Figura 19. Média e desvio padrdo das concentracfes séricas de creatinina (mg/dL) nos grupos
SIMULADO e SALINA-INFARTO

*p=0,007

4.1.7. Atividade da enzima catalase no tecido miocéardico

A média de atividade da enzima catalase no tecido miocérdico foi 397 + 183
mmol/min.g no grupo SIMULADO e 183 <+ 43,02 mmol/min.g no grupo SALINA-
INFARTO, sendo essa diferenca estatisticamente significante (p=0,017) (FIGURA 20).
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Figura 20. Média e desvio padrdo das atividades da enzima catalase (mmol/min.g) nos grupos
SIMULADO e SALINA-INFARTO.

*p=0,017
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4.1.8. Alteraces histopatoldgicas no miocardio

O grupo SALINA-INFARTO apresentou maior pontuacdo na escala histoldgica de
lesdo miocérdica em relagcdo ao grupo SIMULADO, sendo essa diferenca estatisticamente
significante (p=0,001). TABELA 1.

Tabela 1. Comparagéo entre os grupos SIMULADO e INFARTO quanto ao grau histolégico de leséo
miocérdica

MEDIANA INTERVALO INTERQUARTIL
SIMULADO 0 0
SALINA-INFARTO 3* 3

Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos quanto a escala histoldgica de
lesdo miocérdica
* p=0,001
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4.2. Efeito do uso do pré-condicionamento com DMSO em ratos infartados. Comparacao
entre os grupos SALINA-INFARTO e DMSO.

4.2.1. Mortalidade

A mortalidade no grupo SALINA-INFARTO foi de 25% e no grupo DMSO de 12,5%.

4.2.2. Concentraces séricas de TGO e TGP

A concentracdo sérica média de TGO foi 253,17 = 149,02 U/L no grupo SALINA-
INFARTO e 180,00 + 46,34 U/L no grupo DMSO, ndo havendo diferenca estatisticamente
significante (p=0,241) (FIGURA 21).
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Figura 21. Média e desvio padrdo das concentracOes seéricas de TGO (U/L) nos grupos
SALINA-INFARTO e DMSO (p=0,241).
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A concentracdo sérica média de TGP foi 62,68 + 41,62 U/L no grupo SALINA-
INFARTO e 38,04 =+ 11,64 U/L no grupo DMSO, ndo havendo diferenca estatisticamente
significante (p=0,160) (FIGURA 22).
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Figura 22. Média e desvio padrdo das concentracfes séricas de TGP (U/L) nos grupos
SALINA-INFARTO e DMSO (p=0,160).

4.2.3. Concentrag0es séricas de troponina |

A mediana da concentracdo sérica de troponina | foi 2,54 ng/mL e intervalo
interquartil de 13,32 ng/mL no grupo SALINA-INFARTO e 0,97 ng/mL e intervalo

interquartil de 0,77 ng/mL no grupo DMSO, sendo a diferenca estatisticamente significante
(p=0,007) (FIGURA 23).
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Figura 23. Mediana e intervalo interquartil das concentrag@es séricas de troponina I (ng/mL)
nos grupos SALINA-INFARTO e DMSO
*p=0,007
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4.2.4. Concentraces sericas de hemoglobina

A concentracdo média de hemoglobina foi 15,15 + 0,56 mg/dL no grupo SALINA-
INFARTO e 14,55 + 1,41 mg/dL no grupo DMSO, ndo havendo diferenca estatisticamente
significante (p=0,360) (FIGURA 24).
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Figura 24. Média e desvio padrdo das concentracdes séricas de hemoglobina (mg/dL) nos
grupos SALINA-INFARTO e DMSO (p=0,360).

4.2.5. Contagens de leucdcitos e neutréfilos no sangue

A contagem média de leucocitos por mm3 de sangue foi 11.634 + 2.504 no grupo
SALINA-INFARTO e 9828 = 1991 no grupo DMSO, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante (p= 0,194) (FIGURA 25).
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Figura 25 . Média e desvio padrdo das contagens de leucdcitos por mm? de sangue nos grupos
SALINA-INFARTO e DMSO (p=0,194).
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A contagem média de neutrofilos por mm3 de sangue foi 3.921 + 1286 no grupo
SALINA-INFARTO e 2.898 £ 1675 no DMSO, ndo havendo diferenca estatisticamente

significante (p=0,194 ) (FIGURA 26).
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Figura 26. Média e desvio padrdo das contagens de neutr6filos por mm3 de sangue nos grupos

SALINA-INFARTO e DMSO (p=0,194).

4.2.6. Concentracdes séricas de uréia e creatinina

A concentracdo sérica média de uréia foi 55,00 + 2,82 mg/dL no grupo SALINA-
INFARTO e 49,85 + 9,37mg/dL no grupo DMSO, ndo havendo diferenca estatisticamente

significante (p=0,224) (FIGURA 27).
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Figura 27. Média e desvio padrdo das concentracGes séricas de uréia (mg/dL) nos grupos

SALINA-INFARTO e DMSO.
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A concentracdo sérica média de creatinina foi 0,66 + 0,05 mg/dL no grupo SALINA-
INFARTO e 0,65 + 0,11 mg/dL no grupo DMSO, ndo havendo diferenca estatisticamente
significante (p=0,854) (FIGURA 28).
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Figura 28. Média e desvio padrdo das concentracfes séricas de creatinina (mg/dL) nos grupos
SALINA-INFARTO e DMSO (p=0,854).

4.2.7. Atividade da enzima catalase no tecido miocéardico

A média de atividade da enzima catalase no miocéardio foi 183 + 43,02 mmol/min.g no
grupo SIMULADO e 236 £+ 70,73 mmol/min.g no grupo DMSO, ndo havendo diferenga
estatisticamente significante (p=0,138) (FIGURA 29).
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Figura 29. Média e desvio padrdo das atividades da enzima catalase (mmol/min.g) nos grupos
SALINA-INFARTO e DMSO (p=0,138).
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4.2.8. Alteragdes histopatoldgicas no miocérdio

O grupo SALINA-INFARTO apresentou pontuacdo semelhante na escala histologica
de lesdo miocardica em relacdo ao grupo DMSO (p=0,073). TABELA 2.

Tabela 2. Comparacdo entre os grupos SALINA-INFARTO e DMSO quanto ao grau histolégico de
lesdo miocérdica

MEDIANA INTERVALO INTERQUARTIL
SALINA-INFARTO 3 3
DMSO 2 2-3

N&o houve diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos quanto a escala histologica de lesdo
miocéardica (p=0,073)
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4.3. Efeito do pré-condicionamento com ternatina e DMSO em ratos infartados. Comparacao
entre os grupos SALINA-INFARTO e TERNATINA.

4.3.1. Mortalidade

A mortalidade do grupo SALINA-INFARTO foi de 25%, enquanto no grupo
TERNATINA nédo houve mortalidade.

4.3.2. Concentracdes séricas de TGO e TGP

A concentracdo sérica média de TGO foi 253,17 = 149,02 U/L no grupo SALINA-
INFARTO e 11356 + 27,25 U/L no grupo TERNATINA, sendo essa diferenca
estatisticamente significante (p=0,022) (FIGURA 30).
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Figura 30. Média e desvio padrdo das concentracbes séricas de TGO (U/L) nos grupos
SALINA-INFARTO e TERNATINA.
* p=0,022
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A concentracdo sérica média de TGP foi 62,68 + 41,62 U/L no grupo SALINA-
INFARTO e 4186 + 8,69 U/L no grupo TERNATINA, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante (p=0,189) (FIGURA 31).
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Figura 31. Média e desvio padrdo das concentracfes séricas de TGP (U/L) nos grupos
SALINA-INFARTO e TERNATINA (p=0,189).

4.3.3. Concentragdes séricas de troponina |

A mediana da concentracdo sérica de troponina | foi 2,54 ng/mL e intervalo de
interquartil de 13,32 ng/mL no grupo SALINA-INFARTO e 0,31ng/mL e intervalo

interquartil de 0,94 ng/mL no grupo TERNATINA, sendo essa diferenca estatisticamente
significante (p=0,004) (FIGURA 32).
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Figura 32. Mediana e intervalo interquartil das concentracdes séricas de troponina | (ng/mL)
nos grupos SALINA-INFARTO e TERNATINA.
* p=0,004
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4.3.4. Concentraces sericas de hemoglobina

A concentracdo média de hemoglobina foi 15,15 + 0,56 mg/dL no grupo SALINA-
INFARTO e 1547 = 1,16 mg/dL no grupo TERNATINA, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante (p=0,543) (FIGURA 33).
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Figura 33. Média e desvio padrdo das concentracdes séricas de hemoglobina (mg/dL) nos
grupos SALINA-INFARTO e TERTINA (p=0,543).

4.3.5. Contagens de leucdcitos e neutrofilos no sangue

A contagem média de leucdcitos por mm3 de sangue foi 11.634 + 2.504 no grupo
SALINA-INFARTO e 9.275 £+ 2522 no grupo TERNATINA, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante (p=0,120) (FIGURA 34).
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Figura 34. Média e desvio padrdo das contagens de leucocitos por mm3 de sangue nos grupos
SALINA-INFARTO e TERNATINA (p=0,120).
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A contagem média de neutrofilos por mm?3 de sangue foi 3.921 + 1.286 no grupo
SALINA-INFARTO e 3.206 £ 1875 no grupo TERNATINA, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante (p=0,440) (FIGURA 35).
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Figura 35. Média e desvio padrdo das contagens de neutrofilos por mm3 de sangue nos grupos
SALINA-INFARTO e TERNATINA (p=0,440).

4.3.6. Concentracdes séricas de uréia e creatinina

A concentracdo média de uréia foi 55,00 = 2,82 mg/dL no grupo SALINA-INFARTO
e 40,75 + 8,18 mg/dL no grupo TERNATINA, sendo essa diferenca estatisticamente
significante (p=0,002) (FIGURA 36).
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Figura 36. Média e desvio padrdo das concentracGes séricas de uréia (mg/dL) nos grupos
SALINA-INFARTO e TERNATINA

*p=0,002
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A concentracdo media de creatinina foi 0,66 £ 0,05 mg/dL no grupo SALINA-
INFARTO e 0,67 = 0,07 mg/dL no grupo TERNATINA, ndo havendo diferenca
estatisticamente significante (p=0,812) (FIGURA 37).
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Figura 37. Média e desvio padrdo das concentracfes séricas de creatinina (mg/dL) nos grupos
SALINA-INFARTO e TERNATINA (p=0,812).

4.3.7. Atividade da enzima catalase no tecido miocéardico

A média de atividade da enzima catalase no tecido miocardico foi de 183 + 43
mmol/min.g no grupo SALINA-INFARTO e 390 + 70 mmol/min.g no grupo TERNATINA,
sendo essa diferenca estatisticamente significante (p=0,000) (FIGURA 38).
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Figura 38. Média e desvio padrdo das atividades da enzima catalase (mmol/min.g) nos grupos
SALINA-INFARTO e DMSO.

* p=0,000
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4.3.8. Alteraces histopatoldgicas no miocardio

Os grupos SALINA-INFARTO e TERNATINA apresentaram diferenca
estatisticamente significante de pontuacdo na escala histolégica de lesdo miocérdica
(p=0,013). TABELA 3.

Tabela 3. Comparacéo entre 0s grupos SALINA-INFARTO e TERNATINA quanto ao grau
histologico de lesdo miocérdica

MEDIANA INTERVALO INTERQUARTIL
SALINA-INFARTO 3 3
TERNATINA-DMSO 2* 1-2

Houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos quanto a escala histologica de
lesdo miocéardica (p=0, 013)
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5. DISCUSSAO

Este estudo foi realizado com o intuito de avaliar o potencial efeito da ternatina sobre a
injuria miocérdica induzida por isoproterenol em ratos. Além da ternatina foi testado o
DMSO, outra droga removedora de radicais livres.

Utilizamos o rato como animal de experimentacéo por tratar-se de um mamifero de
baixo custo de manuntencdo, com alta resisténcia a infeccdo (FESTING, 1979). Estudos
prévios utilizaram o rato para analise dos efeitos de outros flavondides em modelos de injdria
miocéardica (PRINCE e SATHIA, 2010) e da ternatina em outros tecidos, tais como, injuria
hepéatica (SOUZA MELO,2006) e injuria testicular (GUIMARAES,2005).

Utilizou-se, no presente estudo, a anestesia por administracdo de cetamina (50mg/Kg)
e xilazina (10mg/Kg) por via intraperitoneal em todos os animais, precedida por um jejum de
12 horas, antes da realizacdo do sacrificio.

A cetamina é um anestésico geral de acdo rapida que produz um estado anestésico
caracterizado por profunda analgesia mas com reflexos laringofaringeos preservados. E
conhecido como um anestésico dissociativo, pelo fato de interromper seletivamente o
percurso das vias associativas cerebrais, antes de ser estabelecido o bloqueio somestésico. E
muito utilizado para anestesia em pequenos animais. A Xxilazina provoca nos animais um
estado de sedacdo e um alto grau de analgesia. A analgesia é produzida por estimulacdo dos
alfa-receptores periféricos e centrais. A sedacao é induzida, principalmente por estimulacdo
dos alfa-2-receptores centrais (FLECKNELL, 1994).

Optou-se, neste estudo, por utilizar o modelo em que a injuria miocéardica é induzida
pelo isoproterenol. Tal modelo € utilizado desde a década de 1970, com o intuito de se avaliar
os efeitos de diferentes drogas no contexto da lesdo miocardica, tendo-se mostrado um
modelo pratico e eficaz (BLOOM; DAVIS,1972).

O isoproterenol é um potente agonista ndo seletivo de todos os receptores 3. E uma
catecolamina que causa dano severo ao miocardio gerando necrose semelhante a produzida no
IAM em humanos (WEXLER, 1978).

Estudos com modelo experimental de IM induzido por isoproterenol em ratos,
demonstram que doses entre 85 e 150 mg/kg do animal por dia, durante dois dias, s@o
eficazes em induzir o dano miocéardico (GRIMM et al., 1998). Em recente estudo
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa foi avaliado a dose de 150 mg/kg de isoproterenol

para inducdo de IM em ratos (LOBO FILHO, 2011). Iniciamos o presente estudo utilizando a
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dose de 150mg/kg, entretanto houve mortalidade excessiva em todos 0s grupos, 0 que
atribuimos a maior peso e idade dos animais em relagdo ao estudo anterior, e por isso
passamos a utilizar a dose de 120mg/kg por via subcutanea.

Dentre os varios mecanismos propostos para explicar o dano miocardio induzido pelo
isoproterenol, a geracéo de radicais livres altamente citotoxicos, decorrentes da auto-oxidacéo
de catecolaminas, tem sido implicada como um dos importantes fatores causadores (BLOOM,;
DAVIS,1972).

Utilizamos neste estudo duas drogas com reconhecida atividade antioxidante, a
ternatina e o DMSO. A ternatina, objeto principal da nossa analise, e 0 DMSO, o qual foi
utilizado como solvente para administracdo de ternatina e em um grupo com injecdo de
DMSO isoladamente, para avaliar a influéncia do DMSO na injaria miocardica.

A ternatina € um flavonodide extraido da planta Egletes viscosa, vegetal comum no
nordeste brasileiro (VIEIRA, 2006). E uma herbacea anual que cresce ao longo das margens
dos cursos d’agua, apds o inverno (SOUZA et. al., 1994; LIMA, 1996). Suas flores e
sementes sdo as regides detentoras das caracteristicas medicinais da planta (MATOS, 1990).
O processo de obtencdo e manuseio de sementes, bem como o processo de formacdo de
mudas apartir das sementes sdo etapas que apresentam dificuldades (BEZERRA et. al.,
2002). Além disso, foi observado que a producdo e a composi¢do quimica deste espécime
variam conforme a época da colheita (BEZERRA et. al., 2008). Dessa forma observamos
complexidade para obtencdo dessa substancia.

A ternatina ja foi testada em outros modelos de injaria tecidual. A dose total dessa
substancia utilizada por Guimardes (2005) para avaliar sua acdo em modelo de torcdo
testicular em ratos foi de 30 mg/Kg do animal, administrada por via intraperitoneal durante
um periodo de 24 horas. Souza Melo (2006), em modelo de regeneragdo hepatica, utilizou
dose de 1mg/Kg do animal com administracdo didria durante 14 dias da droga por via
intraperitoneal. Afora o estudo de Souza Melo todos os demais estudos sobre a ternatina
utilizaram doses entre 12 a 50 mg/Kg da ternatina, porém com menor tempo de tratamento ou
pré-condicionamento (MELO, 1991; RAO et. al., 1997; GUIMARAES, 2005; VIEIRA et.
al., 2006) . Optamos por utilizar uma dose diaria de 1mg/Kg do animal administrada por via
intraperitoneal durante 14 dias com base no estudo de Souza Melo (2006). A via
intraperitoneal foi adotada devido ser esta a forma de adminstragdo mais comum nos estudos
com ternatina.

A ternatina foi diluida em DMSO 3%, fundamentado no trabalho de RAO et al.

(2003). Concentracdes variaveis da diluicdo do DMSO (2% a 3%) foram utilizadas por Souza
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(1993), Rao et al. (1997), Souza et al. (1999) e Rao et al. (2003). A partir de 1997 esses
pesquisadores utilizaram, como padréo, a diluicdo da ternatina em solucdo contendo 3% de
DMSO. Em nosso estudo, a mesma solucdo de DMSO a 3% utilizada para diluir a ternatina
foi utilizada no grupo DMSO, para avaliar o efeito isolado do DMSO no modelo de injuria
miocardica em questdo e, portanto, saber a influéncia do DMSO nos resultados obtidos com
solucdo ternatina diluida em DMSO.

Para a validacdo do modelo de injaria miocérdica induzida pelo isoproterenol
compararam-se 0s resultados obtidos nos grupos SIMULADO e SALINA-INFARTO, ambos
submetidos a administracdo de solucdo salina 0,9% (0,2 ml) por via intraperitoneal por 14 dias,
com falsa inducdo de IM no grupo SIMULADO e com inducdo de IM no grupo SALINA-
INFARTO.

Né&o houve mortalidade no grupo SIMULADO, enquanto no grupo SALINA-INFARTO, a
mortalidade foi de 25%, o0 que esta de acordo com os dados da literatura que mostram mortalidade
média de 30%, no IM induzido por isoproterenol em ratos (WEXLER, 1978).

Houve aumento significativo dos niveis séricos de TGO, TGP, troponina, uréia, creatinina,
leucdcitos e neutrofilos nos ratos infartados. Tais achados corroboram com outros estudos que
mostraram resultados semelhantes (AHMED; RANA; DIXIT, 2004; VIMAL; DEVAKI, 2004;
ACIKEL et al., 2005). Os niveis plasmaticos dos marcadores de lesdo miocérdica estudados
no presente estudo sdo positivamente relacionados ao grau de lesGes necréticas presentes no
miocéardio, e dessa forma servem como bons marcadores de dano ao tecido miocérdio
(GEETHA; SANKAR; THANKAMANI, 1990; ACIKEL et al., 2005).

A média de atividade da enzima catalase no tecido miocéardico foi 397 + 183
mmol/min.g no grupo SIMULADO e 183 + 43,02 mmol/min.g no grupo SALINA-
INFARTO, sendo essa diferenga estatisticamente significante (p=0,017). A atividade da
enzima catalase no tecido miocardico é diminuida na vigéncia de estresse isquémico
(RATHORE et al., 2000), o que foi corroborado por este estudo.

A analise histopatologica do apice do ventriculo esquerdo ndo mostrou alteragcdes no
grupo SIMULADO enquanto no grupo SALINA-INFARTO foi detectado alteragoes
acentuadas, caracterizadas por necrose miocardica, degeneragdo mio-fibrilar difusa e
alteracdes inflamatdrias disseminadas, demostrando adequada inducéo do IM neste estudo.

A influéncia da administracdo de isoproterenol sobre os niveis de hemoglobina é
pouco citada na literatura. Sangeetha e Quine (2008) observaram um aumento na contagem
total de eritrdcitos e concentraces de hemoglobina em ratos submetidos a indugdo de IM com

isoproterenol. No presente estudo houve aumento significante da concentracdo de
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hemoglobina nos ratos do grupo SALINA-INFARTO comparados aos ratos do grupo
SIMULADO.

O modelo foi adequadamente validado, haja vista que, na comparagéo entre 0s grupos
SIMULADO e SALINA-INFARTO, a administracdo subcutdnea de isoproterenol gerou
mortalidade, ocasionou aumento dos marcadores de lesdo miocardica TGO, TGP, troponina I,
reduziu a atividade da enzima catalase no tecido miocéardico e induziu alteracdes
histopatoldgicas como processo inflamatorio, degeneracdo miofibrilar e necrose. Além desses
achados, causou aumento das contagens de leucocitos, neutréfilos e das concentragdes séricas
de hemoglobina, uréia e creatinina.

Ap6s a validacdo do modelo de inducdo do infarto do miocardio em ratos
utilizando isoproterenol na dose de 120mg/kg, passaremos a discutir o efeito do DMSO e da
TERNATINA comparando-os com o grupo SALINA-INFARTO.

Os ratos do grupo DMSO foram tratados com DMSO 3%, na dose de 3,3mg/Kg do
animal, por via intraperitoneal, durante 14 dias, sendo submetidos a indugdo do IM por
isoproterenol nos dias 13 e 14.

A inclusdo de um grupo submetido ao pré-condicionamento apenas com DMSO se
fez necessario visto que esta droga foi utilizada como diluente para compor a solugdo de
ternatina e por apresentar efeitos antioxidantes e antiinflamatérios que poderiam contribuir
para protecdo miocardica. Dessa forma, por meio da comparagdo entre os grupos SALINA-
INFARTO e DMSO, foi avaliado o efeito dessa substancia neste modelo experimental

A mortalidade no grupo DMSO foi de 12,5% e no grupo SALINA- INFARTO foi de
25%. Dos demais parametros avaliados apenas a troponina mostrou diferenca estatisticamente
significante. Houve uma redugdo importante da troponina no grupo DMSO em relagdo ao
grupo SALINA-INFARTO. A mediana da concentracdo sérica de troponina | foi 2,54 ng/mL
e intervalo interquartil de 13,32 ng/mL no grupo SALINA-INFARTO e 0,97 ng/mL e
intervalo interquartil de 0,77 ng/mL no grupo DMSO, sendo a diferenca estatisticamente
significante (p=0,007).

O DMSO apresenta acdo antiinflamatoria resultante de mecanimos multiplos, tais
como: inibicdo da cascata do acido aracdoénico (STONE, 1993), inibicdo da infiltracdo de
polimorfonucleares (ALSUP, 1984). Além disso, Brayton (1986) demonstrou que 0 DMSO
tem efeito anti-agregante plaquetario. Outra importante acdo do DMSO e como removedor de
radicais livres. O DMSO tem propriedade de neutralizar a acdo lesiva dos radicais hidroxila
(ARDEN at al. 1989; MACKAY, 1992). Apresenta ainda a¢do vasodilatadora, resultante de
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acdo histaminogénica (BRAYTON, 1986; STONE,1993) e anticolinesterasica (BRAYTON,
1986) .

No presente estudo, os niveis de troponina do grupo DMSO foram menores que no
grupo SALINA-INFARTO, havendo, portanto indicios de protecdo desta droga sobre a injuria
miocéardica induzida por isoproterenol. O mecanismo desta suposta protecdo é incerto, mas
pode estar associado aos efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios , antiagregantes e
vasodilatadores ja descritos em relagdo ao DMSO. Entretanto no que concerne a analise
histotoldgica e aos niveis de catalase, bem como nas concentragbes de TGO, TGP, uréia,
creatinina, hemoglobina, leucdcitos e neutrofilos ndo houve diferenca entre estes grupos.

A diminuicdo dos niveis de troponina observado no grupo DMSO foi estatisticamente
significante, entretanto nos pareceu estranho a ndo correspondéncia com os resultados obtidos
nos outros paradmetros estudados. Uma reducdo dessa magnitude na troponina, um dos
principais marcadores de injdria tecidual, deveria mostrar correspondente manutencdo, por
exemplo, da atividade da catalase, bem como menor grau de lesdo histol6gica, o que nédo foi
observado no estudo. Dessa forma inferimos que ndo houve protecdo miocéardica conferida
pelo DMSO, na dose de 3,3mg/Kg do animal, haja vista ndo ter influéncia sobre os niveis de
TGO, ndo ter reduzido o grau de lesdo histopatologica, bem como ndo ter conservado a
atividade da catalase.

Na avaliacdo dos efeitos do pré-condicionamento com TERNATINA em ratos
infartados, comparando-se os grupos TERNATINA e SALINA-INFARTO, detectou-se que 0
grupo tratado com essa substancia ndo apresentou mortalidade, enquanto no grupo SALINA-
INFARTO houve mortalidade de 25%.

A concentracdo sérica média de TGO foi 253,17 + 149,02 U/L no grupo SALINA-
INFARTO e 11356 + 27,25 U/L no grupo TERNATINA, sendo essa diferenca
estatisticamente significante (p=0,022). A enzima transaminase glutamico-oxalacético (TGO)
foi o primeiro marcador de injuria miocardica utilizado, conforme estudo publicado em 1954
(LADUE et al., 1954). No IM induzido por isoproterenol em ratos h4 um aumento da TGO
conforme diversos trabalhos presentes na literatura (AHMED; RANA; DIXIT, 2004,
VIMAL; DEVAKI, 2004; ACIKEL et al., 2005).

A troponina é um dos marcadores de injuria miocardica mais utilizados na pratica
clinica, com uma sensibilidade muito elevada (GODOY et al., 1998) . Estudos prévios
demonstraram que kits para dosagem de troponina T e | pra humanos podem ser usados em
ratos (CHOCRON et al. 1996).
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No presente estudo, a mediana da concentracdo sérica de troponina | foi 2,54 ng/mL e
intervalo de interquartil de 13,32 ng/mL no grupo SALINA-INFARTO e 0,31ng/mL e
intervalo interquartil de 0,94 ng/mL no grupo TERNATINA, sendo essa diferenca

estatisticamente significante (p=0,004).

A ternatina além de ser reponséavel por menor elevagdo da TGO e troponina | manteve
a atividade da catalase no miocérdio dos ratos tratados. A média de atividade da enzima
catalase no tecido miocéardico foi de 183 + 43 mmol/min.g no grupo SALINA-INFARTO e
390 £ 70 mmol/min.g no grupo TERNATINA, sendo essa diferenca estatisticamente
significante (p=0,000). Durante o IAM, radicais superdéxido modulam a catalase resultando
em perda da atividade dessa enzima e acimulo de radicais superdxido, que causa dano ao
miocardio (SARAVANAN; PRAKASH, 2004). O pré-condicionamento com ternatina
preservou a atividade da catalase no grupo TERNATINA indicando possivel aumento da
remoc¢do de radicais superoxido, e dessa forma, reduzindo o dano miocardico causado por
radicais livres.

Na analise histopatologica do apice do ventriculo esquerdo os grupos SALINA-
INFARTO e TERNATINA apresentaram diferenca estatisticamente significante de pontuacéo
na escala histoldgica de lesdo miocéardica (p=0,013).

Portanto a ternatina apresentou efeito protetor na injuria miocardica induzida por
isoproterenol, conforme demonstrado nos resultados dos marcadores de lesdo miocardica, no
grau de lesdo histopatoldgica, bem como na conservacdo da atividade da enzima catalase no
tecido miocardico.

A literatura aponta que outros flavonoides apresentam efeito protetor na injuria
miocardica. A rutina protegeu as enzimas lisossomais cardiacas em ratos submetidos a IM
induzido por isoproterenol em ratos (STANLEY; PRIYA, 2010). Esse resultado foi devido ao
sequestro de radicais livres e a propriedade antioxidante dessa substancia, bem como de sua
capacidade de estabilizar a membrana celular, todas atribuidas a esse flavonoide.

Prince e Sathya (2010) observaram que a quercetina dimininuiu a elevagdo do
segmento ST e 0s niveis de produtos da peroxidacdo no plasma e no coracdo de ratos
infartados com isoproterenol.

Punithavathi, Shanmugapriya e Prince (2010) observaram os efeitos protetores da
rutina in vivo e in vitro em ratos que apresentavam cardiotoxicidade induzida por
isoproterenol. Os mecanismos sugeridos para explicar essas constatagcbes sdo: seqlestro de
radicais livres, reducdo de peroxidos lipidicos e das concentracdes de Ca™ calcio, além do
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aumento dos niveis de glutationa e trifosfato de adenosina (ATP) de forma a melhorar a
estrutura e a fungdo mitocondrial no coragéo.

Em estudos prévios, a ternatina exerceu acao protetora contra o estresse oxidativo em
modelos exprimentais em outros 6rgdos, tais como o figado (SOUZA MELO, 2006) e
testiculo (GUIMARAES, 2005). Foi demonstrado ainda que a ternatina previniu a cistite
hemorragica em ratos, induzida por ciclofosfamida e isofosfamida (VIEIRA, 2004), bem
como a hepatotoxicidade induzida por acetaminofeno em camundongos (SOUZA, 1998).

A ternatina exerceu protecdo inequivoca na injaria miocardica induzida por
isoproterenol no presente estudo. Seus efeitos sobre a atividade da catalase permitem inferir
gue 0 mecanismo protetor dessa substancia esteja relacionado a sua atividade antioxidante.

O coracdo é um 6rgdo altamente sensivel a isquemia em comparacao a outros 0rgaos.
Tomando como exemplo a experiéncia em transplantes de 6rgdos, temos que um rim apds ser
retirado do doador pode ser utilizado em até 30 horas se adequadamente resfriado e embebido
com solugdes protetoras. O figado também pode ser utilizado até 24 horas ap0s a cirurgia de
retirada do Orgdo, ja o coracdo apds 4 a 5 horas apresenta necrose importante e torna-se
inviavel para ser transplantado (DANOVITCH, 1996; JAMIESON et al,. 1987; BOURGE et
al., 1992). Uma droga que proteja o miocardio do estresse oxidativo, que é um célula
altamente exigente, poderia portanto ser utilizada como solucéo protetora e aumentar o tempo
de isquemia sem lesdo em todos os Grgdos que sdo tranplantados, incluindo o coracgdo. 1sso
poderia beneficiar milhares de pacientes.

Estudos posteriores devem ser realizados em busca da dose ideal de ternatina, bem
como descobrir uma maneira de tornar sua molécula solivel em &gua, mantendo ou até

potencializando sua atividade antioxidante.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados expostos, concluimos que o modelo de infarto do
miocérdio induzido pela administracdo subcutanea de isoproterenol na dose de 120 mg/kg do
animal por dia durante dois dias foi adequadamente reproduzido e validado e causou aumento
de mortalidade e dos marcadores de lesdo miocardica TGO, TGP e troponina I, reducdo da
atividade da catalase e alteragdes histopatoldgicas.

Concluimos que o pré-condicionamento com ternatina administrada por via
intraperitoneal, na dose de 1 mg/kg de peso do animal, por catorze dias, apresentou efeitos
protetores em ratos submetidos a infarto do miocardio induzido por isoproterenol, uma vez
que:

- Reduziu a mortalidade

- Atenuou as elevacdes de TGO e troponina |

- Preservou a atividade da enzima catalase no tecido miocérdico

- Reduziu o grau de alteracdes histopatoldgicas
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