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RESUMO

A prépolis é uma substancia natural resinosa produzida pelas abelhas da espécie Apis
melifera, por meio de diversas fontes vegetais e de variadas partes das plantas. Sua
composicao quimica é complexa e diversificada. A prépolis vermelha € um tipo de proépolis
oriunda dos manguezais do nordeste brasileiro. Algumas atividades bioldgicas sdo associadas
a propolis vermelha, dentre elas, atividades antioxidante, antimicrobiana e anti-inflamatoria. O
presente estudo foi realizado para avaliar o efeito cardioprotetor do extrato hidroalcodlico de
prépolis vermelha de alagoas (EHAPV) em ratos induzidos ao infarto com isoproterenol. Para
a caracterizacdo quimica do EHAPV foi realizado a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de ultra-violeta (CLAE-UV). Ratos Wistar machos (200-300 g) foram
divididos em 5 grupos (Controle=0,3 mL de salina v.o. durante 30 dias) (ISO= infartados com
isoproterenol 85 mg/kg s.c. por 2 dias consecutivos) (EHAPV 50, 75 e 150 mg/kg,
respectivamente, por via oral durante 30 dias e submetidos ao infarto com isoproterenol 85
mg/kg s.c. nos 29° e 30° dias de tratamento). No 31° dia os animais foram eutanasiados, 0s
soros foram coletados e incubados em Kits bioquimicos para avaliacdo de biomarcadores de
danos teciduais como creatino-quinase fracao total (CK-NAC) e fracdo MB (CK-MB), lactato
desidrogenase (LDH), aspartato amino transferase (AST), alanina amino tansferase (ALT),
colesterol total (COL) e triglicérides (TRI). Para as analises morfométricas, foram medidos o
peso cardiaco, as espessuras ventriculares esquerda e direita, suas variacdes e aumentos
relativos, e a razéo entre o peso cardiaco e peso corpéreo (Pcard, EVE, EVD, Pcard/Pcorp).
Para as analises post mortem os coracfes foram seccionados e submetidos ao teste
colorimétrico de cloreto de trifeniltetrazdlio 1% (TTC 1%). Os resultados foram expressos
como a média £ e.p.m. e analisados estatisticamente por ANOVA one-way seguido do pos-
teste de Newman-keuls. Considerados significantes quando *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs.
controle; +p<0,05, ++p<0,01, +++p<0,001 vs. ISO; *p<0,05, **p<0,01, **+p<0,001 vs. EHAPV
50 mg/kg + 1SO. 14 substancias diferentes foram identificadas no EHAPV, dentre elas, alguns
flavonoides e acidos fendlicos. EVE (G1= 3.8 + 0.4; G2=4,9 £ 0.1***; G3= 4,6 + 0,2***; G4=
3,8+0,2"***: G5=3,8 + 0,2"""*** mm), Pcard/Pcorp (4,20 +0,12; 5,43 + 0,10***; 4,71 + 0,20***;
4,77 £ 0,20""; 4,78 £ 0,20*"**), CK-NAC (471,2 + 31,2; 1035 + 134,7***; 697,7 + 47,6**; 578,7
+ 57,14+ ; 397,9 + 34,58*"*" U/L), CK-MB (414,4 + 18,5; 740,8 + 77,3***; 505,6 = 43,5***;
496,0 +32,9™; 376,8 + 6,37 U/L). Os resultados indicam que o EHAPV foi capaz de prevenir
a hipertrofia concéntrica cardiaca, observado pela diminuicdo da EVE e do Pcard/Pcorp. Na
analise bioquimica observou-se uma reducdo das atividades de CK-NAC e CK-MB ap0s o
tratamento com o EHAPV, nas trés doses. Nao houve diferenca significativa nos niveis de
LDH, COL e TRI nas trés doses do EHAPV, quando comparadas ao controle. O teste
colorimétrico revelou que ndo houve formacéo de areas necroéticas nos coragdes dos grupos
tratados com o EHAPV, nas trés doses. Estes resultados sugerem que o tratamento com o
EHAPV foi capaz de promover uma atividade cardioprotetora frente ao infarto agudo do
miocardio.

Palavras-chaves: Infarto do miocéardio. Ratos. Isoproterenol. Propolis vermelha.



ABSTRACT

Propolis is a natural resinous substance produced by bees of species Apis mellifera, through
a variety of plant sources and various parts of the plants. Its chemical composition is complex
and diverse. The red propolis is a type of propolis found in the mangroves of Brazilian
northeastern. Some biological activities are associated with red propolis, among them,
antioxidant, antimicrobial and anti-inflammatory activities. The present study was designed to
evaluate the cardioprotective effect of hydroalcoholic extract of red propolis from Alagoas
(HAERP) against isoproterenol-induced myocardial infarction in rats. For chemical
characterization of HAERP was performed high performance liquid chromatography coupled
to ultraviolet detector (HPLC-UV). Male Wistar rats (200-300g) were divided into 5 groups (n
= 5), (Control = 0.3 mL Saline p.o. for 30 days), (ISO = infarction by isoproterenol 85 mg/kg
S.C. on 2 consecutive days), (HAERP 50, 75 and 150 mg/kg, respectively, orally for 30 days
and underwent infarction with isoproterenol 85mg/kg s.c in 29 and 30 days of treatment). On
the 31st day the animals were euthanized, serum was collected and incubated in biochemical
kits for the evaluation of creatine kinase total fraction (CK-NAC) and MB fraction (CK-MB),
lactate dehydrogenase (LDH), aspartate transaminase (AST), alanine transaminase (ALT),
cholesterol total (COL) and triglycerides (TRI) markers of tissue damage. For morphometric
analysis, were measured the weight cardiac, the thickness ventricular of left and right, its
variations and relative increases, and reason cardiac weight by body weight (WC, TLV, TRV
and WC/WB). For postmortem analysis the hearts were sectioned yet submitted to colorimetric
test of triphenyltetrazolium chloride 1% (TTC1%). The results were expressed as mean *
SEM, and analyzed statistically by ANOVA one-way followed by Newman-keuls. Considered
significant when *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. control; +p<0,05, ++p<0,01, +++p<0,001
vs. ISO; +p<0,05, **p<0,01, *=+p<0,001 vs. HAERP 50 mg/kg + ISO. 14 different substances
were identified in HAERP, among them, some flavonoids and phenolic acids. TLV (G1=3.8 +
0.4; G2= 4,9 + 0.1**, G3= 4,6 + 0,2***; G4= 3,8 + 0,2""***; G5= 3,8 + 0,2""*** mm), WC/WB
(4,20 £ 0,12; 5,43 £ 0,10**; 4,71 + 0,20™**; 4,77 £ 0,20™**; 4,78 £ 0,20""), CK-NAC (471,2 +
31,2; 1035 + 134,7***, 697,7 + 47,6**;, 578,7 + 57,14*** ; 397,9 + 34,58""*" U/L), CK-MB (414,4
+18,5; 740,8 + 77,3***; 505,6 £ 43,5"*; 496,0 + 32,9"; 376,8 £ 6,3 U/L). The results indicate
that the treatment with HAERP was able to prevent hypertrophy concentric cardiac, it is
observed that there is a decrease in TLV and WC/WB. In the biochemical analysis observed a
reduction in counting enzyme CK-NAC and CK-MB fraction after treatment with HAERP in
three doses. There was no significant change in LDH, COL and TRI counting, in three doses,
when compared to control. The colorimetric test revealed there wasn’t development necrotic
areas in the heart. The results indicate that treatment with HAERP was able to promote
protective activity in myocardial infarction.

KEYWORDS: Myocardial infarction. Rats. Isoproterenol. Red propolis.



“Os dois dias mais importantes da sua vida sao: o dia em que vocé nasceu e o dia

em que vocé descobre o porqué”

(Mark Twain)



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1- Estrutura quimica do isoproterenol ............cccceveeeeiivnnnen.

Figura 2- Esquema representativo do delineamento experimental

Figura 3- Cromatograma do EHAPV na concentragéo de 1000 pg/mL ................



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1- Analise morfométrica (A: Pcard; B: Pcard/Pcorp; C: ARPcard) dos

coracoes de ratos submetidos a0 INFAMO ........coeevvieiiiiiiiiee e 41

Grafico 2- Analise morfométrica (A: EVD B: EVE; C: AEVD; D: AEVE; E: AREVE; F:

AREVD) dos coragdes de ratos submetidos ao infarto ............cccccceviicieceneeinnnee 43

Grafico 3- Andlise enzimética das creatino-fosfoquinases (A: creatino-quinase total
(CK-NACQC), B: creatino-quinase fracdo MB (CK-MB)) de ratos submetidos ao infarto..44

Grafico 4; Analise enzimatica (A: aspartato amino transferase (AST), B: alanina amino
transferase (ALT), C: lactato desidrogenase (LDH), D: colesterol total, E: triglicérides)

de ratos SUDMELIAOS Q0 INFAITO ...vviieeeeeee e e et e e e aaaes 46



AC

ALT
AMPc
AREVD
AREVE
ARPcard
AST
ATP
CAC
CEUA
CK-MB
CK-NAC
CLAE
COL
COX
EHAPV
ERO
EVD
EVE

Gs
G-6-PDH
IAM

ISO

LDH
LDL
LOX
NADH
NADP

LISTA DE ABREVIATURAS

Adenilato ciclase

Alanina amino transferase

3’-5’ adenosina monofosfato ciclico
Aumento relativo da espessura ventricular direita
Aumento relativo da espessura ventricular esquerda
Aumento relativo do peso cardiaco
Aspartato amino transferase

Trifosfato de adenosina

Calcificacao arterial coronariana

Comité de ética em uso de animais
Creatino-quinase fragdo MB
Creatino-quinase fracéao total
Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Colesterol total

Ciclooxigenase

Extrato hidroalcodlico de propolis vermelha
Espécie reativa de oxigénio

Espessura ventricular direita

Espessura ventricular esquerda

Proteina G estimulatoria

Glicose-6-fosfato desidrogenase

Infarto agudo do miocardio

Isoproterenol

Lactato desidrogenase

Lipoproteina de baixa densidade
Lipooxigenase

Dinucleétido de nicotinamida e adenina

Fosfato de dinucleétido de nicotinamida e adenina



NADPH
Pcard

Fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina oxidase

Peso médio dos coracdes

Pcard/Pcorp Razao entre peso cardiaco e peso corpéreo

PCR
PKa
REDOX
SNA
SNC
TGF- B
TNF-a
TPF
TR
TTC 1%
uv
AEVD
AEVE
6-PG

Proteina C-reativa

Proteina cinase a

Reducéo-oxidacgao

Sistema nervoso autbnomo

Sistema nervoso central

Fator de transformacao de crescimento celular beta
Fator de necrose tumoral alfa

1,3,5- trifeniformazan

Triglicérides

Cloreto de trifeniltetrazoélio a 1%

Ultra- violeta

Variacdo da espessura ventricular direita
Variacdo da espessura ventricular esquerda

6-fosfogluconato



SUMARIO

1 INTRODUGAO ..ottt enans 16
2 REVISAO DE LITERATURA ....ooiiiiiie ettt s ans 18
2.1 Consideragdes sobre o infarto agudo do MIOCArdio .......cccceecvveeeeeriieennnnnns 18

2.2 Produtos naturais com atividade cardioprotetora e a propolis

VEIMEINGL ..ot 22
2.3 Cardiomiopatia induzida pelo isoproterenol ..........cccco e 26
3 OBUIETIVOS ..ottt 31
L1 GEIAI i e s 31
3.2 ESPECITICOS i 31
4 MAT ERAILS L et e e e en eeene 32
4.1 Propolisvermelna ... 32
4.2 ANIMAIS .ottt e e e e e s et e e e e e e e 32
4.3 SUDSTANCIAS ..tveeiiiiieiiiiiiie ettt e e e e e e 32
A4 APArelNagemM ... 32
5 METODOS ...ttt ettt 33
5.1 ODbtencao do EHAPV ... 33
5.2 Caracterizacdo quimicado EHAPV por meio de CLAE-UV ..........ccccccvvnnnnn. 33
5.3 Preparo dasolugdo do EHAPYV ... 33
5.4 Inducédo do infarto agudo do MIOCArdio .........coovvvivviiiiiiiiiie e 34
5.5 Delineamento eXperimental ..........ccccceeeiiieiiiiieiiiecrcce e 34

5.6 Avaliacdo do efeito do EHAPV nos parametros morfométricos de ratos

SUDMELIAOS Q0 INTAITO e et 35

5.6.1 Peso médio dos coragbes (Pcard), aumento relativo do peso cardiaco (ARPcard)

e razédo entre peso cardiaco e peso corporeo (Pcard/PCOrp) .....ccoeeeeeeeeeeiiieiieeeennnnnnns 35



5.6.2 ESPESSUIas VENICUIAIES .........ouuiiiiiiiiiiieiee e 35

5.7 Avaliacdo do efeito do EHAPV nos parametros bioquimicos de ratos

SUDMEIAOS @0 INTAITO ...t e 35
5.7.1 Creatino-quinase total (CK-NAC) e Creatino-quinase fragdo MB (CK-MB) ...... 36
5.7.2 Lactato Desidrogenase (LDH) .......ooooiiiiiiiiiiiiiieiiie e 36
5.7.3 Aspartato AmMiN0o Trasnferase (AST) ...oeeeeee oo 36
5.7.4 Alanina AmiNO Transferase (ALT) .....uuuueieeeiiiiiiieiie e e 36
5.7.5 COleStErOl OTal .....coeeeieiei e 37
5.7.6 THGICEIUES ...t e e e 37

5.8 Avaliacdo do efeito do EHAPV sobre os parametros macroscépicos no

musculo estriado cardiaco de ratos submetidos ao infarto ............cccceeeeeennnnnee 37
5.9 Peso médio corporal doS ratOsS .....ccooeeeiiieiiieieece e 38
5.10 ANAlISE ESTALISTICA ..eeeiiiiiiieeiie et e e e 38
6 RESULTADOS ...ttt e e e e e e n e e e e e e e e enes 39
6.1 Caracterizacdo quimicado EHAPV por meio de CLAE-UV ............cccceeee. 39

6.2 Efeito do EHAPV sobre os parametros morfométricos de ratos submetidos

= o I | o) = 1 o PSPPSR 40
6.2.1 Medidas do Pcard, ARPcard e Pcard/PCOrp .........ccoovveiiiiiiiieeiiiicee e e 40
6.2.2 Determinacéo das EVD, EVE, AEVD, AEVE, AREVD e AREVE ...................... 42

6.3 Efeito do EHAPV sobre os parametros bioquimicos de ratos submetidos ao

1) > o (TSR TSR 44
6.3.1 Niveis plasmaticos de CK-NAC € CK-MB ..........cooviiiiiiiiiiiiiie e 44
6.3.2 Niveis plasmaticos de AST, ALT, LDH, COLe TRI .......c.covviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 45

6.4 Efeito do EHAPV sobre os parametros macroscopicos no musculo estriado

cardiaco deratos submetidoSs a0 INFArtO ......oveneeneiei e 47

6.5 PeS0 MEdIO COMPOral ...coooviiiiiiiiie e 48



7

8

DISCUSSAO ....

CONCLUSOES

REFERENCIAS



16

1 INTRODUCAO

As doencgas cardiovasculares, incluindo o Infarto Agudo do Miocérdio (IAM),
apresentam elevada morbimortalidade, e acometem pessoas de ambos 0s sexos em
todo o mundo (PATTEL et al., 2010). O IAM pode ser definido como uma doenca que
leva a uma série de alteracdes cardiacas, em decorréncia de um estado de isquemia
prolongada, o que dificulta o suplemento de oxigénio ao miocérdio, resultando em
mudancas no sistema cardiovascular (THYGESEN et al., 2012).

O diagndstico do IAM se baseia na identificacdo dessas alteragbes, como por
exemplo, as mudancas observaveis no ambito clinico, compreendendo alteracdes
eletrocardiogréficas, e no ambito laboratorial, como a elevacéo de alguns parametros
hemodinamicos e bioquimicos. O tratamento farmacologico a longo prazo é
caracterizado pelo uso de algumas classes de farmacos, dentre elas, antiplaquetarios,
B-bloqueadores, bloqueadores de canais de calcio, entre outras, com o objetivo de
evitar possiveis reincidéncias (SBC, 2014).

Varios modelos experimentais, que reproduzem o IAM em animais, vém sendo
utilizados para se tentar descobrir novos farmacos com potencial cardioprotetor. Um
destes modelos é o de inducdo do infarto por uma droga simpatomimética, o
isoproterenol. Esta, € uma catecolamina sintética, que em altas doses, promove
alteracdes hemodinamicas, morfologicas, bioquimicas, eletroliticas e histolégicas nos
animais, mimetizando as caracteristicas fisiopatolégicas do infarto. Além disso, este
modelo detém de boas especificidade e reprodutibilidade, de baixo custo e facil
execucao, tornando-se uma excelente ferramenta farmacolégica para se investigar
uma possivel atividade cardioprotetora de produtos naturais (RAHMATHULLA; DEVI,
2013).

Estudos recentes mostram que produtos naturais constituidos quimicamente
por flavonoides e &cidos fendlicos, e que apresentam atividade antioxidante e anti-
inflamatoria, conseguem promover este efeito cardioprotetor através de alguns
mecanismos, dentre eles, por restauracdo dos niveis séricos de biomarcadores
enzimaticos do IAM (PATEL, 2012), diminuicdo do estado hipertréfico caracteristico
do IAM (SINGH et al., 2011) e inibicdo da formacéo de &reas necroéticas no coracao
(MOHAN et al., 2010).
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A propolis vermelha € uma substancia natural resinosa produzida pelas abelhas
da espécie Apis melifera por meio do exsudato do caule da espécie Dalbergia
ecastophyllum (L) Taud. (Leguminosae). Se caracteriza por ser um novo tipo de
propolis brasileira, encontrada nos manguezais do nordeste do pais. Esta substancia
apresenta uma composicado quimica diversificada e rica em flavonoides e é&cidos
fendlicos, dentre outros (SILVA, 2008).

Alguns estudos associam a propolis vermelha a variadas atividades biolégicas,
como por exemplo, atividade citotoxica para células tumorais (ALENCAR et al., 2007),
anti-inflamatoria, por prevenir migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal
(BUENO-SILVA et al., 2013), bactericida para staphylococcus aureus e antioxidante
(CABRAL et al., 2009).

Com base na composi¢cdo quimica e nas atividades biologicas associadas a
propolis vermelha, decidiu-se avaliar um possivel efeito cardioprotetor do extrato
hidroalcodlico de propolis vermelha em ratos infartados com o modelo de indugéo por

uma droga simpatomimética, o isoproterenol.



18

2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Considerag¢fes sobre o infarto agudo do miocérdio

O IAM pode ser conceituado como um estado de necrose do miocardio em
decorréncia de um processo de isquemia prolongada (Li et al., 2012). Geralmente
essa isquemia € ocasionada por trombose e/ou vasoespasmos decorrentes da
presenca de uma placa aterosclerotica, que impede o suprimento metabodlico ao
coracdo (DAVIES, 2000). Desta forma, passa a existir um desequilibrio entre as
concentracfes de oxigénio ofertada e demandada ao miocardio, levando entdo ao

guadro de infarto (SBC, 2009).

Em consequéncia ao processo de isquemia, ocorre um aumento na producao
de espécies reativas de oxigénio (ERO), o que sobrecarrega as defesas antioxidantes
endogenas, acarretando em um desbalanco REDOX intracelular. As principais ERO,
dentre elas, os radicais livres superoxido e hidroxila, e os ndo radicais, peroxido de
hidrogénio e peroxinitrito, passam a atuar como eletréfilos, atacando os principais
componentes celulares incluindo proteinas, carboidratos, fosfolipidios de membrana
e DNA, desencadeando uma sinalizacdo pro-inflamatéria (QIN; YAP; WOODMAN,
2009).

O sistema imune estimula a sinalizacdo de citocinas pro-inflamatérias, como
interleucinas 1 e 6 e TNF-a (fator de necrose tumoral a), resultando no aumento da
migracao de células leucocitarias, dentre elas, neutréfilos, mondcitos e macrofagos. A
acao local destas células apresenta como consequéncia o surgimento de muco,
aumento da secrecao inflamatéria e edema cardiaco, contribuindo para o quadro
caracteristico de infarto (NAHRENDORF; PITTET; SWIRSKI, 2010).

Sao variados os fatores de risco para o IAM, e eles podem ser divididos em trés
grandes categorias gerais: fatores de risco ndo modificaveis como idade, sexo e
historico familiar; fatores de risco modificaveis como tabagismo, consumo de alcool,
inatividade fisica, ma alimentacao, hipertensdo, diabetes, dislipidemia e sindrome
metabdlica; e fatores de risco emergentes, dentre eles, proteina C-reativa (PCR),
fibrinogénio, calcificacdo arterial coronariana (CAC), homocisteina, lipoproteina de
baixa densidade (LDL). A intervencédo direta sobre os fatores de risco modificaveis
torna-se de fundamental importancia no ambito da prevencédo priméaria e combate ao

IAM. Alimentagdo saudavel, préatica de exercicio regular, término do habito de fumar,
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e uma reducdo na ingestdo de alcool, constituem algumas das medidas a serem
realizadas e que tém reflexo direto sobre o estilo de vida do individuo. Também séo
recomendados os medicamentos destinados ao tratamento da hipertensdo e da
hipercolesterolemia (BOATENG; SANBORN, 2013).

Considerado uma das principais causas de morbidade e mortalidade em todo
o mundo, o IAM, caracterizado periodos atrds por ser uma doenca
predominantemente vista em paises desenvolvidos, se torna cada vez mais comum
em paises em desenvolvimento. Estima-se que cerca de 7 milhdes de pessoas sofrem
pelo menos um episédio de IAM por ano (BASSAND et al., 2007). No Brasil, o IAM é
responsavel por cerca de 60 mil 6bitos por ano, sendo considerado a principal causa
isolada de morte no pais. N&o se conhece o numero de infartos que ocorre anualmente
no pais, entretanto, estima-se em torno de 300 a 400 mil casos anuais, ou seja, a cada
5 a 7 casos ocorre um obito (SBC, 2004).

Os pacientes com IAM apresentam geralmente um sintoma especifico, uma dor
no peito, profunda e visceral, caracterizada por compressdo. Este sintoma é
decorrente de uma via reflexa neural, com envolvimento dos nervos toracicos e
cervicais. Inicialmente local, esta dor pode migrar para outras regides como a regido
epigastrica, ombros, bracos, regido interescapular, mandibula e pescoco. Um forte
preditor de IAM é a migracdo desta dor para ambos os bracos. Cerca de 20% dos
pacientes (diabéticos, idosos, pos-operatorio ou mulheres) ndo apresentam essa dor
caracteristica. Nesses pacientes podem ser observados apenas sintomas atipicos,
como palidez, mal estar e taquicardia, dificultando o diagnéstico (FUSTER et al.,
2009).

O quadro clinico, a elevacdo dos marcadores bioquimicos de necrose e as
alteracoes eletrocardiograficas constituem o diagnéstico do IAM. Tendo em vista a
variabilidade dos sintomas e o fato de que a elevacdo dos biomarcadores se inicia
cerca de seis horas apds o surgimento da dor, um instrumento importante para o
diagnostico e determinacdo da conduta € o eletrocardiograma. Pacientes com
historico sugestivo, sintomas caracteristicos e que apresentam alteracao no segmento
ST do eletrocardiograma sdo candidatos a serem submetidos a uma imediata
reperfusdo (PESARO; SERRANO; NICOLAU, 2004).
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De acordo com o tempo de evolugédo, o miocardio passa a sofrer progressiva
agressao representada pelas areas de isquemia, lesdo e necrose, sucessivamente.
Disturbios eletroliticos, alteragcbes morfoldgicas reversiveis e danos definitivos
caracterizam respectivamente estas etapas. As mais variadas apresentacgdes clinicas,
que variam desde mal estar e palidez a infarto com ou sem supradesnivel do
segmento ST, se correlacionam com a especificidade de cada uma destas etapas.
Portanto, o manejo adequado do IAM compreende um rapido diagnéstico, a
desobstrucéo imediata da corondria obstruida, manutencédo do fluxo obtido, profilaxia
da embolizacdo distal e reversdo de possiveis arritmias, distdrbios mecéanicos e
faléncia cardiaca (BRAUNWALD; ZIPES; LIBBY, 2001).

Algumas enzimas citosodlicas, dentre elas, troponina I, creatino-quinase fracdes
total e MB (CK-NAC e CKA-MB), lactato desidrogenase (LDH), aspartato amino
transferase (AST) e alanina amino transferase (ALT) servem como parametros
bioquimicos sensiveis para avaliar a gravidade do IAM. O aumento das atividades
destas enzimas marcadoras no soro € indicativo de dano celular e perda da
integridade funcional e permeabilidade da membrana celular
(SABEENA et al., 2004).

A intensidade das atividades da AST e ALT séricas comecam a elevar 3 a 8
horas apos o inicio da lesdo do miocardio com niveis de pico, em média, em 24 horas,
retornando aos niveis normais em 3 a 6 dias. A LDH tem sua atividade aumentada no
soro em um periodo de 6 a 12 horas apos o inicio do infarto, e atinge um pico maximo
em cerca de 48 horas, onde permanece elevada por 4 a 14 dias antes de voltar a
normalidade. A troponina | aparece no sangue 3 a 4 horas apos o episédio agudo e

permanece elevada durante o mesmo periodo de tempo do LDH (NIGAN, 2007).

J& os niveis séricos de CK-MB fornecem informacdes Uteis sobre a extenséo e
tempo de lesdo do miocardio, comecando a aumentar entre 3 a 5 horas apdés o inicio
do infarto, atingindo um pico maximo em um tempo de 16 a 20 horas, e permanecendo
no platd durante cerca de 30 horas. A elevacao dos niveis séricos de CK-NAC ocorre
no mesmo periodo de tempo da de CK-MB, entretanto permanece no platé por um
periodo maior, de 72 horas (MOTTA, 2011).

Dentre as principais alteragdes morfologicas cardiacas decorrentes do infarto,

destaca-se a hipertrofia dos cardiomidcitos, que se caracteriza por ser uma resposta
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celular a um aumento na tensao biomecénica. A hipertrofia cardiaca, eventualmente,
normaliza o aumento da tensdo da parede, respondendo desta forma ao estimulo
inicial (VAKILI; OKIN; DEVEREUX, 2001). O padrao de hipertrofia que acomete o
coracdo em resposta ao infarto é o do tipo concéntrico, caracterizado por um aumento
na relacdo entre a espessura da parede ventricular e o raio do ventriculo esquerdo,
com manutencdo ou diminui¢do do diametro diastélico final (JUNIOR; FRACHINNI,
2001). Embora a hipertrofia seja uma resposta adaptativa a sinalizacéo fisiopatologica
necessaria para se manter o débito cardiaco, a hipertrofia prolongada, por sua vez,
esta associada a um aumento significativo no risco de morte subita ou progressdo da
insuficiéncia cardiaca, independentemente dos niveis pressoéricos e de outros fatores
de risco (MATHEW et al., 2001).

As medidas a serem adotadas no tratamento inicial do IAM consistem no alivio
da dor, na identificacdo imediata de alteracdes no segmento ST via eletrocardiograma,
no inicio da reperfusdo, na avaliacdo e no tratamento de anormalidades
hemodinamicas (ANTMAN et al., 2008). O tratamento sequencial a intervencao inicial
ao IAM pode ser separado em duas vias, dependendo ou n&o se o0 paciente apresenta
uma elevacdo do segmento ST. Para os pacientes que apresentam variacdo neste
segmento, com sintomas por até 12 horas, a terapia de reperfusdo surge como a
alternativa adequada. E importante classificar os pacientes de acordo com o risco de
novas doencas coronarianas apos o IAM, e tomar medidas para evita-las. Nos
pacientes que apresentam alto risco, as intervencdes coronarias devem ser
consideradas. Oxigénio, nitroglicerina e sulfato de morfina sdo comumente utilizados

para obtencéo do alivio da dor, durante o tratamento inicial (WRIGHT et al., 2011).

Para o tratamento farmacologico a longo prazo, destaca-se a utilizacdo de
antiagregantes plaquetarios (acido acetilsalicilico) e derivados tienopiridinicos
(clopidogrel) com a finalidade de se combater o processo de agregacéao plaquetéria,
de B-bloqueadores (metoprolol) para o controle das taquiarritimias e hipertensao,
bloqueadores do sistema renina-angiotensina (captopril) e bloqueadores de canais de
célcio (verapamil) para evitar o remodelamento cardiaco e hipertensao,
respectivamente, além de agentes hipolipemiantes. Essas classes de farmacos se

mostram eficazes em evitar possiveis reincidéncias do 1AM (SBC, 2014).

O tratamento de pacientes com IAM tem evoluido significativamente nas duas

tltimas décadas, através do surgimento de novas opcoes terapéuticas. Dentre as
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novidades destacam-se as estratégias de genes modulando favoravelmente a
inflamacgé&o, remodelamento cardiaco, estresse oxidativo e angiogénese, testadas em
estudos com animais e que podem resultar em uma evolucéo ainda maior no quadro
atual de tratamento ideal para os pacientes. Nesse contexto, surge a inovadora terapia
com células tronco, em que células provenientes da medula 6ssea induzem a
miogénese e angiogénese, levando a regeneracdo do miocardio infartado. Esta
terapia, desenvolvida em modelos pré-clinicos, se mostra promissora para modificar
0s quadros de tratamentos atuais para o IAM (WHITE; CHEW, 2008).

2.2 Produtos naturais com atividade cardioprotetora e a prépolis vermelha

Os produtos naturais tém demonstrado grande importancia no
desenvolvimento de novos farmacos. Estima-se que cerca de 64% de todos os
medicamentos tenham algum produto natural em sua composic¢ao, incluindo produtos
naturais ndo modificados e substancias sintetizadas com base em produtos naturais.
A diversidade quimica dos metabdlitos secundarios é uma das razdes para o continuo

interesse cientifico nestes produtos (VALLI et al., 2013).

As plantas medicinais constituem uma importante fonte de produtos naturais
ativos, que diferem muito em termos de estrutura e propriedades bioldgicas e, desta
forma, desempenham um papel importante no desenvolvimento de uma variedade de
doencas humanas, incluindo doencas cardiovasculares, como o IAM (LI et al., 2014).
Nesse contexto, sdo varios 0s produtos naturais que tém sido estudados e

relacionados a um possivel efeito cardioprotetor.

A espécie Amaranthus viridis Linn (Amaranthaceae), composta quimicamente
por flavonoides, terpenoides e compostos fendlicos, por exemplo, induz o efeito
cardioprotetor em decorréncia de um aumento dos antioxidantes enddgenos e inibicao
da peroxidacéo lipidica da membrana (SARAVANAN et al., 2013). Estudo realizado
por AHMED E UROOJ (2012) mostra um efeito cardioprotetor do extrato acetdnico da
casca do caule da espécie Ficus racemosa Linn (Moraceae), rica em compostos
polifendlicos, através da diminuicdo dos niveis plasmaticos de CK-MB, LDH, AST e
ALT.

Foi observado que o extrato etandlico das partes aéreas de Ocimum
basilicum L. (Lamiaceae), constituido de flavonoides e compostos fendlicos, apresenta

efeito cardioprotetor, por promover supressao da elevacdo do seguimento ST do
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eletrocardiograma, diminuir as areas de necrose e fibroses do miocardio, evitar uma
reducdo drastica da contratilidade ventricular esquerda e aumento na pressao
diastdlica final do ventriculo esquerdo, caracteristica do infarto, além de suprimir o
aumento dos niveis de malondialdeido, na atividade antioxidante (FATHIAZAD et al.,
2012).

O extrato hidroalcodlico das sementes da espécie Coriandrum sativum L.
(Apiaceae), composta quimicamente por compostos polifendlicos (acido ferulico e
acido cafeico) e flavonoides (quercetina, isoquercetina e rutina), detém de efeito
cardioprotetor, uma vez que, aumenta os niveis de antioxidantes enddgenos e
ATPases no tecido cardiaco, além de evitar aumento dos niveis de lipidios e de
marcadores de dano cardiaco, encontrados no plasma (PATEL, 2012). Estudo
realizado por SINGH et al., (2011), relaciona o extrato hidroalcodlico das raizes da
espécie Acorus calamus Linn (Araceae), composta por terpenos, fenilpropanoides e
flavonoides, com um potencial efeito protetor cardiovascular. Este efeito é alcancado
em virtude de diminui¢cdes na relacdo peso do coragado/peso corporeo, da calcineurina,

no conteudo de 6xido nitrico e nos niveis de LDH, e aumento da glutationa peroxidase.

PRINCE (2013), demonstra em seu estudo uma atividade cardioprotetora para
epicatequina, um flavonoide bastante encontrado em alguns alimentos. O possivel
mecanismo para este efeito consiste na eliminacdo de radicais livres, acarretando
desta forma, em uma diminuicdo dos niveis de calcio, aumento das enzimas
antioxidantes, da cadeia respiratéria, da glutationa reduzida e adenosina trifosfato.
TWARI et al., (2009), realizaram um estudo que avaliou uma potencial atividade
cardioprotetora da miricetina, um flavonoide presente na espécie Vitis vinifera Linn
(Vitaceae), e puderam observar a presenca de tal efeito em decorréncia da diminuicéo
da frequéncia cardiaca e dos niveis plasmaticos de CK-MB, LDH e AST, além da

inibicdo das alteracfes de reatividade vascular e dos padrées do eletrocardiograma.

De acordo com PRINCE E SATHYA (2012), a quercetina, um flavonoide
encontrado em uma série de alimentos como, cha, vinho, frutas, legumes e ervas,
possui atividade cardioprotetora. O pré-tratamento com a quercetina promoveu uma
diminuicdo nos niveis séricos de CK-MB e LDH, e também nos produtos de
peroxidagdo lipidica, além de aumentar os niveis de antioxidantes enddgenos e
restaurar a cadeia respiratéria para proximo do normal, em ratos wistar. MADHESH E

VAIYAPURI (2013), ao realizarem um estudo com o flavonoide luteolina, observaram
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gue o objeto do estudo apresenta efeito cardioprotetor por promover diminuicdo da

peroxidacéo lipidica e dos niveis séricos dos biomarcadores enziméticos do I1AM.

Além de varios flavonoides apresentarem atividade cardioprotetora, alguns
acidos fendlicos também detém deste efeito. O acido p-cumarico, por exemplo,
promove a protecdo do coragdo por inibicdo do estresse oxidativo (PRINCE; ROY,
2013). O acido cafeico apresenta efeito cardioprotetor por promover diminuicdo dos
influxos de ions calcio e sodio na célula cardiaca, sendo a base de sua acao
antiarritimica (CHANG et al., 2013). YOGEETA et al., (2006), mostram uma interacéo
sinérgica entre 4cido ferulico e &cido ascérbico, ao diminuir a peroxidacao lipidica e

aumentar antioxidantes enddgenos, promovendo efeito cardioprotetor em ratos.

A propolis € uma substancia natural resinosa produzida pelas abelhas da
espécie Apis melifera, por meio de diversas fontes vegetais e de variadas partes das
plantas, como por exemplo, broto, botdes florais e exsudatos resinosos. Ela é usada
na colmeia para selar buracos, suavizar as paredes internas, e proteger a entrada
contra eventuais predadores (BANKOVA, 2005). Em geral, a prépolis € constituida de
cera de abelha, resina (frequentemente contendo compostos volateis e fendlicos) e
outros componentes menores, como acgucares, aminoacidos e podlen. A resina é
derivada do material vegetal que as abelhas coletam a partir das plantas, sendo
responsavel por sua atividade biolégica. Sua composicdo quimica €, portanto,
dependente da vegetacdo que se localiza nas regifes que circundam as colmeias
(SALATINO et al., 2005).

A utilizacdo da prépolis em muitos paises, como fonte de alimento e na
medicina popular, tem aumentado nas dltimas décadas. Sua composicao variada e
rica em compostos biologicamente ativos tem sido reportada a ensaios de atividades
antibacteriana (LUSTOSA et al., 2008), antifungica (YANG et al.,, 2011), anti-
inflamatoéria (NAITO et al.,, 2007), antitumoral (DIAZ-CARBALLO et al., 2008),
antioxidante e antiviral (ALVES, 2006).

No Brasil sédo encontrados 13 grupos de propolis, classificados de acordo com
sua origem geogréfica, composicdo quimica e origem vegetal. Os grupos 1 a 5 sédo
encontrados na regido sul, mais precisamente nos estados do Rio Grande do Sul (1 e
2) e Paranéa (3, 4 e 5), e tém coloracdes amarela, castanha clara, castanha escura e

castanha esverdeada, respectivamente. Os grupos 6 a 11 podem ser encontrados na
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regido nordeste, nos estados da Bahia (6 e 7), Pernambuco (8 e 9), Ceara (10) e Piaui
(11), e se caracterizam por coloragcdo marrom (6 e 7), castanha (8) e amarela (9, 10,
11). O grupo 12 é proveniente de S&o Paulo, sudeste do pais, e pode apresentar
coloracéo verde ou marrom esverdeada. O 13° grupo se faz presente nos manguezais
do nordeste brasileiro e apresenta coloracao vermelha (PARK; ALENCAR; AGUIAR,
2002).

A propolis verde (grupo 12) se caracteriza por ter uma composi¢ao quimica
rica em alquenos, alcoois, ésteres, terpenos, acidos benzéicos, aldeidos e cetonas
(NUNES; GURREIRO, 2011). A propolis marrom (Grupos 6 e 7) é constituida por
benzofenonas, 4cidos gordos e alguns terpenoides (CASTRO et al., 2009). As propolis
de coloracao castanha proveniente do parana (grupos 3, 4 e 5) detém de compostos
fendlicos, fenilpropanoides e flavonas. As propolis amarelas (grupos 9, 10 e 11) e
marrom (grupo 8) se caracterizam por apresentarem em sua COmposiGado cComMpostos
fendlicos e grande concentracdo de acido caféico (RIGHI; NEGRI; SALATINO, 2013).
As propolis dos grupos 1 e 2 tem constituicdes quimicas com altos niveis de
monoterpenos (SIMIONATTO et al., 2012).

A prépolis vermelha, provém do exsudato do caule da espécie Dalbergia
ecastophyllum (L) Taud. (Leguminosae) (SILVA, 2008). Sua coloracdo vermelha se
deve a presenca de dois pigmentos: retusapurpurinas A e B (PICCINELLI et al., 2011).
Foi classificada por PARK et al., (2002), como sendo pertencente do 13° grupo de
propolis (um novo grupo de propolis oriundo dos manguezais do nordeste brasileiro),
possuindo compostos bioativos nunca antes encontrados em outros tipos de propolis
ja estudados (ALENCAR et al., 2007). Flavonoides (flavonas, flavanonas, flavonois,
flavanois, isoflavonoides e chalconas) e acidos fendlicos caracterizam sua
composicdo quimica (FROZZA et al., 2013), e algumas destas substancias séo

responsaveis por certas atividades biologicas (OLDONI, 2011).

Alguns estudos vém sendo realizados associando a propolis vermelha a uma
série de atividades bioldgicas. Estudo desenvolvido por CABRAL et al., (2009), por
exemplo, concluiu que o extrato etandlico de propolis vermelha possui alta atividade
antioxidante e bactericida para Staphylococcus aureus. Outro estudo, desenvolvido
por ALENCAR et al., (2007), mostra que a prépolis vermelha apresentou atividade

citotoxica para células tumorais. BUENO-SILVA et al., (2013), demonstraram que o



26

extrato etandlico de prépolis vermelha apresentou efeito anti-inflamatorio, por prevenir

migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal.

A prépolis vermelha € caracterizada por ser quimicamente rica em alguns
compostos, dentre eles, flavonoides, e estes contribuem diretamente para as suas
atividades biologicas (WILLIAMS et al.,, 2004). Sdo diversos os estudos que
demonstram as atividades biolégicas de flavonoides, dentre eles, atividade
antimicrobiana (CUSHNIE; LAMB, 2005), antiparasitaria (DA SILVA et al., 2008),
cardioprotetora (GELEIIJNSE; HOLLMAN, 2008), hipoglicemiante (CAZAROLLI,
2008), entre outras.

Os flavonoides interagem com espécies radicalares, originando radicais mais
estaveis e menos reativos (MARTINEZ-FLOREZ et al., 2002). A diminuicdo da
guantidade de radicais livres circulantes na corrente sanguinea permite uma
prevencdo a oxidacao das lipoproteinas de baixa densidade (LDL), atribuindo aos
flavonoides efeitos protetores sobre as doencas coronarianas. Um outro fator
importante € a capacidade de anti-agregacéo plaquetaria devido a inibicdo da cascata
de ativacdo da ciclooxigenase (COX) e da lipooxigenase (LOX), o que diminui o

processo inflamatorio do vaso e a agregacao plaquetéaria (YAO et al., 2004).
2.3 Cardiomiopatia induzida por isoproterenol

A homeostasia, estado de equilibrio dinamico do organismo, € mantida pela
acao do sistema nervoso autdénomo (SNA), por meio dos sistemas nervosos simpatico
e parassimpatico (FLORAS, 2009). Estes, atuam sobre o sistema cardiovascular,
através de neurotransmissores, que quando liberados no coracdo modificam o débito
cardiaco, alterando a frequéncia cardiaca e a forca de contracdo das fibras
miocérdicas de forma antagobnica e equilibrada (MANCIA; GRASSI, 2014). Entretanto,
a ativacdo inadequada e excessiva de um desses sistemas, 0 simpatico, tem sido
retratada como uma das principais causas das doencas cardiacas. A hiperestimulacao
simpatica acarreta em uma maior ativacédo de canais de calcio e inativacao dos canais
de potassio, originando remodelamento cardiaco, hipertrofia adaptativa do miocardio,
arritmias ventriculares, fibrilacéo atrial, isquemia e IAM
(TRIPOSKIADES et al., 2009).

Os mediadores do sistema nervoso simpatico sdo as catecolaminas,

substancias simpaticomiméticas constituidas por um grupo catecol (diidroxibenzeno
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em posicao orto) e um grupo amina. As principais catecolaminas enddgenas sao a
adrenalina, noradrenalina e dopamina. A primeira esta diretamente relacionada a um
estado de excitagdo, alerta, enquanto que as outras duas desempenham uma acéo
fundamental, a nivel fisiolégico, na conducéo e efetivacdo de estimulos nervosos.
Diante disso, varios farmacos passaram a ser produzidos a partir destas
catecolaminas, como por exemplo, o isoproterenol, a terbutalina e a dobutamina
(PEASTON; WEINKOVE, 2004).

Ha um longo periodo de tempo, vem sendo estudada e analisada a
cardiotoxicidade das catecolaminas. Os primeiros relatos cientificos datam do inicio
do século XX para a adrenalina (ZIEGLER, 1905; PEARCE, 1906), e da segunda
metade do mesmo século para a noradrenalina (SZAKACS; CANNON, 1958) e
isoproterenol (RONA et al., 1959). Alguns fatores como Hipertrofia cardiaca, necrose
do miocardio, elevacdo de parametros bioquimicos, alteracbes eletroliticas e
membranares, contribuem para alguns destes efeitos toxicos, caracterizando o que
nos dias atuais se denomina de "cardiomiopatia induzida por catecolaminas" (DHALLA
et al., 2001).

A busca por drogas com acédo cardioprotetora, capazes de inibir a ocorréncia
de eventos cardiacos em situacdes de estresse ou esforc¢o fisico, para a utilizagdo em
pacientes portadores de cardiopatias isquémicas, adquiriu grande relevancia nas
Ultimas décadas. Diante disso, apresenta-se o modelo experimental de 1AM induzido
pelo isoproterenol, reproduzido para facilitar o entendimento fisiopatologico e
farmacologico de farmacos capazes de apresentar um potencial cardioprotetor e que
possam vir a ser utlizados como adjuvantes na terapéutica do IAM
(HEARSE, 2003).

O isoproterenol, também conhecido por isoprenalina, € caracterizado
guimicamente pela presenca de um grupo isopropila ligado ao grupamento amina,
responsavel por Ihe conferir uma acao agonista 3- adrenérgica com pequena afinidade
para os receptores a. A presenca de grupos hidroxila nas posi¢cées 3 e 4 do anel
benzénico de sua estrutura acarreta em uma potencializacao desta acéo adrenérgica
e uma diminuigao de seletividade para os diferentes tipos de receptores a. O grupo
hidroxila localizado no carbono 3 € responsavel por aumentar a poténcia adrenérgica
e diminuir a agéo do isoproterenol no sistema nervoso central (SNC), em resultado do
aumento da hidrofilia da molécula (Figura 1) (HOFFMAN, 2001).
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Figura 1: estrutura quimica do isoproterenol.

Fonte: https://www.lookfordiagnosis.com

O isoproterenol interage com receptores metabotropicos adrenérgicos, B1 e Bo.
Embora ele ndo seja seletivo acredita-se que no coragdo ocorra uma interagdo maior
com o tipo B1, devido a uma maior densidade deste no local. Ao se ligar ao seu
receptor, o isoproterenol ativa uma proteina estimulatéria, a Gs, que por sua vez ativa
a adenilato ciclase (AC), uma enzima intracelular que fica aderida a membrana
plasmatica e que é responsavel pela conversao do trifosfato de adenosina (ATP) em
3’ - 5 adenosina monofosfato ciclico (AMPc). O aumento de AMPc proporciona a
ativacao da proteina cinase dependente de AMPc, a PKa. Esta, por sua vez, fosforila
canais de calcio do tipo L presentes na membrana celular, aumentando o influxo de
célcio, e impede a entrada de ions célcio no reticulo sarcoplasmatico, elevando ainda
mais 0s niveis desses ions no meio intracelular. Em decorréncia deste fato ocorre um
aumento da velocidade e da forca de contracdo cardiaca, além de uma elevacédo no
débito cardiaco (MOURA,; VIDAL, 2011).

A hipertrofia cardiaca, decorrente da hiperestimulacdo simpatica promovida
pelo isoproterenol, é caracterizada pela presenca de um aumento da massa celular,
sem aumento do numero de células, aliados ao aumento do septo intraventricular,
obstrucdo variavel do fluxo ventricular, hipercontratilidade miocardica e menor
enchimento diastolico do ventriculo esquerdo (GOLDSTEIN, 1995). Este fenébmeno
parece envolver estimulacdo B1-adrenérgica (MORISCO et al., 2001), ativacdo do
fator de crescimento TGF-f (Fator de transformacédo de crescimento celular beta)
(TAIMOR; SCHLUTER; PIPER, 2001), participacdo do sistema renina- angiotensina
(OCARANZA et al., 2002) e acao do estresse oxidativo (AMIN et al., 2001; CHEN et
al., 2001). Associado a hipertrofia, o isoproterenol induz necrose nos ratos, localizada
geralmente no vértice e no subendocardio do ventriculo esquerdo e de maneira menos
frequente no mudsculo papilar e no ventriculo direito. Alguns estudos com

cardiomidécitos adultos descrevem um fendmeno apoptoético por acédo do isoproterenol



29

(OLIVETTI et al., 2000). Este efeito parece ocorrer por ativacado 31-adrenérgica, sendo
inibido por estimulagéao 2-adrenérgica (COMMUNAL et al., 1999).

Em relag&o aos parametros hemodinamicos, o isoproterenol caracteriza-se por
diminuir a resisténcia vascular periférica induzindo a queda da presséo diastélica. A
pressao sistblica mantém-se inalterada ou aumenta, enquanto que a pressao arterial
média diminui. Efeitos inotropicos e cronotropicos positivos ocorrem a nivel cardiaco.
Ele promove, de um modo geral, o relaxamento dos musculos lisos quando

tonificados, em especial os gastrintestinais e os bréonquicos (HOFFMAN, 2001).

O isoproterenol leva a uma série de alteracdes celulares, em um periodo de 24
horas apds sua administracdo. Dentre elas, destacam-se o surgimento de edemas
intersticiais e intercelulares, turgéncia das fibras musculares, migracédo de células
inflamatorias, hernizacao dos discos celulares, vacuolizacdo extensa e agregacao de
células linfomononucleares. As principais alteragcbes bioquimicas no conteudo
sanguineo correspondem ao aumento dos niveis de aspartato amino transferase
(AST), alanina amino transferase (ALT), lactato desidrogenase (LDH), creatina-
fosfoquinase (CK), glicose e triglicérides, além da elevacdo ou manutencdo do
colesterol total. As alteracdes dos eletrélitos no soro ocasionadas pelo isoproterenol
comecam a ocorrer 6 a 7 horas ap0s a sua administracdo, caracterizando-se por uma
diminuicdo nos niveis de sédio e calcio e aumento de ions potassio. Transcorrido um
periodo de 24 horas apds sua administracao os niveis de eletrolitos sédo normalizados,
persistindo um aumento de ions calcio (RAHMATHULLA; DEVI, 2013).

Além destas alteracdes, verifica-se também uma modificacdo da producao
energética, caracterizada pela reducdo dos niveis de ATP e fosfatos de creatina, no
miocéardio. Quanto a constituicAo da membrana celular, observa-se um rapido
aumento de fosfolipidios, assim como também a sua metilacdo. Pode ser observado
também o aumento da atividade das bombas de célcio sarcoplasmaticas e reticulares,
para contrapor o aumento de ions calcio intracelular. Entretanto, a atividade diminuida
do sistema antiporte sédio/calcio do sarcolema e a posterior diminui¢cdo da atividade
das bombas de calcio do sarcolema e do reticulo sarcoplasmatico, originam a

sobrecarga de ions calcio intracelular (DHALLA, 2001).

Embora existam outros modelos experimentas de IAM, dentre eles, os de

isquema-reperfusdo, crioscopia e oclusdo coronéria, 0 modelo de inducdo do IAM
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através da administracdo do isoproterenol, por apresentar boa especificidade e
reprodutibilidade, e ser considerado de facil execucgéo, baixo custo e ndo se exigir uma
aparelhagem complexa, se apresenta como uma boa ferramenta farmacolégica para

investigar possivel efeito cardioprotetor de produtos naturais.

Uma vez que a propolis vermelha, de composicédo rica em flavonoides e acidos
fendlicos, apresenta algumas atividades auxiliares a cardioprotecdo, dentre elas,
antioxidante e anti-inflamatoria, decidiu-se investigar um possivel efeito cardioprotetor
do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha (EHAPV) em ratos infartados com o

modelo de inducao por isoproterenol.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Investigar o efeito cardioprotetor do extrato hidroalcodlico de Prépolis vermelha
(EHAPV), em ratos infartados por indugcéo com isoproterenol.

3.2 Especificos

- Caracterizar o perfil quimico do EHAPV por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) acoplada a detector ultra-violeta (UV);

- Analisar os aspectos morfométricos nas relacdes peso/espessuras do miocardio;

- Aferir as taxas seéricas da creatina quinase (CK), lactato desidrogenase (LDH),
aspartato amino transferase (AST), alanina amino transferase (ALT), colesterol total
(COL) e triglicérides (TRI);

- Determinar as areas de lesdes necroéticas no miocardio, avaliando a extensédo do

infarto instalado;
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4 MATERIAIS
4.1 Prépolis vermelha

A propolis vermelha utilizada neste estudo (81,25 g) foi coletada em abril de
2013, no apiario Ilha do Porto (Marechal Deodoro-Alagoas). Seus acesso e transporte
foram autorizados pela coordenagdo do sistema de autorizagdo de acesso ao
patriménio genético (COAPG). Estes procedimentos e as obtencdo e caracterizacao
quimica do EHAPV foram realizados em colaborag¢é@o com o laboratério de controle de

qualidade de farmacos e medicamentos da Universidade Federal de Alagoas (UFAL).
4.2 Animais

Foram utilizados em todos os experimentos ratos Wistar machos (Rattus

norvegicus), pesando entre 200-300 g, provenientes do Biotério Central da UFAL.

Antes dos experimentos os animais foram mantidos com uma dieta balanceada
a base de racao tipo pellets (Purina) com livre acesso a agua, e com ventilacao e
temperatura (22+1 °C) controladas e constantes. Os animais foram submetidos ao
ciclo claro-escuro de 24 horas (fase clara: 6-18 horas/ fase escura: 18-6 horas). Todos
os procedimentos experimentais com o EHAPV foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) da UFAL sob o parecer n° 12A/2014.

4.3 Substancias

Cloreto de sodio (Vetec, Brasil), Tiopental sédico (Cristalia prod. Quim e
farmacéuticos®), Isoproterenol (Sigma Chemical, USA), Cremofor (Sigma Chemical,
USA), Cloreto de trifenil tetrazélio (Merck®), Kits bioquimicos: CK-NAC liquiform, CK-
MB liquiform, LDH liquiform, AST liquiform, ALT liquiform, colesterol liquiform,
triglicérides liquiform (Labtest®), Etanol P.A (Merck®). Os padrdes fitoquimicos foram
obtidos da Sigma Chemical, USA.

4.4 Aparelhagem

As amostras de sangue coletadas foram centrifugadas em uma centrifuga
modelo 80-2B (CentriBio®) e as leituras realizadas em um analisador bioquimico
semiautomatico modelo BIO-2000 (BIOPLUS®). As substancias utilizadas foram
pesadas em balanca analitica MARTE® e os animais em balanca semi-analitica

SHIMADZU®.
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5 METODOS
5.1 Obtencdo do EHAPV

A propolis vermelha foi submetida a um processo de maceracéo utilizando uma
mistura hidroalcodlica (propor¢éo: 80% de etanol mais 20% de agua destilada). O
extrato foi seco sob presséo reduzida em evaporador rotatorio e apds este processo
foram obtidos 65 g de EHAPV, com rendimento de 80%.

5.2 Caracterizagdo quimica do EHAPV por meio de CLAE-UV

O monitoramento do perfil fitoquimico da prépolis vermelha de Alagoas foi
realizado pelo método de analise CLAE-UV (PARK; ALENCAR; AGUIAR, 2002). A
fase estacionaria utilizada foi uma coluna Shimpak C18 (250 mm x 4.6 mm id, 5um)
acoplada a uma pré coluna Phenomenex C18 (4.0 mm x 3.0 mm i.d.; 5 um), ambas
mantidas a 35°C. A fase movel se caracterizou por um sistema gradiente, utilizando
acido formico/agua (1:19 v/v) como solvente A e metanol grau CLAE como solvente B
(JT Baker, Mallinckrodt, México). O fluxo da fase mével foi de 0,80 mL/min e o detector
ajustado para 281 nm. O gradiente de solventes foi programado da seguinte forma:
30% de B no tempo de 0 a 7 min, 40% de B em 15 min, 45% de B em 30 min, 60% de
B em 40 min, 80% de B em 50 min, 90% de B em 60 min, reduzindo para 30% de B
em 65 min e permanecendo isocratico até 70 min. As amostras de EHAPV foram
injetadas em volume de 20 pL. Em corridas individuais, foram injetados os padrbes
fitoquimicos (catequina, epicatequina, acido caféico, acido p-cumarico, acido ferulico,
rutina, liquiritigenina, quercetina, luteolina, isoliquiritigenina, formononetina,
pinocembrina, biochanina A e crisina) nas concentra¢des de 500 ug/mL, e o EHAPV,

na concentracao de 1000 pg/mL.
5.3 Preparo da solucdo do EHAPV

O extrato foi solubilizado em cremofor® e devidamente dissolvido, diariamente,
em solucdo salina (0,9%), para obtencdo das doses de 50, 75 e 150 mg/kg e
subsequente realizacdo do protocolo experimental. De acordo com dados obtidos em
experimentos anteriores realizados em nosso laboratério, a concentragéo final de

cremofor® (3%), ndo apresentava nenhuma interferéncia nos experimentos in vivo.
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5.4 Inducéo do infarto agudo do miocérdio

O modelo experimental de inducéo do infarto agudo do miocéardio se baseou na
técnica descrita por RAJADURAI E PRINCE (2006), onde o isoproterenol, na dose de
85 mg/kg, foi dissolvido em solucéo salina (0,9%) e injetado por via subcutanea nos
animais, durante dois dias consecutivos, com intervalo de 24 horas entre as 12 e 22

administracoes.
5.5 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos, com oito

animais cada, como descrito abaixo:
- Grupo controle = tratado com solucao salina (0,9%) e ndo submetido ao infarto;
- Grupo 1SO = tratado com solucéo salina (0,9%) e submetido ao infarto;

- Grupo EHAPV 50 mg/kg + ISO = tratado com EHAPYV na dose de 50 mg/kg e

submetido ao infarto;

- Grupo EHAPV 75 mg/kg + ISO = tratado com EHAPV na dose de 75 mg/kg e

submetido ao infarto;

- Grupo EHAPV 150 mg/kg + ISO = tratado com EHAPV na dose de 150 mg/kg

e submetido ao infarto;

Os animais foram submetidos ao tratamento com solucdo salina (0,9%) ou
EHAPV nas doses de 50, 75 e 150 mg/kg diariamente, durante um periodo de 30 dias.
A inducéo do infarto se deu nos 29° e 30° dias. Ao final do tratamento, todos 0s grupos
foram submetidos a testes post mortem (bioquimicos, morfométricos, e

colorimétricos).

Figura 2: Esquema representativo do delineamento experimental.

Linha do tempo (dias de tratamento)
10 290 N 30° [ 310
Inicio dos Inducéo Eutanasia
tratamentos do infarto

Fonte: autor, 2015.
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5.6 Avaliacdo do efeito do EHAPV nos parametros morfométricos de ratos
submetidos ao infarto (WERNER; BOLSON; BATTISTI, 2001)

5.6.1 Peso médio dos corac¢bes (Pcard), aumento relativo do peso cardiaco (ARPcard)
e razao entre peso cardiaco e peso corporeo (Pcard/Pcorp)

Os cinco grupos de ratos foram eutanasiados por exsaguinacéo sob anestesia
(Tiopental sédico, 45 mg/Kg, i.p.) e os coracdes foram excisados. Logo apds serem
isolados (quando sem artérias aorta e veia cava, respectivamente) e desprovidos de
tecidos conectivos, foram lavados com solucao salina 0,9%, para retirada de coagulos
sanguineos, e em seguida pesados em balanca analitica MARTE®, para obtencédo do
Pcard.

As diferencas de Pcard, foram quantificadas, em porcentagem, através do
ARPcard. Com a finalidade de se evitar a influéncia do Pcorp sobre a analise do Pcard,

realizou-se a normatizacao, por meio da razao Pcard/Pcorp.
5.6.2 Espessuras ventriculares

Apoés terem sido lavados e pesados, os coracdes foram seccionados em
posicao longitudinal. Posteriormente, os ventriculos esquerdo e direito foram medidos
através de escala milimetrada por meio de um paquimetro manual, obtendo as

espessuras ventriculares esquerda e direita (EVE e EVD).

As diferencas das EVE e EVD foram quantificadas, em milimetros, através das
variacfes das espessuras ventriculares esquerda e direita (AEVE e AEVD) ,e em
porcentagem, por meio dos aumentos relativos das espessuras ventriculares
esquerda e direita (AREVE e AREVD).

5.7 Avaliacdo do efeito do EHAPV nos parametros bioquimicos de ratos

submetidos ao infarto

As atividades da creatina quinase (CK), lactato desidrogenase (LDH), aspartato
amino transferase (AST), alanina amino transferase (ALT), colesterol total (COL) e
triglicérides (TRI) foram medidas nos soros dos ratos com a finalidade de se avaliar a
extensdo da lesdo cardiaca induzida pelo isoproterenol,. Os ratos foram eutanasiados
por exsaguinagdo sob anestesia e o sangue foi coletado através de puncao cardiaca.
Apos ser coletado, o sangue foi inserido em tubos sem anticoagulante e centrifugado

a 800 rpm por 5 minutos. Na sequéncia o soro foi coletado, separado e incubado em



36

kits bioquimicos (CK-NAC, CK-MB, LDH, AST, ALT, COL E TRI) Labtest®, e a leitura
foi realizada em um analisador bioquimico semiautoméatico modelo BIO-2000
(BIOPLUS®) (LI et al., 2012).

5.7.1 Creatino-quinase total (CK-NAC) e Creatino-quinase fracdo MB (CK-MB)

A CK é responsavel por catalisar a desfosforilagdo da creatina fosfato para
produzir adenosina trifosfato (ATP), que por sua vez reage com a glicose na presenca
da hexoquinase (HK) formando glicose-6-fosfato. Esta, na presenca de glicose-6-
fosfato desidrogenase (G-6-PDH), é oxidada a 6-fosfogluconato (6-PG) e reduz o
NADP a NADPH. A atividade de CK na amostra é proporcional a velocidade de

incremento na absorbancia em 340 nm.
5.7.2 Lactato Desidrogenase (LDH)

A LDH catalisa a converséo reversivel de acido lactico muscular em acido
pirdvico, um passo essencial nos processos metabdlicos, que em ultima analise
produzem a energia celular. A LDH catalisa a conversao do piruvato ao lactato na
presenca de NADH. A atividade da LDH na amostra € proporcional ao decréscimo da

absorbancia em 340 nm devido a oxidacdo do NADH.
5.7.3 Aspartato Amino Trasnferase (AST)

A determinacdo de AST foi realizada por método enzimatico cinético, usando
kit Labtest®. A AST catalisa a transferéncia do grupo amina do acido aspartico para o
cetoglutarato, formando glutamato e oxalacetato. O oxalacetato por acdo da malato
desidrogenase é entédo reduzido a malato e a coenzima NADH é oxidada a NAD. A
absorbancia em 340 nm é resultante da oxidacdo do NADH e é proporcional a

atividade da AST na amostra.
5.7.4 Alanina Amino Transferase (ALT)

A determinacéo de ALT foi realizada por método enzimatico cinético, usando
kit Labtest®. A ALT catalisa a transferéncia do grupo amina da alanina para o
cetoglutarato, com formacédo de glutamato e piruvato. O piruvato € reduzido a lactato
desidrogenase (LDH), enquanto que a coenzima NADH é oxidada a NAD. A reducéo

da absorbancia em 340 nm, consequente a oxidacdo da coenzima NADH, é
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monitorada fotometricamente, sendo diretamente proporcional a atividade da ALT na

amostra.
5.7.5 Colesterol total

A determinacéo de colesterol total foi realizada pelo método colorimétrico ou do
ponto final, utilizando kit Labtest®. Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela
colesterol estearase a colesterol livre e acidos graxos. O colesterol livre € oxidado pela
colesterol oxidase a colest-4-en-ona e peroxido de hidrogénio. Na presenca de
peroxido de hidrogénio e peroxidase, o fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados
formando a antipirilquinonimina que tem absortividade maxima em 500 nm. A
intensidade da cor vermelha formada na reacéo final é diretamente proporcional a

concentracéo do colesterol na amostra.
5.7.6 Triglicérides

A determinagédo de triglicérides foi realizada pelo método colorimétrico ou do
ponto final, utilizando kit Labtest®. A lipoproteina lipase promove a hidrélise dos
triglicérides liberando glicerol, que por sua vez, é convertido pela acdo da
glicerolquinase em glicerol-3-fosfato. Este é oxidado a diidroxiacetona e peréxido de
hidrogénio na presenca de glicerolfosfato oxidase. Em seguida ocorre uma reacao de
acoplamento entre peroxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenaol,
catalisada pela peroxidase, produzindo uma quinoneimina que tem maximo de
absorbancia em 505 nm. A intensidade da cor vermelha formada é diretamente

proporcional a concentracdo de triglicérides na amostra.

5.8 Avaliacdo do efeito do EHAPV sobre os parametros macroscopicos no

musculo estriado cardiaco de ratos submetidos ao infarto

Os animais dos cinco grupos foram eutanasiados conforme mencionado
anteriormente. Na sequéncia os coracdes foram excisados e congelados por um
periodo de 20 minutos, e depois seccionados em posicao transversal em fatias de 3 a
5 mm. Apds esse procedimento, os seguimentos dos coragBes foram imersos em
solucéo de Cloreto de trifeniltetrazolio a 1% (TTC 1%) em meio tamponado (pH = 7,4)
e mantidos em banho-maria, sob temperatura de 37°C por 20 minutos. Para verificar
a existéncia de areas necroticas decorrentes do infarto, as secc¢des foram examinadas

sob luz, e em seguida fotografadas (MOHAN et al., 2010).
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5.9 Peso médio corporal dos ratos

Para avaliacdo da massa corpérea, os ratos foram pesados em balanca semi-
analitica SHIMADZU, no inicio do tratamento (1° dia) e no dia da eutanésia (31° dia).

5.10 Analise estatistica

Todos os resultados obtidos foram expressos como a percentagem da média +
o erro padrao da média (e.p.m.), e as diferencas entre as médias foram analisadas
estatisticamente empregando-se a andlise de variancia ANOVA one-way seguido do
poés-teste de Newman-Keuls, onde os valores de p < 0,05 foram considerados
significantes. Todos os dados foram analisados com auxilio do programa GraphPad
Prism versao 3.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA).
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6 RESULTADOS
6.1 Caracterizacdo quimica do EHAPV por meio de CLAE-UV

Com a realizagdo da CLAE-UV, se identificou no EHAPV a presenca de 14
substancias diferentes, dentre elas, varios flavonoides, como os flavanois catequina
(3 min) e epicatequina (4 min), os flavonois rutina (18 min) e quercetina (34 min), as
flavonas luteolina (35 min) e crisina (52 min), os isoflavonoides formononetina (47 min)
e biochanina A (51 min), as flavanonas liquiritigenina (26 min) e pinocembrina (50
min), e a chalcona isoliquiritigenina (42 min), além de alguns &cidos fendlicos como
os acido cafeico (9 min), acido p-cumarico (11 min) e &cido ferdlico (13mim). Os
flavonoides em geral, sdo mais presentes que os acidos fendlicos. Os constituintes
majoritarios identificados s&o: formononetina (isoflavonoide) e liquiritigenina

(flavanona) (Figura 3).

Figura 3: Cromatograma do EHAPV na concentracdo de 1000 pg/mL.
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(1) catequina, (2) epicatequina, (3) acido cafeico, (4) acido p-cumarico, (5) acido
ferdlico, (6) rutina, (7) liquiritigenina, (8) quercetina, (9) luteolina, (10) isoliquiritigenina,

(11) formononetina, (12) pinocembrina, (13) biochanina A e (14) crisina.

Fonte: autor, 2015.
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6.2 Efeito do EHAPV sobre os parametros morfométricos de ratos submetidos

ao infarto

6.2.1 Medidas do Pcard, ARPcard e Pcard/Pcorp

O perfil morfométrico do Pcard (Grafico 1A) mostra que ocorreu um aumento
significativo deste parametro (1100 £ 100; 1400 + 100 mg) no grupo ISO quando
realizada comparagcdo com o grupo controle. O mesmo ocorreu com 0 grupo do
EHAPV na dose de 50 mg/kg (1100 + 100; 1300 + 100 mg).

Ja nos grupos tratados com o EHAPV nas doses de 75 e 150 mg/kg,
respectivamente, houve uma diminui¢do significativa do Pcard (1400 + 100; 1200 *
100; 1200 = 100 mg) quando comparado ao grupo ISO (Grafico 1A).

Ao se analisar o grafico 1B, nota-se um aumento significativo da raz&o
Pcard/Pcorp (4,2 £ 0,2; 5,4 + 0,1 mg/g) no grupo ISO em comparagcdo com 0 grupo

controle.

Em contrapartida, nos trés grupos tratados com o EHAPYV nas diferentes doses,
embora tenha ocorrido uma diferenca significante para com o grupo controle, houve
também uma diminuicao significativa da razado Pcard/Pcorp (4,2+0,2;5,4+£0,1;4,7 £

0,2;4,7+£0,2; 4,7 £0,2 mg/g) quando comparados com o grupo ISO (Grafico 1B).

O gréfico 1C, que analisa 0 ARPcard, demonstra uma diminui¢ao significativa
deste parametro (31,26 + 3,30; -10,10 £ 3,80; -13,06 + 3,90; 17,00 £ 1,50 %), nos trés

grupos tratados com o EHAPV, ao serem comparados com o grupo 1SO.
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Grafico 1. Analise morfométrica (A: Pcard; B: Pcard/Pcorp; C: ARPcard) dos

coracdes de ratos submetidos ao infarto.
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Resultados expressos em média + E.P.M. e analisados por ANOVA one-way seguidos
do pés-teste Newman-Keuls. * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 vs. Controle; + p <
0,05 +++ p < 0,001 vs. ISO; * p < 0,05 vs. EHAPV 50 mg/Kg + ISO. n=5.

Fonte: autor, 2015.
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6.2.2 Determinacao das EVD, EVE, AEVD, AEVE, AREVD e AREVE

O perfil morfométrico das espessuras ventriculares direita (3,1 £ 0,2; 4,0 £ 0,1
mm) e esquerda (3,8 = 0,4; 4,9 £ 0,1 mm) do grupo ISO é caracterizado por um
aumento significativo destes parametros, quando realizada comparagcdo com 0 grupo

controle (Gréficos 2A e 2B).

O grupo tratado com EHAPV na dose de 50 mg/kg, também se apresenta
diferente significativamente do grupo controle, em EVD (3,1 £ 0,2; 3,6 + 0,2 mm) e
EVE (3,8 £ 0,4; 4,6 £ 0,2 mm), embora tenha ocorrido uma diminuig&o significativa de
EVD (4,0 £0,1; 3,6 £ 0,2 mm) neste grupo ao ser comparado ao grupo 1SO. Os grupos
tratados com EHAPV nas doses de 75 e 150 mg/kg apresentaram uma diminui¢cao
significativa em EVD (4,0 +0,1; 3,6 £0,2; 3,1 +0,1; 3,0 £ 0,1 mm) e EVE (4,9 £0,1;
4,6 +0,2; 3,8 £0,2; 3,8 + 0,2 mm) quando comparados com os grupos ISO e EHAPV
na dose de 50 mg/kg (Gréficos 2A e 2B).

Os gréficos 2C e 2D mostram que ocorreu uma diminuicdo significativa de
AEVD (0,9+0,2;-04+0,2;-09+0,1;-1,0£ 0,1 mm) e AEVE (1,1 £0,5; -0,3+0,3; -
1,1 +0,2; -1,1 £ 0,2 mm) nos grupos tratados com as trés doses de EHAPV em
comparacao com o grupo 1SO. Além disso, houve uma diferenca significativa entre os

grupos do EHAPV nas doses de 75 e 150 mg/kg em relacéo a dose de 50 mg/kg.

Os graficos 2E e 2F, que analisam os AREVD e AREVE, respectivamente,
demonstram uma diminuicédo significativa em AREVD (32,0 +9,5;-10,0£6,1; -22,5
2,5;-25,0 £ 0,1 %) e AREVE (34,6 + 14,5; -5,8 + 6,2; -22,2 + 4,8; -22,2 + 4,8 %) nos
grupos tratados com as trés doses do EHAPV quando comparados com o grupo ISO,
e uma diferenca significante entre as doses de 75 e 150 mg/kg em relacéo a dose de
50 mg/kg.
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Gréfico 2: Andlise morfométrica (A: EVD B: EVE; C: AEVD; D: AEVE; E: AREVE; F:

AREVD) dos coracdes de ratos submetidos ao infarto.
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Resultados expressos em média + E.P.M. e analisados por ANOVA one-way seguidos

do pdés-teste Newman-Keuls. *** p < 0,001 vs. Controle; +++ p < 0,001 vs. ISO; * p <
0,05 *+ p < 0,01 **= p < 0,001 vs. EHAPV 50 mg/Kg + ISO. n=5.

Fonte: autor, 2015.
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6.3 Efeito do EHAPV sobre os parametros bioquimicos de ratos submetidos ao

infarto
6.3.1 Niveis plasméticos de CK-NAC e CK-MB

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos tem-se o gréfico 3, o qual mostra que
houve um aumento significativo nos niveis plasméticos de CK-NAC (471,2 + 31,2;
1035,0 + 134,7 U/L) e CK-MB (414,4 + 18,5; 740,8 + 77,3 U/L) no grupo I1SO em

comparacao com o grupo controle (Graficos 3A e 3B).

Jé nos trés grupos tratados com EHAPV, houve uma diminuigao significativa e
dependente de dose nesses niveis plasmaticos, tanto de CK-NAC (1035,0 + 134,7;
697,7 + 47,6; 578,7 £ 57,1; 397,9 + 34,6 U/L) como CK-MB (740,8 + 77,3; 505,6 +
43,5; 496,0 + 32,9; 376,8 + 6,3 U/L) quando comparados com o grupo ISO (Graficos
3A e 3B).

No grafico 3A ainda se faz presente uma diferenca significante entre os grupos
do EHAPV, nas doses de 150 e 50 mg/kg.

Grafico 3: Andlise enzimatica das creatino-fosfoquinases (A: creatino-quinase total

(CK-NACQC), B: creatino-quinase fracdo MB (CK-MB)) de ratos submetidos ao infarto.
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do poés-teste Newman-Keuls. *** p < 0,001 vs. Controle; ++ p < 0,01 +++ p < 0,001 vs.
ISO; * p < 0,05 vs. EHAPV 50 mg/Kg + ISO. n=5.

Fonte: autor, 2015.
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6.3.2 Niveis plasméaticos de AST, ALT, LDH, COL e TRI

O grafico 4A mostra que houve um aumento significativo nos niveis plasméaticos
de AST (151,0 + 15,7; 313,8 + 20,1; 239,6 + 28,9; 340,4 + 50,5; 372,6 £ 19,9 U/L) nos

grupos ISO e EHAPV nas trés doses, quando comparados ao grupo controle.

Além disso, ha uma diferenca significante nos niveis de AST entre 0s grupos
do EHAPV nas doses de 150 e 50 mg/kg (Gréfico 4A). Entretanto, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos do EHAPV, nas trés doses, e o grupo 1SO.

O gréfico 4B demonstra semelhanca nos niveis de ALT entre todos os grupos,
com excecao do grupo do EHAPV na dose de 75 mg/kg, que promoveu um aumento
significativo nos niveis de ALT (82,2 + 10,6; 126,8 + 12,3 U/L) quando comparado ao

grupo controle.

O gréfico 4C demonstra um aumento significativo nos niveis plasmaticos de
LDH (131,9 £ 13,1; 233,2 + 31,4 U/L) no grupo ISO em comparagao com o controle, e
uma diminuicao significativa nestes niveis, apenas no grupo do EHAPV na dose de
50 mg/kg quando comparado ao ISO (233,2 £ 31,4; 131,1 + 14,9 U/L). Os grupos do

EHAPV, nas trés doses, nao diferiram significativamente do grupo controle.

Ao se observar os graficos 4D e 4E, pode-se notar que ndo houve diferencas
significativas nos niveis plasmaticos de colesterol total e triglicérides entre os grupos

experimentais.
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Grafico 4: Andlise enzimatica (A: aspartato amino transferase (AST), B: alanina
amino transferase (ALT), C: lactato desidrogenase (LDH), D: colesterol total, E:

triglicérides) de ratos submetidos ao infarto.
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Resultados expressos em média + E.P.M. e analisados por ANOVA one-way seguido
do pos-teste de Newman-Keuls. * p < 0,05 ** p < 0,01 *** p < 0,001 vs. Controle; + p
<0,05vs. ISO; * p < 0,05 vs. EHAPV 50 mg/Kg + ISO. n=5.

Fonte: autor, 2015.
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6.4 Efeito do EHAPV sobre os parametros macroscépicos no musculo estriado

cardiaco de ratos submetidos ao infarto

O quadro 1 demonstra que os seguimentos dos coragdes do grupo ISO (B)
submetidos ao ensaio colorimétrico com o TTC 1% apresentam uma coloragdo
alaranjada, com areas esbranquicadas, quando comparados ao grupo controle (A),
indicando a presenca de zonas de necrose por toda a seccao cardiaca.

Ja nos grupos tratados com as diferentes doses do EHAPV (C, D, E), percebe-
se uma diminuicao dessas areas e aparecimento de uma coloracdo vermelha intensa,
gue chega a se assemelhar a do grupo controle (A), podendo entdo sugerir-se que

nestes grupos houve prevencao da formacéo de zonas necroticas.

Quadro 1: Fotografias representativas das secc¢des cardiacas transversais coradas
por cloreto de trifenitetrazolio a 1%. A: controle, B: ISO, C: EHAPV 50 mg/kg + ISO,
D: EHAPV 75 mg/kg + ISO, E: EHAPV 150 mg/kg + ISO. n=3.

A B

Fonte: autor, 2015.
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6.5 Peso médio corporal

A tabela 1 mostra que ndo houve alteracao significativa entre os pesos médios
corporais dos animais entre os 1° e 31° dias de tratamento, tanto nos grupos controle
e ISO guanto nos grupos tratados com as diferentes doses do EHAPV.

Tabela 1: Peso corporal (g) dos ratos durante o tratamento.

Grupos 1° dia 31°dia

Controle 242675 256,6 £9,7
ISO 247,0+ 3,5 259,0+7,3
EHAPV 50 mg/kg + ISO 2716 +12,8 268,8 £ 13,2
EHAPV 75 mg/kg + 1SO 259,0 + 5,0 255,8 + 7,4
EHAPV 150 mg/kg + I1ISO 249,2 £ 9,7 245,4 +£10,8

Resultados expressos em média + E.P.M. e analisados por ANOVA one-way seguido
do poés-teste Newman-Keuls. n=5.
Fonte: autor, 2015.
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7 DISCUSSAO

No presente estudo foi realizada uma caracterizacdo quimica do EHAPV, por
meio de CLAE-UV, e investigada uma possivel atividade cardioprotetora do EHAPV
em ratos infartados com o modelo de indu¢do por uma droga simpatomimética, o
isoproterenol. Para avaliacdo da presenca do efeito cardioprotetor foram realizados
testes post mortem, constituidos de uma série de analises: a macroscopica
colorimétrica, com o intuito de se verificar a presenca de areas necréticas nos
coracOes; a morfométrica, objetivando observar a hipertrofia cardiaca; a bioquimica,

para se verificar os marcadores de lesao celular.

O IAM representa uma das principais causas de morbidade e mortalidade no
mundo, constituindo um grave problema de saude publica. Visando a descoberta de
novas terapéuticas cardioprotetoras, torna-se de fundamental importancia o
conhecimento a respeito desta doenca (MADHESH; VAYIAPURI, 2013). O objeto
deste estudo, a propolis vermelha, € caracterizada por ter uma composi¢cao quimica
bastante rica e diversificada, tendo como constituintes varios flavonoides e acidos
fendlicos. Sua constituicdo quimica, aliada ao fato de ja serem conhecidas algumas
de suas atividades biolégicas, dentre elas, a antioxidante (CABRAL et al., 2009) e anti-
inflamatoria (BUENO-SILVA et al., 2013), fez com que se despertasse o interesse para

se investigar uma possivel atividade cardioprotetora frente ao IAM.

Com a finalidade de se entender as diferencas na composicao quimica dos
variados tipos de propolis, se faz necessaria uma relagéo direta com as suas diversas
origens vegetais. E importante ressaltar que para produzir a propolis, as abelhas se
utilizam de materiais oriundos de processos botanicos das mais variadas partes das
plantas, como por exemplo, exsudatos lipofilicos encontrados nas folhas, gomas,
resinas, e nos brotos (CHRISTOV et al., 2005). Portanto, a diversidade quimica da
prépolis é determinada por sua origem vegetal. A sua composicdo quimica esta
diretamente relacionada com a flora local, assim como ¢é influenciada pelas
caracteristicas geograficas e climaticas da regido. Diante disso, tem-se uma
diversidade impressionante na sua constituicdo, especialmente de propolis
provenientes de regides tropicais, como é o caso da propolis vermelha brasileira

(PARK et al., 2004).
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Uma técnica comumente utilizada para promover a identificagéo e o isolamento
da maior parte de classes de produtos naturais € a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). Trata-se de uma técnica robusta, versétil, e normalmente rapida,
através da qual os compostos podem ser purificados a partir de misturas bastante
complexas. A constante inovacao e novas aplicacdes na area, acabam por tornar 0s
sistemas de CLAE mais acessiveis a diversos grupos de pesquisa ao redor do mundo
(SARKER; LATIF; GRAY, 2006).

Alguns estudos na literatura descrevem a respeito da composicao quimica da
prépolis vermelha. SILVA et al., (2008), constataram que no extrato etandlico de
propolis vermelha oriunda do nordeste brasileiro ha presenca de 13 substancias
diferentes, dentre elas, um acido fenolico, o &cido ferulico, e dois flavonoides,
guercetina e crisina. Além disso, esse estudo foi o primeiro a definir que a fonte vegetal
para producao da propolis vermelha brasileira € a espécie Dalbergia ecastophyllum
(L) (Leguminosae). Um outro estudo, realizado por FROZZA et al., (2013), mostra a
presenca de outros acidos fendlicos, e flavonoides no extrato etandlico de propolis
vermelha do nordeste brasileiro, como a formononetina, isoliquiritigenina,

liquiritigenina, medicarpina e biochanina A.

A caracterizacdo quimica realizada neste trabalho evidencia a presenca de
varios picos cromatograficos para o EHAPV, o que corresponde as varias substancias
gue constituem sua complexa composicdo quimica (Figura 3; pag. 39). O método
aplicado para identificacdo dessas substancias foi capaz de obter resolucéo entre os
picos. A partir dessa resolucéo obtida e também por meio de uma revisao da literatura,
a escolha dos padrdes foi otimizada, de forma que, ocorreu a identificacdo de 14
substancias naturais presentes no EHAPV. Dentre essas, foram observadas as
classes naturais: acidos fenolicos, flavonois, flavanois, flavonas, flavanonas,
chalconas e isoflavonoides. As substancias correspondentes aos picos
cromatograficos do EHAPV foram identificadas por comparacédo dos seus tempos de
retencdo com o tempo de retencéo de cada padrao. Para este método, as substancias
de maior polaridade eluiram primeiro que as menos polares, devido sua maior
afinidade a fase movel. O cromatograma do EHAPYV evidencia que 0 mesmo € rico em
isoflavonoides e flavanonas, além de apresentar também presenca de &acidos
fendlicos. Dessa forma a composicao fitoquimica do EHAPV é diferente dos demais

tipos de proépolis (outros 12 grupos) descritos na literatura.
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Alguns dos constituintes encontrados no EHAPV s&o caracterizados por
apresentarem atividade cardioprotetora. O flavanol epicatequina e os acidos fenélicos
p-cumarico e ferdlico, por exemplo, desempenham a cardioprotec¢éo por diminuicao
do estresse oxidativo, através do aumento de antioxidantes enddgenos (PRINCE,
2013; STANLEY MAINZE PRINCE; ROY, 2013; YOGEETA et al., 2006). O efeito
cardioprotetor alcancado pelo flavonol quercetina e pela flavona luteolina envolve
diminuicdo dos produtos de peroxidacao lipidica e de biomarcadores enzimaticos do
IAM (PRINCE; SATHYA, 2012; MADHESH; VAIYAPURI, 2013). Outro acido fendlico,
o cafeico, promove a cardioprotecao por meio da diminuicdo dos influxos de ions
calcio e sddio na célula cardiaca, desempenhando acao antiarritmica (CHANG et al.,
2013). Um estudo realizado com o constituinte majoritario do EHAPV, o isoflavonoide
formononetina, atribuiu a esta substancia um efeito cardioprotetor por prevenir
alteracges eletrocardiograficas e diminuir os niveis dos biomarcadores enzimaticos do
IAM e apoptose celular (ZHANG et al., 2011).

E bem relatado na literatura que o Isoproterenol, um agonista B-adrenérgico, é
caracterizado por produzir, em altas doses, tensdo no miocardio, devido a producéo
de radicais livres através de sua auto-oxidacdo. Hipdxia, hipotensdo coronaria,
sobrecarga de calcio, esgotamento de energia e producéo excessiva de radicais livres,
sdo alguns dos mecanismos propostos para explicar os danos aos midécitos cardiacos
causados pelo isoproterenol (ADAMEOVA; ABDELLATIF; DHALLA, 2009). Dentre os
danos mais comuns estdo alteragcdes morfolégicas, bioquimicas e celulares. Diante
disso, o modelo de inducéo do IAM por isoproterenol se mostra altamente sensivel e
reprodutivel, sendo capaz de mimetizar, de maneira categorica, as caracteristicas
fisiopatoldgicas desta doenca. Varios sao os produtos naturais que tém uma possivel

atividade cardioprotetora avaliada frente a esse modelo (GENG, 2004).

Pode ser observado na literatura que o IAM promove uma série de alteracfes
morfolégicas no coracdo, conhecidas por hipertrofia cardiaca. Essa hipertrofia &
resultado do stress gerado por varios eventos moleculares que ocorrem nos
cardiomidcitos, levando, desta forma, ao aumento da tensdo da parede ventricular e
consequente estado hipertrofico (MOLKENTIN; DORN, 2001). O principal tipo de
hipertrofia que acomete o coracao, € a concéntrica, que se caracteriza pelo aumento
da espessura da parede ventricular com aumento da massa cardiaca, acompanhada
de reducdo da cavidade ventricular (JUNIOR; FRANCHINNI, 2008). E importante
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ressaltar que na cardiomiopatia induzida pelo isoproterenol, essa hipertrofia se faz
presente. Este episédio ocorre em funcdo da superestimulacdo de receptors (B1-
adrenérgicos e aumento dos niveis do fator de crescimento TGF- B (TAIMOR et al.,
2001).

Alguns estudos demonstram o efeito de produtos naturais frente a hipertrofia
cardiaca induzida pelo isoproterenol. YOUSEFI et al., (2013), por exemplo,
observaram um aumento significativo do parametro Pcard/Pcorp no grupo infartado
com o isoproterenol quando comparado ao controle, e uma diminuigdo nos grupos
tratados com o extrato metandlico das partes aéreas da espécie Marrubium vulgare L.
(Lamiaceae), em comparacdo com o grupo ISO. Esta espécie apresenta uma
composicao quimica rica em glicosideos e flavonoides como quercetina e luteolina
(PUKALSKAS et al., 2012).

Diante dessas premissas, decidiu-se investigar se o pré-tratamento com as
diferentes doses do EHAPV seria capaz de impedir as alteragcbes morfoldgicas
cardiacas ocasionadas pela administracdo do isoproterenol. Para isto, foram
avaliados o peso dos coracfes umidos, as espessuras ventriculares, as diferencas de
espessuras, 0s aumentos relativos, e realizada a correlacdo do peso cardiaco com o

peso corporeo.

O que pode ser constatado neste trabalho € que houve um aumento
significativo do Pcard e da massa cardiaca, representada por Pcard/Pcorp (Graficos
1A e 1B, pagina 41) e das EVD e EVE (Gréficos 2A e 2B; pagina 43), no grupo ISO,
guando comparado ao grupo controle. Estes dados demonstram o estado hipertréfico
gerado pela administracdo do isoproterenol nos animais. Ja o pré-tratamento com o
EHAPV, nas trés doses, se mostrou capaz de impedir 0 aumento desses parametros
morfométricos, além de diminuir o ARPcard (Grafico 1C, pagina 41), as AEVD e AEVE
(Gréficos 2C e 2D; pagina 43) e os AREVD e AREVE (Graficos 2E e 2F; pagina 43),
guando comparados ao grupo ISO. As doses de 75 e 150 mg/kg se mostraram mais

eficazes em evitar a hipertrofia cardiaca do que a de 50 mg/kg.

O estado hipertrofico do coracdo € umtipo comum de remodelamento cardiaco.
Inicialmente € caracterizado por ser uma resposta adaptativa para promover a
reducdo do estresse da parede ventricular e assim manter o débito cardiaco.

Entretanto a hipertrofia prolongada, sustentada, pode originar a disfuncao ventricular
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e levar a um quadro de insuficiéncia cardiaca (KEHAT; MOLKENTIN, 2010). Portanto,
uma série de eventos cardiovasculares adversos tém sido associados a um importante
fator de risco, a hipertrofia ventricular esquerda (HILL; OLSON, 2008). O EHAPV, nas
trés doses, conseguiu prevenir este estado hipertrofico prolongado caracteristico do
IAM, demonstrando assim um efeito cardioprotetor frente aos parametros

morfométricos.

Os marcadores bioquimicos que retratam injaria miocardica, vém sendo
utilizados por um periodo de mais de meio século, para diagnosticar o IAM. Dentre
esses marcadores podem ser citados as enzimas AST, ALT, LDH, CK-NAC e CK-MB
(DOLCI; PANTEGHINI, 2006). Dentro desse contexto, um aumento nos niveis
plasmaticos dessas enzimas, que sao intracelulares, pode indicar de forma direta ou
indireta lesé@o cardiaca, enquanto que uma diminuicdo pode estar relacionada a um
efeito cardioprotetor (THOMES et al., 2010).

A CK se caracteriza por ser uma enzima responsavel por catalisar a
transferéncia de fosfato de alta energia para o trifosfato de adenosina (ATP), a partir
do fosfato de creatina. Além disso é rapidamente liberada durante um episédio de
dano muscular (LADENSON, 2007). Ap6s a degeneracdo celular, ocasionada pela
necrose, ocorre um extravasamento do conteddo citoplasmatico e consequente
aumento de seus niveis séricos, assim, com a diminuicao sérica de CK-MB e CK-NAC,
pode-se sugerir a protecdo dos cardiomiocitos (RAJADURAI; PRINCE, 2006).

Ja é bem conhecido o fato do isoproterenol causar uma seérie de alteracdes
bioquimicas, dentre elas, o aumento dos niveis de CK-NAC e CK-MB, em um periodo
de 24 horas ap0s sua administracdo, permanecendo no platé por até 72 horas
(MOTTA, 2011).

Alguns trabalhos encontrados na literatura demonstram a capacidade de
alguns produtos naturais de diminuir os niveis de CK em animais submetidos ao infarto
com isoproterenol. O extrato etandlico das folhas da espécie Callistemon lanceolatus
(Myrtaceae), rico em flavonoides, triterpenoides, taninos e compostos fendlicos, detém
de atividade cardioprotetora, por diminuir os niveis plasmaticos de CK-MB, entre
outros fatores (FIROZ et al., 2011). Os extratos, aquoso e etandlico, da raiz da espécie
Salvia miltiorrhiza Bunge (Lamiaceae), composta quimicamente por acidos fendlicos,

como o acido cafeico, promoveram a diminui¢do de CK (ZHOU et al., 2012). Com uma
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composicdo quimica diversificada em varios compostos, dentre eles flavonoides e
acidos fendlicos, o extrato aquoso da raiz da espécie Saussurea lappa Clarke
(compositae) também promove uma diminuicdo dos niveis séricos de CK (SALEEM et
al., 2013).

No presente trabalho pode-se observar que o grupo ISO apresentou um
aumento significativo nos niveis plasmaticos de CK-NAC e CK-MB (graficos 3A e 3B;
pagina 44) quando comparados ao grupo controle, o que corrobora com os dados
obtidos na literatura. Este resultado confirma que houve o desenvolvimento do infarto
induzido pela droga simpatomimética, o isoproterenol, validando, desta forma, o
modelo experimental. Nos grupos tratados com as diferentes doses do EHAPV, o que
pode ser observado € que houve uma diminuicéo significativa e dependente de dose
dos niveis séricos de CK-NAC e CK-MB (Gréficos 3A e 3B; pagina 44), quando
comparados ao grupo ISO, sugerindo desta forma que o EHAPV nas trés doses, de
alguma maneira interferiu no processo de degeneracdo celular, protegendo os

cardiomiocitos.

AST é uma enzima que catalisa a transferéncia reversivel de um grupo amino
entre o aspartato e o glutamato, ja ALT é responsavel pela transferéncia de um grupo
amino entre a alanina e o glutamato, e assim sendo, as duas se mostram importantes
no metabolismo dos aminoacidos. Sdo amplamente encontradas no coracéo, figado,
musculo esquelético, rins e cérebro (ALDOUS, 2013; NGOZIKA et al., 2012). Ja foram
consideradas excelentes marcadores de lesGes cardiacas, como as que ocorrem na
angina, pericardite e no IAM. Atualmente continuam sendo importantes para em
conjunto com outros biomarcadores enzimaticos participarem do diagnéstico do
infarto, entretanto sozinhas detém de certa inespecificidade, uma vez que podem estar
associadas a traumas no musculo esquelético e a doencas no figado, por exemplo
(LOFTHUS et al., 2012).

Neste estudo, houve um aumento significativo dos niveis plasméaticos de AST
(Gréfico 4A; pagina 46) no grupo ISO, quando comparado ao controle. Também houve
uma diferenca significativa dos trés grupos tratados com as diferentes doses do
extrato, ao serem comparados com o controle. Entretanto n&do foi observada nenhuma
diferenca dos trés grupos do EHAPV, ao serem comparados com o grupo 1SO. E
importante ressaltar que ndo houveram diferencas significativas entre os grupos, no

que diz respeito aos niveis plasmaticos de ALT (Gréfico 4B; pagina 46), com excecao
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do grupo tratado com o EHAPV na dose de 75 mg/kg, onde houve um aumento
significativo quando comparado ao grupo controle. Entretanto, essa diferenca nao foi

observada entre esse grupo e o grupo I1SO.

Esse aumento nos niveis de AST nos grupos tratados com o EHAPV nas trés
doses, e de ALT na dose de 75 mg/kg, pode ser resultado da administracdo do
isoproterenol, uma vez que ndo houve um aumento ainda maior do que o ocorreu no
grupo ISO. Este episddio é corroborado pelo fato do isoproterenol apresentar grande
toxicidade hepéatica e em altas doses ser rapidamente oxidado e convertido a
metabdlitos, dentre eles, adenocromos e quinonas. Estas sdo altamente toxicas, pois
promovem ataques eletrofilicos a glutationa, e por meio destes se inicializa uma

cascata apoptotica, resultando na libera¢do na corrente sanguinea (REMIAO, 2001).

A LDH se mostra responsavel por catalisar a oxidacao reversivel do lactato em
piruvato, entretanto, € encontrada em todas as células e assim como as AST e ALT
detém de relativa inespecificidade (THYGESEN; ALPERT; WHITE, 2007). Sabe-se
gue durante o IAM, o processo isquémico promove um aumento nos niveis de acido
latico e uma diminuicdo no pH intracelular. Com o aumento da concentragcao
intracelular de protons dar-se inicio a uma cascata de eventos que resultam na
apoptose dos midcitos cardiacos, acarretando em um extravasamento de LDH para o
meio extracelular (KOTLYAR et al., 2010).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que houve um aumento
significativo nos niveis plasmaticos de LDH (Grafico 4C; pagina 46) no grupo 1SO,
guando comparado ao grupo controle. Além disso, pode-se observar que esse
aumento deixou de ocorrer nas trés doses do EHAPV, uma vez que em nenhuma das
trés doses houve diferenca significativa desses niveis em relacdo ao grupo controle.
Vale ressaltar também que a dose de 50 mg/kg, foi a mais potente em inibir o aumento
gerado pelo isoproterenol, uma vez que se mostrou significativamente diferente do

grupo ISO.

De acordo com REMIAO (2002), a administracdo de isoproterenol, em altas
doses, faz com que haja um aumento nos niveis plasmaticos de triglicérides e de
acidos graxos néo esterificados, além de elevacdo ou manutencgéo do colesterol total.
Os niveis plasmaticos de colesterol total e triglicérides (Graficos 4D e 4E; pagina 46)

encontrados nos soros de todos os grupos nao diferiram significativamente entre si,
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embora se perceba nitidamente um aumento nos niveis de ambos no grupo ISO,
guando comparado ao grupo controle, e uma diminuicdo com o pré-tratamento com o

EHAPV, nas trés doses, ao se comparar com o grupo ISO.

Os resultados obtidos atraves da analise bioquimica, demonstram que o preé-
tratamento com o EHAPV nas trés doses, foi capaz de manter a integridade a nivel
cardiaco, uma vez que diminuiu os niveis de CK-NAC e CK-MB, além de néo alterar
os de AST, ALT, COL e TRI, mesmo apds a administracdo do isoproterenol.

Sabe-se que uma das caracteristicas do IAM é a formacéo de areas de necrose
no coragcdao (PANDA; KAR; RAMAMURTHY, 2014). Diante disso, 0 teste
macroscopico colorimétrico que faz utilizacdo de cloreto de trifenitetrazoélio (TTC) a
1%, para se verificar regides necroéticas no tecido cardiaco, vem sendo bastante
utilizado em varios estudos que visam associar uma possivel atividade cardioprotetora

a determinada substancia, seja ela natural ou ndo (PRABHU et al., 2005).

Este teste se baseia no potencial REDOX do TTC, frente aos fluidos bioldgicos,
fornecendo desta forma a diferenciacdo entre células viaveis e ndo viaveis. O que
acontece é que em um miocardio intacto, com presenca normal da enzima LDH, o
TTC é convertido em um precipitado de 1,3,5-trifenilformazan (TPF), gerando uma
coloracdo avermelhada intensa. Ja em miocardio infartado, com pouca atividade de
LDH, consequente da perda da integridade da membrana, essa conversdo ocorre de
forma precaria, acarretando no surgimento de areas esbranquicadas, amareladas,

indicando assim, a existéncia de areas necréticas (SHARMA et al., 2001).

Pode ser constatado na literatura, através do teste colorimétrico TTC 1%, que
alguns produtos naturais conseguem inibir a formacao de areas necréticas no coracéo
de ratos infartados com o isoproterenol. Mohan et al., (2010), demonstraram que o
extrato n-butandlico das sementes da espécie Punica granatum L. (Punicaceae), rico
em flavonoides e compostos fendlicos, inibiu a formacdo de regides necroéticas nas

seccOes cardiacas em comparacdo com o grupo ISO.

Neste trabalho € possivel notar que nos seguimentos dos coracdes do grupo
ISO, submetidos ao teste colorimétrico com TTC 1% (Quadro 1; pagina 47), houve a
formacdo de &reas mais claras, parcialmente amareladas, esbranquigadas, indicativo
de areas necraéticas, diferentemente do observado no grupo controle, onde é bastante

visivel uma coloragdo vermelha intensa. Quanto aos grupos tratados com as
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diferentes doses do EHAPV, ndo houve a formacéo dessas regides amareladas em
nenhuma das doses. Além disso as fotografias desses grupos revelam uma
semelhanca com a do grupo controle, onde se destaca a coloragéo vermelha.

No que diz respeito a média de peso corporeo dos animais que constituiram os
grupos (Tabela 1; pagina 48), obtida por meio de pesagem dos mesmos no inicio e no
término do tratamento crénico, observa-se que ndo houve diferenca significativa entre
nenhum dos grupos. Este fato demonstra que o EHAPV nao promoveu alteracdes
metabdlicas nos animais tratados, tanto no que refere a ganho como a perda de peso.

Algumas pesquisas envolvendo avaliagdo de atividade cardioprotetora, que
vém sendo realizadas nos ultimos anos por diversos grupos de pesquisa ao redor do
mundo, corroboram técnico-cientificamente com os resultados obtidos neste trabalho.
Em algumas delas observa-se a cardioprotecdo envolvendo diminuicdo dos
biomarcadores enzimaticos (FIROZ et al., 2011; AHMED; UROQJ, 2012), em outras,
inibicAo de éareas necroticas cardiacas (FATHIAZAD et al., 2012; PANDA; KAR;
RAMAMURTHY, 2014), e alteracdo de alguns padrées morfométricos, como da

relacéo peso do coracdo/peso corporeo (SINGH et al., 2011).

Em resumo, com este trabalho, pode-se sugerir que o0 EHAPV apresenta uma
potencial atividade cardioprotetora, uma vez que, diminui os niveis de biomarcadores
enzimaticos do IAM (CK-NAC e CK-MB), reduz os indices cardiacos relacionados a
hipertrofia (espessuras dos ventriculos, peso dos coragdes umidos, diferencas de
espessuras, aumentos relativos, indice de massa cardiaca) e inibe a formacéo de

areas necraéticas no tecido cardiaco.

Por fim, uma vez que o EHAPV mostra em sua composicdo quimica varios
flavonoides e acidos fendlicos, e que alguns destes desempenham uma série de
atividades bioldgicas, dentre elas a cardioprotetora, pode-se sugerir a participacéo

direta dessas substancias no efeito cardioprotetor do EHAPV.
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8 CONCLUSOES

Neste trabalho foi demonstrado que o EHAPV, ao diminuir os niveis de
biomarcadores enziméticos do infarto, reduzir os indices cardiacos relacionados a
hipertrofia e inibir a formacéo de areas necréticas no tecido cardiaco, apresentou um
potencial efeito cardioprotetor e pode vir a ser utilizado como adjuvante na terapéutica
preventiva do infarto agudo do miocéardio.
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