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RESUMO

TENORIO, E.P.2014.Efeito cardioprotetor do extrato hidroalcodlico das folhas
de Alpinia speciosa (colonia) em ratos wistar submetidos ao infarto por
método simpatomimético

A Alpinia speciosa (Pers.) B.L.Burtt. & R.M. Smith é uma planta aromatica,
pertencente a familia Zingiberaceae, é conhecida popularmente como “colénia,” com
amplo emprego na medicina popular brasileira no tratamento da hipertenséo arterial.
Algumas atividades bioldgicas de interesse cardiovascular tém sido relatadas como:
anti-hipertensiva, antioxidante, redutor dos niveis de colesterol tipo LDL, redutor da
adiposidade visceral e antiplaquetaria. No entanto, ndo ha relatos de suas
propriedades cardioprotetoras em ensaios experimentais de infarto do miocardio. O
objetivo deste trabalho foi investigar o efeito cardioprotetor do extrato hidroalcodlico
das folhas de Alpinia speciosa (EHAS) em ratos wistar induzidos ao infarto com
isoproterenol. Ratos machos wistar pesando 250-350g foram alocados em 3 grupos
(n=5) (CS = 0.5 mL Salina v.o por 26 dias) / (ISO = infartados com isoproterenol 85
mg/kg s.c em 2x), (EHAS =300mg/kg por 26 dias e induzidos ao infarto com
isoproterenol s.c. 2x). No 27° dia os animais foram sacrificados sob anestesia, o soro
foi coletado e incubado em kits bioquimicos para a avaliagdo de biomarcadores de
lebes musculares (CK-NAC;CK-MB) e de biomarcadores de lesGes organo-tissulares
(LDH;AST)associadas ao infarto do miocardio. Para as analises morfométricas,
foram medidas as espessuras ventriculares e peso cardiaco. Foram normalizados
em funcdo do peso corporeo e calculados os indices morfométricos de aumentos
relativos e razbes de propor¢cdes. Para a analise post mortem os coracdes foram
seccionados e submetidos em teste colorimétrico TTC 1% e para a analise
histopatoldgica quali-quantitaiva foram adotadas as técnicas para a formacgédo do
bloco de parafina e analisados os parametros: Invasdo leucocitaria, mionecrose e
deposicdo de colageno interfibrilar. Os resultados foram expressos em média *
E.P.M e analisados estatistcamente em ANOVA one-way seguido de teste
Newmans-keuls. Considerados significantes quando: 2p<0,05(CS vs. 1SO)
p<0,05(EHAS vs. 1SO) %p<0,01(CS vs. ISO) Pp<0,01(EHAS vs. ISO) e
¥p<0,001(CS vs 1SO)?'p<0,001 (EHAS vs ISO).Peso cardiaco (CS = 1,2 +0,1; ISO =
1,6 + 0,1%; EHAS=1,3+0,°g respectivamente), EVE (4,8 + 0,2; 6,2 + 0,3%; 4,6+0,3"
mm), Peso cardiaco/Peso corpéreo (3,98+0,1; 5,20+0,12%"; 4,36+7,07") (CK-NAC =
326,3, + 37,3; 862,3 + 203,9%; 115,4+259"U/L) (CK-MB = 452,7 + 11,5; 765,2 +
54,3%; 209,6+39,9°° U/L) (CTL=413+ 0,7, 3.517+4,5%; 1.376+2,6"cels). Os
resultados indicam que o tratamento com EHAS foi capaz de prevenir a hipertrofia
concéntrica, reduzir a espessura ventricular esquerda e a relagdo peso cardiaco/
peso corporeo. Na analise bioquimica observa-se a reducédo na atividade de CK-
NAC e CK-MB apoés o tratamento com EHAS. O teste colorimétrico revelou que nao
houve desenvolvimento de areas necroticas nos coracbes. Na andlise
histopatologica observa-se baixa intensidade e baixa distribuicdo de focos de
mionecrose e infiltrados leucocitarios e baixa deposicdo de colageno interfibrilar,
indicando que ndo houve desenvolvimento de remodelamento pds-infarto. Os
resultados sugerem que o tratamento com EHAS foi capaz de promover atividade
cardioprotetora frente ao infarto agudo do miocéardio experimental e pode servir
como um adjuvante no tratamento e profilaxia desta doenca.

PALAVRAS-CHAVES: Infarto do miocardio; Ratos;lsoproterenol; Alpinia speciosa



ABSTRACT

TENORIO, E.P.2014. Cardioprotective effects induced by hydroalcolic extract of
the leveas of Alpinia speciosa (coldénia) in rats submitted to myocardial
infarction on sympathomimetic methods

Alpinia speciosa (Pers.) B.L.Burtt.& R.M. Smith is an aromatic plant belonging to
Zingiberaceae family, it's popularly known as "colonia”, with widely used in Brazilian
tradicional medicine for the treatment of hypertension. Several biological activities
cardiovascular interest have been reported as antihypertensive, antioxidant, reducing
the levels of LDL cholesterol type, reducing visceral adiposity and antiplatelet. But,
there aren’t reports to cardioprotective properties, in experimental assay, to the
myocardial infarction. The objective of this study was to investigate the
cardioprotective effects of extract from leaves of Alpinia speciosa (ASEH) in wistar
rats in the infarcted induction with isoprotenerol. Male Wistar rats (250-350g) were
divided into 3 groups (n = 5), (SC = 0.5 mL Saline p.o for 26 days) / (ISO = infarction
by isoproterenol 85 mg/kg s.c,2x), (ASEH= 300mg/kg, orally 26 days and underwent
infarction with isoproterenol 85mg/kg s.c, 2x). On the 27th day the animals were
euthanized, serum was collected and incubated in biochemical kits for the evaluation
of muscle biomarkers(CK-NAC, CK-MB), and tissue damage biomarkers(LDH, AST)
associated to myocardial infarction. For morphometric analysis of hearts were
measured the thickness ventricular of left and right. Reason cardiac weight by body
weight (TLV, TRV and WC/WB). For postmortem analysis the hearts were sectioned
yet submitted to colorimetric test TTC1% and histopathological myocardial analyze
gualitative and quantitative, analyzing: infiltration of leukocytes, myonecrosis and
deposition of collagen interfibrillar. The results were expressed as mean + SEM, and
analyzed statistically by ANOVA one-way followed by Newmans-keuls test.
Considered significant when 2p<0,05(CS vs. 1SO) "p<0,05(ASEH vs. 1SO)
¥p<0,01(CS vs. ISO) "p< 0,01(ASEH vs. 1SO) and #'p<0,001(CS vs ISO)°'p<0,001
(ASEH vs ISO). Weight of hearts (SC = 1,2 £ 0,1; ISO = 1,6 + 0,1% EHAS=1,3+0,1°g
respectively)TLV (4.8 + 0.2; 6.2 + 0.3*; 4,6+0,3° mm) WC/WB (3,98+0,1;
5,20+0,12%"; 4,36+7,07"") (CK-NAC = 326.3, + 37.3; 862.3 + 203.9%; 115,4+25,9° U/L)
(CK-MB = 4527 + 11.5; 765.2 + 54.3%; 209,6+39,9°U/L),(TLC=413+ 0,7;
3.517+4,5%";: 1.376+2,6" cells)the results indicate that treatment with ASEH 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 ASEH. The colorimetric
test revealed there wasn't development necrotic areas in the heart.
Histopathological analysis we observe reveals less intensity and low distribution of
focal myonecrosis and lymphocytic infiltrations, low amount of collagen deposition
indicating no formation of cardiac remodeling, The results indicate that treatment with
ASEH was able to promote protective activity in myocardial infarction and could be a
tool on treatment or prophylaxis this disease.

KEY-WORDS: Myocardial infarction; rats; isoproterenol; Alpinia speciosa
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1.INTRODUCAO

O infarto agudo do miocérdio (IAM) € uma das complicagcbes do aparelho
cardiovascular que mais acomete a populacdo mundial, com aproximadamente 7,4
milhdes de morte ao redor do mundo equivalente a 43% de Obitos anuais
(NHLBI,2009). Esta patologia pode ser definida como uma doenca gerada pelo
desequilibrio das concentracbes de oxigénio utilizadas pelo metabolismo
cardiovascular, esta alteracdo geralmente ocorre devido oclusdo coronaria, que

impede o fluxo sanguineo miocardico (TENDERA, 2004).

O diagnostico do IAM é baseado em um conjunto de investigacdes clinicas e
laboratoriais, que estdo relacionadas a liberacdo de biomarcadores enzimaticos
cardiacos, alteracbes hemodindmicas e cardiovasculares, bem como alteracbes
morfolégicas cardiacas (JAFFE, 2000).0 tratamento consiste no uso
concomitantemente de farmacos cardiovasculares, como: anti-hipertensivos,
antiplaquetarios e hipolipidémicos. Dentre estas classes farmacoldgicas, os anti-
hipertensivos sdo empiricamente utilizados na clinica para impedir o agravo
cardiovascular da hipertensédo a longo prazo, em virtude destes serem capazes de
reduzir a pré-carga e assim impedir as altas pressodes intracavitarias cardiacas, que
levam a hipodxia, iniciando o IAM, no entanto triagens clinicas demonstram a

ineficacia destes medicamentos na protecéo isquémica (DICKSTEIN, 2002).

Apesar das melhorias no manejo clinico e farmacologico, o IAM continua a ser
a principal causa de morte em todo o mundo (ZHOU, 2012). Esta constatacéo
incentiva a pesquisa cientifica de novos farmacos para o tratamento do IAM ou de
terapéuticas coadjuvantes (Sociedade Brasileira de Cardiologia, 2009). Com a
finalidade de atingir esse objetivo varios modelos experimentais em animais foram
desenvolvidos. Entre eles, pode-se mencionar o modelo por inducéo farmacolégica
com farmacos simpaticomiméticos, como isoproterenol. As alteracOes
fisiopatologicas e morfologicas observadas neste modelo animal sdo semelhantes
aos observados no IAM em humano. Portanto, esta ferramenta experimental serve
como modelo bem padronizado para investigar o potencial cardioprotetor de
diferentes plantas medicinais,que possuem propriedades antioxidantes (importantes

no combate ao envelhecimento celular e a redugdo do desequilibrio REDOX
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cardiovascular) e em adicdo mostram menos efeitos colaterais do que os farmacos
sintéticos(SHAIK, 2012; RAMADAN, 2013).

Alguns estudos na literatura farmacolégica tem demonstrado o potencial
cardioprotetor de plantas medicinais utilizadas pela populagdo com finalidade
citoprotetora do miocardio (SARAVANAN,2004;SCHDEVA, 2012;PARK,2009).

Estudos de Stanely, 2008 e Tiwari e cols, 2012, revelam que plantas
originarias da indo-malasia em formulacdes poliherbais, possuem efeito
cardioprotetor em ratos wistar no modelo experimental simpatomimético
(STANELY,2008;TIWARI,2012).

Deste modo, o género Alpinia de origem asiatica encontra-se inserido na
medicina ayurvédica e chinesa, que possui cerca de 230 espécies e sdo facilmente
encontradas em regides tropicais e subtropicais ao redor do mundo (BARCELOS,
2010). Recentes estudos evidenciaram que espécies de Alpinia apresentaram
propriedades cardioprotetoras (TIWARI, 2012; TANG,2014).

Neste contexto, a Alpinia speciosa € uma planta pertencente a este género
utilizada pela populagdo brasileira no tratamento da hipertensédo arterial e seus
agravos pelo consumo de infusos e decoctos e estd inclusa na lista RENISUS do
Brasil e possui atividades anti-hipertensivas cujo seu mecanismo de acdo esti
relacionado com propriedades vasorelaxantes endotélio dependentes pela
estimulagdo da NOS via GMPc (LAHIOU, 2003), antioxidante (TAWATA,2007),
hipolipidémicas, reduzindo os niveis de colesterol do tipo LDL e aumentando os
niveis de HDL (LIN, 2008) e antiplaguetarias devido ao bloqueio da formagéo de
tromboxano A; via COX (TENG, 1990). No entanto, ndo ha nenhum relato cientifico

gue tenha avaliado a atividade cardioprotetora das folhas da Alpinia speciosa.

Assim, nossa hipotese é que o conjunto destas acdes sobre o sistema
cardiovascular possa produzir efeito cardioprotetor em ratos wistar tratados de modo
crénico com o extrato hidroalcdlico da folhas de Alpinia speciosa quando submetidos

ao modelo de infarto simpatomimético

O possivel efeito cardioprotetor produzido pelo extrato hidroalcodlico das
folhas de Alpinia speciosa pode ser representar uma opgao no tratamento adjuvante

da hipertenséo arterial a longo prazo de baixo custo efetivo, de modo a permitir o
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adequado controle da hipertensédo, bem como impedir a progressao ao agravo desta

doenca.
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2.REVISAO DA LITERATURA
2.1CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

O IAM pode ser conceituado como uma doenca resultante do desequilibrio
entre as concentracdes de oxigénio ofertada e demandada ao miocardio. Este
desequilibrio € gerado por diminuicdo do fluxo coronariano, ocasionado por
obstrucdo da artéria coronaria, dificultando o suprimento metabdlico cardiaco (SBC,
2009).

Estima-se que a prevaléncia do IAM seja de cerca de 300-400 mil casos
anualmente no Brasil e 1 Obito a cada 6 casos, revelando alto indice de
morbimortalidade gerada por disturbio do aparelho cardiovascular (SBC,2004).
Estudos recentes tém mostrado que apenas % dos pacientes acometidos pelo IAM
recebem os medicamentos necessarios durante as primeiras 12 horas iniciais da
doenca, refletindo a necessidade de rapido atendimento emergencial
(BARUZZI,2003)

Considerada clinicamente como uma doenca silenciosa, o IAM possui uma
sintomatologia inicial complexa, pode manifestar-se através de sinais dolorosos
como a angina pectoris, caracterizado por uma crise aguda dolorosa, em forma de
opressao, que irradia para membros superiores, pesco¢co ou abdome. Estes
pacientes apresentam-se normalmente palidos, relatam mal-estar, dispneia e
taquicardia, que ocorre em reflexo a diminuicdo da conducédo sanguinea (CANTO,
2000).

O diagnéstico é realizado pela juncéo de aspectos clinicos e laboratoriais, que
consistem em: valores hemodinamicos aumentados, desnivelamento do segmento
ST do eletrocardiograma, aumento de biomarcadores enzimaticos, aumento de
sinalizagdo pro-inflamatoria e oclusdo de ramos coronarianos em exames de

imageamento por contraste (WINTER, 2000).

E bem relatado na literatura que o desenvolvimento do IAM gera alteracbes
morfofuncionais agudas e adaptativas em resposta aos danos celulares gerados,
estas representam 0s mecanismos reparativos de ataque e defesa fisiopatoldgicos
(WEHRENS,2003). As alteracbes agudas ocorrem em nivel molecular e depois

reestabelecem-se, sé@o elas: bioquimicas, neuro-humorais e imunoinflamatérias,
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enquanto que as alteracbes adaptativas sdo mudancas na morfologia da
musculatura cardiaca com a finalidade de impedir a faléncia miocardica, sao
denominadas de adaptacdes hipertroficas (ENGELHARD, 2002).

As alteracdes bioquimicas clinicamente relevantes sé@o relacionadas com o
aumento dos niveis séricos de troponina I, uma proteina intracelular que se eleva de
3 a 4 horas apés o inicio do infarto (GODOY, 1998). Ja as fracbes MB e totais da
enzima creatino kinase (CK-NAC), aumentam a partir da sexta hora, mantendo o
maximo de liberacdo enzimatica de 12 a 24 horas na corrente sanguinea, com um
platd de 30 horas para CK-MB e de 72 horas para CK-NAC, em seguida ambas

tendem a decrescer e normalizar-se (MOTTA, 2011).

As alteracBes neuro-humorais ocorrem devido as mudangas nas transducgdes
de sinais de neurotransmissores e de expressdes imunoinflamatorias (LOHSE,
2003).

Aliado a estas mudancas neuro-humorais, ha uma aumento significativo das
espécies reativas de oxigénio (ERQO’s) geradas pela superestimulagdo de enzimas
oxidativas, a exemplo xantina oxidase e consequente inibicdo parcial das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT), favorecendo o
desbalanco REDOX intracelular. Este desbalanco propociona alta producdo de
oxigénio singlete e anions superoxidos que agem como agentes eletrofilos, que
atacam as membranas celulares compostas de fosfolipideos, gerando um
consequente aumento de produtos de reagbes de lipoperoxidagdo, que
desencadeiam a sinalizacdo proé-inflamatérias através de citocinas (HAMILTON,
2007).

A mudanga mais expressiva na sinalizagdo de neurotransmissores é a
hiperexcitacdo do sistema nervoso simpatico e reducdo na transmissao colinérgica,
gue por sua vez, aumentam a expressao de sistemas efetivo no controle da pressao

arterial, como o sistema renina-angiotensina (BRUM,2006).

O aumento na transmissdo simpatica, gera o aumento da concentracdo de
catecolaminas, gerando a curto prazo hipertensdo arterial e a longo prazo
contribuem direta e indiretamente para o desenvolvimento do infarto e faléncia

miocéardica, de modo direto sua interacdo com receptores adrenérgicos quando



21

hiperativados geram trabalho cardiaco extenuante e iniciam o fenémeno de hipoxia
celular. A baixa concentracdo de oxigénio gera a rapida conversao de trifosfato de
adenosina (ATP) em hipoxantina que se degrada em radicais livres, estes atacam as
membranas plasmaticas desestabilizando-as e ainda geram mecanismos para
liberacdo do fator de hipoxia la (HIF-1a) gerando estimulos a p53 que inicia a
cascata da via apoptotica caspase 3 e 9 (SEMENZA,2002)

De modo indireto as catecolaminas sdo rapidamente oxidadas e formam
compostos altamente reativos, estes desencadeiam ataques membranares que
desestabilizam as células facilitando seu desequilibrio redox bem como membranar,
associado a isto o aumento da concentracdo de catecolaminas causam
hiperestimulacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona, a producao
demasiada de angiotensina Il interagem com receptores AT1 e iniciam a longo prazo
a liberagdo de mediadores indutores de vias hipertréficas e de morte celular
(MEHTA, 2007)

A angiotensina Il em altas concentragcdes e sem mecanismos de feedback
negativo para contrapor esta ligagcdo, geram mecanismos patoldgicos, sistemas de
transducao intracelulares mediados pela interacdo de angiotensina Il e receptores
AT1 liberam biomoléculas como o fator de transformacédo de crescimento celular
beta (TGF-B) que por sua vez estimulam uma proteina kinase A (AKT) esta é
responsavel pela fosforilagdo de segundos mensageiros(BAD e FKHR)mediadores
das vias apoptoticas caspase 3 e 9 além de estimular a fagocitose mitocondrial
iniciando dano celular e assim liberando o conteudo intracelular para a corrente
sanguinea como, eletrélitos, segundos mensageiros e enzimas intracelulares:
creatino fosfoquinase, lactato desidrogenase e aspartato desidrogenase em tecidos
musculares(SHULTZ, 2002)

Do mesmo modo e em sincronismo a angiotensina Il ao interagir
demasiadamente com receptores AT1, estimulam a liberacdo de biomoléculas de
resposta inflamatoria pela liberacdo de fator de necrose tumoral alpha (TNF-a). O
TNF-a por sua vez estimula liberacao do fator nuclear kappa B (NF-KB) que geram
transcricdo nuclear gerando fendmenos de inflamacdo pela liberacdo de citocinas
como interneucina (IL-1,IL-6), bem como enzimas como cicloxigenase 2(COX-2),

oxido nitrico sintetase induzivel (INOS) e segundos mensageiros responsaveis pela
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adesdao, invasao e migracao de células de defesa como macrofagos e linfocitos para

fagocitar células miocardicas, iniciando os mecanismos reparativos (KALRA,2002).

Os mecanismos reparativos agudos pro-inflamatorios se ddo em resposta ao
aumento de moléculas intracelulares que extravasam na corrente sanguinea, como
ERO e produtos da peroxidacdo lipidica que se encontram aumentados no IAM
(OHJA, 2008). O aumento destas biomoléculas geram estimulos a sinalizacao de
citocinas pro-inflamatoérias (IL-1, IL-6 e TNF-a) mediadas pelo sistema imune,
resultando no aumento de invasdo de células leucocitarias, gerando miocardite
aguda (NIJIMA, 1991).

Apés a inflamacédo aguda fibroblastos, drenam o edema intersticial e iniciam o
processo de cicatrizacdo pela sintese de colageno e fibronectina intersticiais
impedindo assim a faléncia miocardica (DOBACZEWSKI, 2010).

A miocardite aguda gerada no IAM é caracterizada pelo aumento de muco,
secrecdo inflamatoria e edema cardiaco. A associacdo do edema a miocardite
favorece a sinalizagdo de morte celular patologica, também conhecida como
necrose. O edema, secrecdo fluida composta basicamente por componentes
citoplasmaticos extravasados para o0 meio extracelular, é drenado através de
mecanismos reparativos primarios e substituido por colageno, sintetizado entre as
miofibrilas e as zonas de necrose, dando origem as adaptacdes morfoldgicas e,
portanto, iniciando o mecanismo reparador celular secundario (FRANGOGIANNIS,

2002).

Em adicdo a este efeito regenerador de células miocéardicas, para evitar a
faléncia miocardica, através da ligacdo direta de angiotensina Il a receptores AT1,
promovem indugdo de sintese de proteinas da matriz extracelular dando origem a
fibrose intersiticial, via MAP quinases e RNA mensageiro e induz fendmenos
hipertroficos sobre feixes miocéardicos atraves de estimulos a fatores de crescimento
como TGF-B e fator de crescimento insulino dependentes (IGF-1). O aumento da
fibra muscular cardiaca pela hipertrofia celular, associada ao mecanismo reparador
tecidual da origem as acomodacoes morfologicas cardiacas
(EBENSPERGER,1998).
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As acomodacfes morfologicas cardiacas se caracterizam pelos mecanismos
regulatérios do tdnus miocéardico, que sdo definidos como remodelamento cardiaco
(NOGUEIRA, 1999; ROMANO; MACIEL, 2008), estes podem ser classificadas em:

1-REMODELAMENTO CONCENTRICO (ocorre aumento da espessura da

parede ventricular sem aumento da massa cardiaca);

2- HIPERTROFIA CONCENTRICA (caracteriza-se por aumento da espessura
da parede ventricular com aumento da massa cardiaca, acompanhada de reducédo

da cavidade ventricular);

3- HIPERTROFIA EXCENTRICA (promove aumento da massa cardiaca sem

aumento da espessura da parede ventricular).

O principal tipo de hipertrofia associada ao IAM é a hipertrofia concéntrica, ou
seja, aquela onde ocorre o espessamento ventricular e apical e reducédo do espaco
cavitario (JUNIOR; FRANCHINI, 2001; MATOS-SOUZA; FRANCHINI; JUNIOR,
2008). O desenvolvimento da hipertrofia cardiaca deve-se aos fatores genéticos,
bioquimicos e mecanicos, 0os mais pronunciados na reposta hipertrofica sédo os
bioquimicos e mecanicos (LI, 2002; RIBEIRO, 2003; NAKAYAMA , 2010).

Os aspectos bioguimicos caracterizam-se pela hiperatividade simpatica, uma
desregulacéo simpatovagal, que pode ser observada em pacientes hipertensos com
disfuncdo ventricular (FISHER; FADEL, 2010; GRASSI; 2009). Outro fator
bioguimico associado € a hiperestimulagdo do Sistema Renina-Angiotensina (SRA),
gue resulta na producdo demasiada de angiotensina Il, esta exerce suas funcdes
nos receptores AT1 e AT2. A interagcdo da angiotensina Il com receptores AT1 gera
aumento pressorico, devido a capacidade de estimular a liberacdo de
mineralocorticoides pelas supra-renais como a aldosterona que favorece a
reabsorcdo de sodio e retencdo hidrica, este por sua vez quando hiperativado,
causa sobrecarga pressorica sobre o sistema cardiovascular, esta sobrecarga induz
a formacdo hipertrofica (FYHQUIST;SAIJONMAA, 2008).

O principal fator mecéanico associado a hipertrofia cardiaca é a sobrecarga
pressorica, pois este aumenta o trabalho cardiaco demasiadamente. O aumento do
trabalho cardiaco de maneira a exauri-lo, promove o aumento do tamanho fibrilar,

sem estimulos de géneses de cardiomiécitos de maneira expressiva, aumentando a
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massa ventricular e a espessura dos ventriculos, caracterizando a hipertrofia
cardiaca (CICOGNA, 2002). Individuos que desenvolvem hipertrofia cardiaca,
sobrevivem ao ataque cardiaco, e podem ser acometidos pelas coomorbidades,

como a insuficiéncia cardiaca (PACKER,1992)

O tratamento do IAM, pode ser dividido em: cirirgico e ndo cirdrgico, porém,
em ambos, a farmacoterapia se faz necessaria (RITCH,2001). A terapéutica
cardiovascular adotada para o IAM é subdividida no tratamento de urgéncia,
baseada na reperfusédo miocardica, com uso de agentes doadores de Oxido nitrico
(NO), para dilatacdo coronaria e reestabelecimento do fluxo sanguineo, bem como o

controle da presséao arterial, com agentes anti-hipertensivos (OHJA, 2012).

A terapia farmacolégica de manutencdo ocorre no periodo poés-infarto e é
baseada no impedimento de reincidéncias. Ela é caracterizada pelo uso da
polifarméacia, e os pacientes devem ser clinicamente acompanhados, pois ha o
envolvimento de muitas classes farmacolégicas, como: anti-hipertensivos,

hipolipidémicos e antiagregantes plaquetarios (CAMPBEL, 2007).

E digno de nota, que na terapéutica cardiovascular vigente, ndo existem
classes de farmacos preventivos ao desenvolvimento do IAM. A estratégia
terapéutica utilizada para evitar as complicacdes cardiovasculares € o uso de anti-
hipertensivos de primeira escolha para o controle da hipertensdo arterial em
pacientes com risco cardiovascular, porém estes farmacos sdo ineficazes no
impedimento dos agravos da hipertensdo. Em contraste, recentes estudos tém
demonstrado que alguns anti-hipertensivos, como 0s bloqueadores de canais de
calcio e antioxidantes, apresentaram propriedades cardioprotetoras em testes pré-
clinicos, logo, diante desta premissa se faz necessaria a busca de novos agentes
preventivos ao infarto (SANDMANN, 2001).

2.2ATIVIDADE AUTONOMICA SIMPATICA E INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO
EXPERIMENTAL

O sistema cardiovascular tem como principal funcdo o transporte de
substancias necessarias ao metabolismo celular (DAMPNEY, 2003). Para o bom
desempenho desta funcdo, ha necessidade do controle adequado dos niveis

presséricos de perfusédo tecidual e arterial sistémico (SUN, 2005).
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Nesta conjuntura, um dos mecanismos de controle da presséo arterial e da
perfusdo sanguinea é a utilizacdo dos mecanismos de controle neuro-humorais
ativados pelo sistema nervoso central e autonémico, que permite a liberacdo de
horménios capazes de regular a homeostasia cardiovascular (DIBONA, 2004). Desta
maneira, as interagdes entre os sistemas nervoso autonémico e cardiovascular sao
complexas e fundamentais para o bom desempenho cardiovascular, conferindo
equilibrio e protecdo as fung¢des condutoras (RAMCHANDRA, 2005).

A funcéo cardiovascular é controlada pela interacdo entre o sistema nervoso
autondmico simpatico e parassimpatico. Diante do importante papel de regulacdo do
coracdo, o sistema nervoso autondmico estd intrinsecamente relacionado com
processos fisiopatologicos cardiovasculares, como: alteracdes isquémicas,

degenerativas, inflamatorias, toxicas e metabolicas (BOLIS, 2000).

As modificagbes da homeostasia cardiaca anteriormente relatada originam as
principais doencas do aparelho cardiovascular como: hipertenséo, arritmias, 1AM e
insuficiéncia cardiaca. Portanto, o desequilibrio do sistema nervoso autonémico esta
envolvido na génese das doencas cardiovasculares e tem sido alvo de estudos de
muitos grupos de pesquisa (PORTER, 1990; HOYER, 2008).

Zipes e Wellens 1998, comprovaram que nas doencas cardiovasculares ha
um aumento significativo da atividade simpatica e diminuigcdo do tdbnus vagal. A
hiperexcitacdo da sinalizacdo simpatica gera inconstancia de correntes
eletrofisioldgicas que constituem os fatores pré-arritmogénicos, assim como 0s
efeitos depressores da sinalizacdo parassimpatica constituem os fatores anti-
arritmogénicos, por conferirem maior constancia das correntes eletrofisiolégicas, o
que confere protecdo cardiaca (ZIPES E WELLENS, 1998; TAGGART, 2003). em
muitas doengas cardiovasculares, como a hipertensdo arterial e a hipertrofia
ventricular esquerda, ha um aumento expressivo da via simpatica, assim como seus
efeitos excitatérios mediados pelas catecolaminas (GRASSI, 2004; SCHLAICH,
2003).

Estudos recentes tem mostrado que esta hiperatividade simpatica se deve a
modificacdes dos neurbnios localizados na regido rostroventrolateral medular
(RVLM) nos neurdnios da area pressorica medular e na regido caudal ventrolateral
medular (CVLM) no nucleo do trato solitario (KIRSTEIN, 2004).
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Estas regides sdo caracterizadas pela capacidade de regular o sistema
baroreflexo e controle da frequéncia cardiaca associada ao aumento ou reducédo da
pressao arterial. A CVLM também conhecida como area pressérica medular exerce
controle sobre a RVLM através da via inibitéria gabaérgica, a RVLM esta
intrinsecamente relaciona ao sistema nervoso simpatico, esta regido envia fibras
excitatérias para os neurdnios pré-ganglionares do trato cortico espinal que por sua
vez libera catecolaminas para o coragdo aumentando assim a frequéncia cardiaca,
em contrapartida o aumento exacerbado da frequéncia cardiaca gera aumento no
estiramento dos receptores do baroreflexo que inicia o sistema inverso, ou seja a
regido CVLM é ativada e inibe a regido RVLM reduzindo assim a sinalizacao
simpatica (CARLSON,2008). Este sistema também pode ser ativado pelo sistema
renina-angiotensina devido a alta densidade de receptores AT1 na RVLM que pode
ser ativado pela angiotensina Il e assim este pode se tornar o maior local de

excitagdo do sistema nervoso simpatico (ZUCKER, 2005).

Assim, as modificacbes nestas regides de controle da frequéncia cardiaca
ocorrem devido a alta sinalizacao dos neurdnios da RVLM e reducao na sinalizacéo
de neurdnios CVLM, ou ineficacia do sistema efetor da CVLM, sendo assim ha
superexcitacdo simpatica contribuindo para o descontrole da frequéncia cardiaca,
gue gera taquicardia e indisponibilidade de oxigénio as células miocardicas e
colabora para a isquemia miocardica bem como faléncia miocardica (KIRSTEIN,
2004).

J& esta bem estabelecido na literatura que as principais alteragfes simpéticas
como geradoras de disfun¢des autondmicas. O aumento do tbnus simpatico gera
mecanismos compensatorios, que abrangem efeitos cronotrépicos e inotropicos para
a adequacao do deébito cardiaco, da pressao arterial sistémica e das perfusdes
organo-celulares (HASKING, EISENHOFER, 1996). As catecolaminas enddgenas
guando hiperestimuladas ndo s6 exercem efeitos toxicantes diretos aos miocardios,
como também s&o capazes de promover sinalizacdes apoptoticas nos tecidos
cardiacos mediada por citocinas e sua integracdo ao sistema imune (MANN, 1992;
COMMUNAL, 1998).

Em casos de IAM, apdés a crise inicial, ocorre a liberacdo de fatores

vasoativos e neuroativos, como: aldosterona e angiotensina Il que sao ativados
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devido a baixa pressorica tissular, favorecendo o mecanismo de retencéao de agua e
sodio e vasoconstricdo mediado pela angiotensina Il, produzindo aumento do
volume sanguineo circulante e aumento pressorico (FRANCIS, 1998). Porém este
efeito compensatoério provoca uma sobrecarga pressoérica ventricular, que agrava a
insuficiéncia cardiaca gerada pelo IAM (FELDER, 2003).

Como ja relatado anteriormente, em casos de IAM, ha uma superestimulacao
simpatica, que possui como neurotransimissor efetivo a adrenalina, uma
catecolamina endogena, isto explica o fato do sucesso do uso de beta-bloqueadores
no tratamento da insuficiéncia cardiaca e IAM, desta forma os efeitos patolégicos
sdo minimizados e tendem a normalizar o sistema cardiovascular (HJALMARSON,
1997; PAVLOVIC, 2000). Estudos de Catelli e cols mostraram que a administracao
de farmacos simpatomoduladores como a clonidina e a rimelina preveniram danos
miocardicos em coelhos (CATELLI, 2003). O uso farmacoldgico de farmacos que
possam contrapor este desequilibrio tem sido desenvolvido com a finalidade de

tratar os agravos relacionados ao IAM.

Diante do exposto, alguns modelos experimentais de IAM, foram
desenvolvidos, para facilitar o entendimento fisiopatologico e farmacoldgico de
farmacos que possam apresentar um potencial cardioprotetor. Os modelos mais
comumente empregados sdo in vitro: modelo de isquemia-reperfusdo e modelos in
vivo: modelo de oclusdo coronariana cirdrgica, modelo crioscépico cardiaco e
modelo por inducdo farmacologica com farmacos simpaticomiméticos, como
isoproterenol (HEARSE, 2003).

O modelo experimental isquemia-reperfusdo € caracterizado pela utilizacao
de coragdes isolados, retirados de animais saudaveis, inseridos em banho de 6rgéo,
o qual apds um periodo de estabilizacdo, passa por um periodo de isquemia, através
da ligacéo reversivel do ramo descendente da artéria coronaria esquerda durante 45
minutos, onde neste periodo cessa a disponibilidade de oxigénio ofertada ao
miocardio, ocorre rapida conversdo de ATP a hipoxantina, logo apdés o coracgéo é
reperfundido, e a oxigenagédo é reestabelecida por um periodo de 60 minutos, neste
periodo a hipoxantina formada é convertida enzimaticamente a peroxido de
hidrogénio, urato e anion superoxido que inicia desequilibrio redox no miocardio
(OHJA,2010).
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Outro modelo experimental de infarto denominado modelo crioscopico baseia-
se no congelamento de uma parte do coragdo, ao qual é realizado através de um
procedimento cirdrgico, onde o coracdo rapidamente exposto a um aparelho que
pontualmente congela uma pequena por¢cdo do coracdo, em seguida este é
recolocado na caixa toracica e os animais operados sdo mantidos em biotérios para
recuperacdo pos-cirlrgica, neste periodo ocorre sinalizacdo pro-inflamatoria e
formacdo de necrose cardiaca, porém seus mecanismos ainda ndo foram bem
estabelecidos, motivo de atual desuso (LUSTGARTEN,1999)

O modelo de ocluséo coronaria caracteriza-se pela utilizacdo de procedimento
cirirgico, com exteriorizagdo cardiaca com compresséo lateral do térax e ligacdo
irreversivel da coronaria esquerda, atraves de fios de sutura, o coracéo é recolocado
na caixa toracica, 0s animais passam por um periodo de recuperacdo cirurgica,
periodo no qual ha o desenvolvimento do IAM, em seguida aos testes hemodinamico
e post mortem. Porém, ha necessidade de uso de equipamentos de ventilacdo
artificial, e ha um indice consideravel de mortes no desenvolvimento experimental,
tornando a técnica de dificil execugao (ZORNOFF,2009).

O modelo isoproterenol é caracterizado pela hiperestimulacdo ndo seletivade
receptores adrenérgicos, porém com maior afinidade para receptores f;-
adrenérgicos, devido a maior densidade destes receptores no tecido cardiaco. Esta
hiperestimulacdo gera uma grande mobilizagéo de fons Ca?*, aumentando assim os
efeitos cronotropicos e ionotropicos positivos, 0 que leva ao trabalho cardiaco
exaustivo, gerando assim insuficiéncia cardiaca, hipertrofia ventricular e inducéo de
necrose miocéardica, resultando em liberacdo de biomarcadores do IAM
(TROPONINA |, CK-NAC, CK-MB, LDH-2) e invasao de células leucocitaria
provocando digestdo de miofibrilas, semelhante ao processo de morte cardiaca em
quadros de IAM (REMIAO,2002). Associado a este efeito, as catecolaminas s&o
rapidamente convertidas em formas oxidativas, aumentando assim 0s niveis de
oxidantes, estes por sua vez, aumentam a toxicidade no sistema cardiovascular e

levam a eventos de lipoperoxidacgao, iniciando o IAM (SINGAL,1983).

O isoproterenol é uma catecolamina sintética, estruturalmente caracteriza-se
por uma regido aromatica associada a uma cadeia alifatica que é considerada o

ponto de ancoragem em receptores adrenérgicos, farmacologicamente atua
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mimetizando os efeitos de hormdnios enddgenos (adrenalina e noradrenalina), e &
utilizada na clinica com a finalidade de reanimacao cardiaca ou como farmacos de

controle pressérico em procedimentos cirargicos (SBC,2003).

Possui farmacodinamica relacionada por seus efeitos cronotropicos e
ionotropicos positivos, através de receptores metabotropicos do tipo adrenérgico
(B1,B2), no coracao atua em receptores preferencialmente do subtipo ;, devido a sua
alta densidade, que estédo acoplados a proteina G do tipo Gs, que estimula a enzima
ciclase de adenilil (AC), favorecendo o aumento de monofosfato de adenosina
(AMPc), este segundo mensageiro, favorece a abertura de canais para célcio do
reticulo sarcoplasmatico e dos canais para calcio tipo L expressos na membrana,
este por sua vez, aumenta 0s niveis de calcio intracelular, que agora estéo
disponiveis para a interagdo com miofibrilas, resultando em contracdo cardiaca,

aumentando assim a frequéncia e o débito cardiaco e a forga contratil (XIAO, 2004).

A exposicdo em doses repetidas, ao isoproterenol, provoca alteracbes e
distirbios cardiovasculares, estes podem ser gerados pela hiperestimulacéo
adrenérgica. As principais alteracdes séo: morfologicas, funcionais e metabdlicas, a

juncéo destas alteracdes € denominada cardiomiopatia (NAIR,2006)

O isoproterenol induz hipertrofia muscular, caracterizada pelo aumento de
massa muscular, sem aumento de numero de células miocardicas
(GOLDSTEIN,1995), esta hipertrofia € mediada pela interacdo com receptores 1
adrenérgicos, pelo trabalho cardiaco extenuante (TAIMOR,2001), aliado a isto ha
aumento sobre a sinalizacdo do sistema renina-angiotensina, contribuindo para o
processo hipertréfico (OCARANZA,2002) ativada pela hiperestimulagdo adrenérgica
nas regides medulares do sistema nervoso central. O aumento do estresse oxidativo
celular (AMIN,2001) parece estar envolvido na sinalizag&do hipertrofica, porém este

mecanismo ainda ndo esta bem esclarecido.

O efeito toxicante direto as células miocardicas, provoca necrose com bandas
de contracdo, caracterizada pelo aparecimento de células mortas em estado de
hipercontracéo, infiltrado de células inflamatorias mononucleares e de calcificacdes,
devido aos depositos de calcio mitocondriais, perda de glicogénio e marginalizacéo
de cromatina, estes efeitos parecem ocorrer quando largas quantidades de calcio

entram nas células por membranas danificadas, que sédo lesadas quando ha o
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aumento de formas oxidativas do isoproterenol que atacam as membranas celulares
(DAHLLA,2001)

Estas alteracbes membranares geram uma sinalizacdo apoptotica extrinseca,
com inducdo da caspase lll via TNF-a, mediada pela ativacdo 1 adrenérgica
(OLIVETTI,2000).A necrose induzida, acompanha o fenébmeno de fibrose
(GRIMM,1998). Este tipo de necrose é observada em casos de morte subita
(GOLDSTEIN,1995)

As principais alteracdes histologicas que ocorrem nas primeiras 24 apés a
administracao de altas doses de isoproterenol, sdo: formacao de edemas intersticiais
e intercelulares, turgéncia das fibras musculares, hernizacdo de discos celulares,
vacuolizacdo extensa, inflamacédo exacerbada e agregacédo de células inflamatoérias
(REMIAO,2002).

As alteracdes bioquimicas advém dos disturbios metabdlicos, induzidos por
isoproterenol, ocorre uma reducdo no metabolismo energético de cardiomiécitos
assim como dos antioxidantes endogenos, caracterizado por reducdo dos niveis de
glicogénio, ATP e de creatino fosfoquinase, aumento da captacéo de lipideos pelo
ventriculo esquerdo e reducéo das desidrogenases miocardio e aumento destes na
corrente sanguinea, ha também aumento nos niveis de transaminases circulatorias
(SANCHES,1997).

As alteracdes eletroliticas mais proeminentes estdo relacionadas com
aumento dos niveis de calcio e de sua captacdo pelo miocardio em torno de 6 horas
apos a administracéo do isoproterenol, reducédo nos niveis de Na* e Ca®** e aumento
dos niveis de K' na corrente sanguinea, apds 24 horas manutencdo ou ligeiro
aumento nos niveis de Na® no miocardio e normalizacdo dos eletrdlitos com leve

reducdo nos niveis de célcio plasmaticos (REMIAO,2001)

As alteragcbes membranares, ocorrem sobre os fosfolipideos, apds 24 horas
da administracdo ocorre diminuicdo da capacidade de metilacdo do sarcolema,
aumento do conteudo do reticulo sarcoplasmatico e reducdo da capacidade de
metilacdo e nao ha alteragcbes significativas no conteado e metilacdo de
mitocondrias(SANCHEZ,1997);
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Quanto ao sarcoplasma, apdés 24 horas ha diminuicdo sobre bombas de
célcio, reducdo dos sistemas antiporte Na*-Ca?*, aumento nos reservatérios
superficiais de calcio, sem alteracdo na densidade de canais de célcio e de bombas
Na’-K*(DAHLLA,2001)

As alteragbes hemodinamicas se devem ao aumento dos niveis pressoricos
sistémicos induzidos pela hiperestimulacdo adrenérgica e inibicdo dos fatores de
vasorelaxamento. Além disto, ha isquemia parcial provocada por vasoespasmos
coronarianos, que induz uma oclusdo coronariana pelo mecanismo de
vasocontracdo de catecolaminas, porém estes, ndo sdo considerados fatores
preditivos ao desenvolvimento do IAM (MARQUES, 2006)

O isoproterenol também induz lipdlise, mediado pela interagdo com
receptores do tipo B3, este tipo de efeito tem sido correlacionado a necrose induzida
(BLOOM,1999).

A inducdo do estresse oxidativo pelo isoproterenol pode acontecer por duas
maneiras: 1- via indugcdo da MAO ou 2- via formacdo de quinonas e aminocromos. A
primeira catalisa a desaminacdo oxidativa do isoproterenol, produzindo como
produtos da reacao péroxido de hidrogénio, que tem sido atribuida a toxicidade de
catecolaminas, devido a sua propriedade de ser transformar em anions superoxidos
(BINDOLI,1992).

A segunda ocorre quando as catecolaminas sdo oxidadas em quinonas ou
aminocromos, como isoprenocromo, produto da oxidagdo do isoproterenol, como
formacdo de ERQO’s, estes por sua vez sdo capazes de oxidar novas catecolaminas,
dando origem a um ciclo de formacao de espécies reativas de oxigénio, quinonas,
aminocromos e ERO’s possuem a capacidade de reagir eletrofilicamente
grupamentos tidis presentes no aminoacido cisteina, que constituem proteinas, estas
por sua vez estdo presentes em membranas celulares, isto provoca desestabilizacao
celular, iniciando a via apoptotica, que caracteriza a genotoxicidade induzida por 1ISO
(DHALLA,2001).

Aléem disto, as formas oxidadas do isoproterenol e ERO’s reagem

eletrofilicamente com a glutationa, que encontra-se abundantemente em hepatocitos
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gue induz toxicidade em nivel metabdlico na biotransformacdo e excrecéo
(REMIAO,2002).

O infarto induzido por isoproterenol € um modelo, de baixo custo efetivo, &
capaz de mimetizar todos os efeitos patolégicos do IAM, possui alta especificidade e
reprodutibilidade. Além de ndo necessitar de aparatos e aparelhagens de alto custo-

tecnologico.

3.3 PLANTAS MEDICINAIS NA TERAPEUTICA CARDIOVASCULAR E Alpinia

speciosa

Plantas, por sua origem biologica, necessitam de substancias fisiolégicas que
as mantenham vivas e em equilibrio natural. Assim, elas produzem substancias por
meio de rotas biossintéticas que ddo origem a metabdlitos primarios, responsaveis
pela nutricio e desenvolvimento das mesmas, ou metabdlitos secundarios,
substancias estas, responsaveis por mecanismos de defesa ou proliferacdo da
espécie, estes ultimos também encontram aplicagdes nas ciéncias da saude, atraves
do seu uso terapéutico (LAPA, 2004).

Os produtos de origem natural tém sido utilizados com a finalidade terapéutica
ha muitos anos, os primeiros registros foram descritos ainda na idade antiga
(DUNFORD, ELDIN, 2001). O uso de plantas medicinais tornou-se popular através
do conhecimento tradicional, passado de geracédo a geracdo. Em nosso pais, 0 uso
foi também disseminado por meio do conhecimento popular indigena, que utilizavam

extratos vegetais rudimentares no tratamento de doencgas (DAHALLA, 1996).

Hoje, é possivel observar que mesmo apdés o0 surgimento da sintese de
compostos, os produtos de origem natural, ainda representam parte expressiva do
arsenal terapéutico, seja através do uso de fitoterapicos, fitofarmacos, seja pelo uso
de vegetais na medicina popular (MACIEL, 2002; MACEDO, 2007). E valido
ressaltar que 28% dos medicamentos Uteis ha medicina moderna sédo derivados de
produtos naturais ou sdo de origem natural, 4% dos sintéticos possuem 0 grupo
farmacoforico de origem natural (CRAGG, 2007). Poréem, ainda sdo poucas as
plantas com atividade medicinal e com requisitos de seguranca e farmacodinamica
respectivamente elucidadas (VORA, MANSOOR, 2005).
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Na terapéutica cardiovascular, os glicosideos -cardioativos (digoxina e
digitoxina) extraidos da Digitalis purpurea “dedaleira”, sdo exemplos de produtos
naturais de origem vegetal comercialmente vendido e s&o utilizados no tratamento
de arritmias cardiacas, insuficiéncia cardiaca congestiva e taquicardia
(NAVARRO,2000).0 captopril, farmaco sintético, porém originado de produto natural
(endotoxina da serpente Bothrops jararaca) € um anti-hipertensivo, inibidor da
enzima conversora de angiotensina (ECA) é outro exemplo produto natural
(IANZER,2004), comercialmente vendido, ambos estdo inclusos na Relacdo
Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) e empregados na terapéutica
vigente (RENAME,2010).

A busca por moléculas bioativas no campo cientifico € impulsionado gracas
ao uso popular de plantas com a finalidade terapéutica, visando a geracao de
conhecimento sobre o0s aspectos etnofarmacolégicos e/ou procura de novos
compostos que possam ser inseridos no mercado farmacéutico com eficacia e
segurancga superiores aos ja encontrados na terapéutica vigente, assim a pesquisa
farmacologica de produtos biologicamente ativos tém crescido com o passar do
tempo (SCHIAVO, 2006).

Aproximadamente 82% da populacdo do nosso pais recorrem aos produtos
naturais a base de plantas para tratamento de seus agravos de saude, uma saida
para um tratamento farmacologico com bases cientificas e em sua maioria de baixo

custo efetivo € o uso de fitoterapicos (ABIFITO,2004).

Em 2001, o ministério de saude do Brasil, langcou o programa nacional de
plantas medicinal e fitoterapico, fornecendo uma relacdo de medicamentos
fitoterapicos Gteis na atencdo basica (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

A politica nacional de plantas medicinais e fitoterapicos aprovada pelo decreto
n° 5.813 de 22 de junho de 2006, surgiu com 0 objetivo de garantir a populacao
brasileira 0 acesso seguro e racional de plantas medicinais e fitoterapicos de modo a
promover o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia
produtiva bem como da industria nacional, além de ampliar as opc¢des terapéuticas
de modo seguro e eficaz integrado aos servicos de saude, preservando o

conhecimento tradicional, elevar a pesquisa, desenvolvimento tecnologico e
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inovagdes integradas a plantas medicinais e fitoterapicos nas varias fases da cadeia
produtiva (PNPMF/2006)

Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), lancou a
resolucdo de numero RDC 26/2014 que regulamenta o uso de produtos tradicionais
fitoterapicos e a instrucdo normativa 2/14 que lista plantas que sdo reconhecidas
como seguras e eficazes, declaradas pela ANVISA como registro simplificado. A
primeira resolugdo objetiva-se em regulamentar os produtos tradicionais fitoterapicos
cujos mesmos serdo autorizados pela demonstracdo do uso seguro em humanos
por um periodo de aproximadamente 30 anos. Quanto a instru¢cdo normativa fixa 43
plantas comumente utilizada pela populacdo com finalidade terapéutica e que
poderdo ser utilizada para a producdo de medicamentos sem a necessidade de
comprovacdo adicional de eficacia e seguranca em registro simplificado (RDC
26/2014; IN 2/14).

A riqueza da biodiversidade brasileira estimula a populagdo a retirar da
natureza plantas com o objetivo de curar doengas, fornecendo subsidios para
estudos etnofarmacologicos, visando a averiguacdo de atividade farmacoldgica de
plantas para curar a doenca na qual é empregada popularmente (BENINI,2010).

A valorizagéo da flora brasileira e seus compostos isolados como fonte de
prototipos de novos farmacos integra o perfil atual do uso de recursos naturais de
maneira sustentavel, recomendado pelas politicas publicas de uso de fontes naturais
renovaveis, em contrapartida estimulam a busca pela comprovacdo da seguranca e
dos efeitos terapéuticos associados ao uso tradicional de plantas na medicina
brasileira (MINISTERIO DA SAUDE, 2011)

Alguns géneros de plantas tém sido relatadas por seus efeitos
cardioprotetores. Dentre eles, o género Vitis, conhecidas por compor as espécies de
uvas utilizadas na producdo de vinhos e sucos, vem se destacando por suas
propriedades vasodilatadoras, reduzindo a resisténcia periférica total e, por
conseguinte a pré-carga pressorica (NAMES, 2013)

Deste modo, a espécie Vitis vinifera, apresentou propriedades
cardioprotetoras, devido as reducdes pressoricas anteriormente relatadas (ORALLO,
2002) dependentes das produgbes de oOxido nitrico (MOURA, 2002) e efeitos



35

antioxidantes (CHIDAMBARA, 2002).Também foram avaliados os efeitos
cardioprotetores de procianidinas (MANFREDI,2003) e de compostos polifenélicos
derivados de Vitis vinifera (LEIFER,2008).

A miricetina, flavonoide derivado de Vitis vinifera, foi capaz de reduzir os
niveis de CK total, aumentou as enzimas antioxidantes superéxido dismutase e
catalase e foi capaz de diminuir a desordem na frequéncia cardiaca induzida por
isoproterenol (TIWARI, 2009).

O resveratrol, polifenol encontrado em espécies de Vitis, mostrou a
capacidade de produzir efeitos cardioprotetores, devido a modulacao nas fungdes de
células vasculares, modula efeitos vasorelaxantes (LI, 2000), inibe a oxidagdo de
LDL, suprime a agregacao plaquetaria e reduz o dano miocardico durante o infarto
induzido pelo modelo isquemia-reperfusdo, deste modo tem sido relatado com o
componente responsavel pelo efeito cardioprotetor de espécies de uvas
(BRADAMANTE, 2004).

De modo semelhante, a espécie Vitis labrusca, foi investigada quanto aos
seus efeitos cardioprotetores, o extrato etanodlico das folhas, promoveu reducdo no
estresse oxidativo, lipoperoxidagcdo e foi capaz de modular as enzimas superéxido
dismutase e catalase(OLIBONI,2011).

Também, ja foram relatados na literatura seus efeitos cardiovasculares, anti-
hipertensivos indutores de vasorelaxamento dependentes de endotélio (MOURA,
2004).

O género Allium e seus compostos isolados tém sido reportados na literatura
por suas atividades cardioprotetoras, a espécie Allium ursinum, promoveu efeito
cardioprotetor e reduziu os disturbios hemodindmicos presentes no IAM, estes
efeitos se devem a inativacdo da enzima conversora de angiotensina, gerando
reducdo na liberacdo de angiotensina Il e seus efeitos reduzindo o volume e débito
cardiaco, e assim diminuindo a pré-carga vascular, deste modo ha bloqueio do
processo de remodelamento cardiaco e faléncia miocéardica resultante da
hipertenséo e seus agravos a longo prazo, estes efeitos tem sido atribuidos ao acido
garlico (RIETZ,1993)
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A espécie Allium sativum, induz efeito cardioprotetor, por bloqueio da
lipoperoxidacdo induzida durante a isquemia (SARAVANAN, 2004), além de possuir
efeito vasorelaxante e reduzir calcificacbes coronarias, facilitando a irrigacao
miocardica e o consumo de oxigénio, prevenindo assim a hipoéxia, o acido garlico foi
apontado como responsavel por este efeito (GINTER, 2010). De maneira analoga, a
espécie Allium chinense, produz efeito cardioprotetor dependente da via oxidativa,
este é capaz de reduzir o estresse oxidativo lipidico em cardiomiécitos isolados
(REN, 2010).

O extrato metanodlico de Allium cepa, produziu efeito cardioprotetor, por
reducdo da hipdxia induzida bem como,reducdo sobre a apoptose mediada pela
caspase Il (PARK,2009).

O género Crocus, caracterizado por compostos pigmentares alimenticios
comercializado como especiarias na asia, foram avaliados quanto as propriedades
cardioprotetoras, a espécie Crocus sativus, produziu reducdo nos disturbios
hemodinamicos, bioquimicos e histopatoldgicos presentes no 1AM (GOYAL,2010)
assim como, redugdo na injuria induzida por isoproterenol (SCHDEVA,2012).0
safron e o safronal, produtos derivados de Crocus sativus, demonstraram seus
efeitos cardioprotetores (MEHDIZADEH,2013) reduzindo os indices hipertroficos
cardiacos induzidos pelo IAM (JOUKAR,2012).

O género Terminalia, foi relatado por suas acdes cardioprotetoras, a espécie
Terminalia arjuna, possui seus efeitos atribuidos as propriedades antioxidantes e
bloqueio da cascata apoptética (SHUKLA, 2012), a espécie Termindlia pallida,
diminuiu as taxas de biomarcadores e melhorou os aspectos histopatolégicos do
IAM (SHAIK,2012).

O género Sygyzium, tem apresentado efeitos cardioprotetores, por suas
propriedades antioxidantes, o extrato metandlico das sementes de Sygyzium cumini,
promoveu cardioprotecdo, reduziu os niveis de CK-MB, CK-NAC e LDH (MASTAN,
2009). A espécie Sygyzium aromaticum, mostrou efeitos cardioprotetores

dependente de seus efeitos antioxidantes (OWEN, 2002).

Neste contexto, a familia Ziginberaceae, possui cerca de 1.200 espécies e

cerca de 53 géneros, dentre eles o género Alpinia, este € abundante na regiao da
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indo-malasia, componentes de diversas medicinas alternativas como ayurvedica e
chinesa e conhecidas por seus compostos aromaticos, utilizados na aromaterapia
(ELPO,2004). Recentes estudos tém demonstrando que, algumas plantas da familia
ziginberaceae possuem efeitos cardioprotetores, como: Zingiber officinale
popularmente conhecido como “gengibre” e Alpinia chinensis , planta originaria do
oeste asiatico com propriedades antioxidantes e utilizadas na medicina tradicional
chinesa (ANASARI, 2006;TIWARI, 2012).

Alpinia speciosa (Pers.) B.L.Burtt. & R.M. Smith (sinonimias cientificas: Alpinia
zerumbet, Costus zerumbet, Languas speciosa, Zerumbet speciosa-
CORREIA,2010)é uma planta aroméatica utilizada na ornamenagdo domeéstica,
pertencente a familia Zingiberaceae, € encontrada com facilidade nas regites
tropicais e subtropicais de todo o mundo incluindo o Brasil. No nosso pais é
conhecida popularmente como colénia e é amplamente utilizado na medicina
popular mundial, dentre seus usos populares destacam-se em sua aplicacdo na

hipertenséo arterial e no tratamento de Glcera (ARAUJO, 2005).

Diversas atividades farmacologicas tém sido relatadas na bibliografia para o
6leo essencial de Alpinia speciosa como: efeito antinociceptivo (ARAUJO, 2005),
efeito miorelaxante (WONG, 2009), efeito ansiolitico (KOIKE, 2009), efeito
neuroléptico (ARAUJO, 2010), dentre outras.

Os efeitos cardiovasculares induzidos pelos extratos ou componentes

isolados de A. speciosa sao bem referidos na literatura.

Moura e colaboradores 2005 descreveram o efeito anti-hipertensivo e
vasorelaxante induzido pelo extrato hidroalcodlico das folhas de A. speciosa. Os
autores atribuem o efeito anti-hipertensivo a propriedade vasorelaxante dependente
de endotélio, seu mecanismo esta associado a sintese de oxido nitrico via GMPc
(MOURA, 2005). O oleo essencial e monoterpenos isolados da A. speciosa
induziram efeito anti-hipertensivos e vasorelaxantes em ratos DOCA-sal (LAHIOU,
2003).

Em atrios isolados de ratos, o 6leo essencial desta planta foi capaz de
promover uma atividade cardiodepressora por bloqueio de canais de calcio tipo L
(SANTOS 2011). O extrato etanodlico das sementes de A. speciosa foi capaz de
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aumentar os niveis de colesterol de alta densidade (HDL) e reduzir o colesterol de
baixa densidade (LDL), indicando efeitos hipolidémicos (LIN, 2008). Foi relatado
também o efeito antiplaquetario de substancias isoladas dos rizomas de A. speciosa
(TENG, 1990). Os efeitos antioxidantes do Oleo essencial desta planta foram
descritos por Tawata (TAWATA, 2007) Victorio e colaboradores 2009, correlacionam
as melhoras hemodinamicas com suas propriedades antioxidantes (VICTORIO,
2009).

Quanto aos aspectos toxicologicos, o extrato hidroalcodlico apresentou baixa
toxicidade em testes de toxicidade aguda e subaguda em camundongos
(MENDONGCA, 1991).Porém ndo ha relatos das propriedades cardioprotetoras

induzidos pelo extrato hidroalcodlico das folhas de Alpinia speciosa
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3.0BJETIVOS
3.1 GERAL

Avaliar o possivel efeito cardioprotetor induzido pelo extrato hidroalcodlico das
folhas de Alpinia speciosa, em ratos wistar, infartados por indugcdo com

isoprotenerol.

3.2 ESPECIFICOS

Aferir as taxas séricas da aspartato aminotransferase (AST), lactato desidrogenase
(LDH) e creatina quinase (CK)

Avaliar a morfometria nas rela¢des peso/espessuras do miocéardio;

Determinar as areas de lesdes necréticas no miocardio, avaliando a extensdo do
infarto instalado;

Examinar a histologia do miocéardio, observando a formagdo de mionecrose,

infiltrado de células leucocitarias e remodelamento cardiaco pos-infarto.
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4 MATERIAL
4.1 COLETA BOTANICA

4,5 Kg de folhas de A. speciosa foram coletadas em setembro de 2010, no bairro
Cidade Universitaria em Maceié - Alagoas. A espécie foi devidamente identificada
pela botanica Flavia de Barros Prado Moura. Uma exsicata do material botanico
encontra-se depositada no Herbario Professor Honério Monteiro (MUFAL), sob n.°
de registro MUFAL 4090.

4.2 ANIMAIS

Foram utilizados em todos os experimentos ratos Wistar machos, (Rattus
norvegicus), pesando entre 250 e 350 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alagoas. Todos os animais foram mantidos sob condi¢cbes
controladas de temperatura e ciclo claro-escuro de 12 horas (6-18 horas), tendo livre

acesso a alimentacéo e agua.

Todos os procedimentos experimentais descritos neste trabalho estdo de
acordo com as normas de uso de animais em laboratorio conforme descritos em
guias de experimentacdo animal e o presente trabalho foi aprovado pelo comité de
ética em pesquisa conforme namero de protocolo N°010852/2009-01.

4.3 SUBSTANCIAS

Tiopental soédico (Cristalia prod. Quim e farmacéuticos®),Isoproterenol (Sigma
Chemical, USA), Cremophor (Sigma Chemica, USA) Kits bioquimicos: CK-NAC
liquiform, CK-MB liquiform, LDH liquiform, AST liquiform (Labtest), Etanol P.A
(Merck®), Acido acético glacial (Merck®), Cloroférmio (Merck®), Acido picrico
(Merck®), Xilol (Dinamica), Parafina histolégica 55°C (Labsynth ®), Parafina
histolégica 60° C(Labsynth ®), Hematoxilina (Interlab ®), Eosina (Interlab ®),
Tricrobmio de manson (Interlab ®),Intela (Interlab ®) Cloreto de trifenil tetrazélio
(Merck®)
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5.METODOS

5.1 OBTENCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE ALPINIA
SPECIOSA (EHAS)

As folhas foram secas na sombra sem ventilacdo durante 6 dias e depois
trituradas, resultando em peso seco de 4 Kg. Em seguida, as folhas foram
submetidas a um processo de extracdo utilizando uma mistura hidroalcodlica
(proporcéo: 90% de etanol mais 10% de agua destilada), sob forte agitacdo em 5
ciclos de meia hora cada. O extrato foi seco sob presséo reduzida em evaporador
rotatorio e apos este processo foram obtidos 3,5 Kg de extrato hidroalcodlico das
folhas com rendimento de 85,65%. O extrato foi desenvolvido no Laboratorio de
Produtos Quimicos e Recursos naturais da Universidade Federal de Alagoas
orientado pelo Prof°. Dr°. Jodo Xavier de Araudjo Janior. Em seguida o extrato bruto
foi cedido ao nosso laboratério para o desenvolvimento deste trabalho.

5.2 PREPARACAO DA SOLUCAO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS
FOLHAS ALPINIA SPECIOSA.

O extrato foi solubilizado em cremofor® (3 %) e dissolvido em solugéo salina

para obtencéo da dose de 300 mg/Kg (solugao estoque).
5.3 INDUCAO DO INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO

A inducéo do infarto foi realizada conforme técnica descrita por RAJADURAI;
STANELY; MAINZEN; PRINCE, 2006. O isoproterenol foi dissolvido em salina e
injetado por via subcutdnea nos animais na dose de 85 mg/Kg por dia durante dois

dias consecutivos.
5.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram alocados randomicamente em trés grupos com cinco

animais cada, conforme abaixo:
- Grupo néo infartado tratado com solugéo salina 0,9% -SC,;

- Grupo infartado com isoproterenol (85 mg/kg, 2x s.c.) e tratado com solucao
salina -ISO
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-Grupo tratado com o extrato na dose de 300 mg/Kg e induzidos ao infarto

com isoproterenol (85 mg/kg, 2x s.c.) -EHAS.

Figural- Representacdo esquematica do delineamento experimental por método

simpatomimético
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FONTE: TENORIO, E.P.2014

Os animais foram submetidos ao tratamento diario com o extrato ou salina por
gavagem (via oral) durante 26 dias e submetidos ao modelo de infarto no 25° e 26°
dia. No 27° dia, todos os grupos foram submetidos aos testes post mortem
(bioguimicos, morfométricos, macroscoépicos e histopatolégicos) com a finalidade de
avaliar as alteracdes cardiacas induzidas pelo isoproterenol, bem como possiveis

melhoras, associadas ao tratamento subcrénicos com EHAS.
5.5. ESTUDOS MORFOMETRICOS
5.5.1. Peso médio corporal dos ratos

Para avaliacdo de massa corpérea, os ratos foram pesados em balanga semi-
analitica modelo SHIMADZU® no inicio do tratamento (1° dia) e no Gltimo dia do

tratamento (27° dia).
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5.5.2. Peso médio dos coracdes

Os trés grupos foram eutanasiados por exsaguinacdo sob anestesia
(Tiopental sadico, 45 mg/Kg, i.p.). Os coracgOes foram excisados, isolados, limpos de
tecidos conectivos, lavados com solucéo salina 0,9% e em seguida pesados em

balanca analitica modelo MARTE ©.
5.5.3. Espessura ventricular

Os animais foram eutanasiados por exsaguinagcdo sob anestesia. Os
coracOes foram retirados, lavados com solugéao salina 0,9% e depois seccionados
em posicao longitudinal. Os ventriculos, esquerdo e direito, foram medidos através
de escala milimetrada utilizando paquimetro. Em seguida foram fotografados in

natura e sequencialmente submersos em fixador bouin.

5.6 ANALISE BIOQUIMICA: DETERMINACAO DAS TAXAS SERICAS DA
ASPARTATO AMINOTRANSFERASE (AST), LACTATO DESIDROGENASE (LDH)
E CREATINA KINASE (CK)

Com a finalidade de avaliar a extensdo da lesdo cardiaca induzida pelo
isoproterenol, as atividades da LDH, CK e AST no soro dos ratos foram medidas. Os
ratos foram eutanasiados por exsaguinacado sob anestesia e 0 sangue foi coletado
através puncdo cardiaca. O sangue coletado foi, inserido em tubos sem
anticoagulante, centrifugado a 800 rpm por 5 minutos, o soro coletado, separando
incubado em kits bioquimicos (CK-NAC,CK-MB,LDH e AST) Labtest®, e a leitura foi

realizada por espectrofotometria, calculadas as médias e os erros em triplicata.
5.6.1 Creatino-Kinase total (CK-NAC) e Creatino-Kinase fracdo MB (CK-MB)

A CK catalisa a desfosforilacdo da creatina fosfato para produzir adenosina
trifosfato (ATP), a qual reage com a glicose na presenca da hexoquinase (HK)
formando glicose-6-fosfato. A glicose -6-fosfato, na presenca de glicose-6- fosfato
desidrogenase (G-6-PDH), é oxidada a 6-fosfogluconato (6-PG) e reduzo NADP a
NADPH. A velocidade de incremento na absorbancia em 340 nm € proporcional a
atividade da CK na amostra.
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5.6.2 Lactato Desidrogenase(LDH)

A desidrogenase lactica (LDH) catalisa a converséo reversivel de acido lactico
muscular em &cido piravico, um passo essencial nos processos metabdlicos, que em
Gltima analise produzem a energia celular. A LDH catalisa a conversao do piruvato
ao lactato na presenca de NADH. O decréscimo da absorbancia em 340 nm devido

a oxidacao do NADH é proporcional a atividade da LDH na amostra.
5.6.3 Aspartato Amino Trasnferase (AST)

A determinacdo de aspartato amino transferase (AST) ou transaminase
glutdmico oxalacética (TGO) 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 agao da malato
desidrogenase é entdo reduzido a malato e a conezima NADH é oxidada a NAD. A
absorbancia em 340 nm é resultante da oxidagdo do NADH e é proporcional a
atividade da AST na amostra.

5.7 DETERMINACAO DE AREAS NECROTICAS EM MUSCULO ESTRIADO
CARDIACO

Os trés grupos foram eutanasiados conforme mencionado acima. Os
coracOes foram excisados e congelados por 20 minutos, e depois seccionados em
posicéo transversal em fatias 3-5 mm. Em seguida foram imersos em solucdo de
Cloreto de trifeniltetrazolio a 1% (TTC 1%) em meio tamponado com pH = 7,4 e
mantidos em banho-maria sob temperatura de 37 °C por 20 minutos. As seccées
foram examinadas sob luz, verificando existéncia de areas necroticas em
decorréncia do infarto e em seguida foram fotografadas. O teste baseia-se na
propriedade redox do TTC, este & convertido a formazan na presenca de
desidrogenases, este corante fixa-se nas ceélulas formando regides avermelhadas.
Em é&reas onde ha necrose, as células encontram-se mortas e as desidrogenases
inativas, desta forma nédo ocorre conversdo do TTC, assim néo ha fixacdo do corante

e as regides permanecem amareladas ou acinzentadas
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5.8 ESTUDOS HISTOPATOLOGICOS

Os ratos foram eutanasiados conforme mencionado acima. Os coracfes
foram retirados, imersos em fixador bouin e desidratados em concentracoes
crescentes de alcool etilico. Em seguida foram embebidos em parafina, seccionados
em fatias de espessura de 4 um, desparafinizados, hidratados e corados com
hematoxilina e eosina e tricromio de manson. Foram realizados cortes semi-seriado
contendo 9 laminas por peca histopatologica. Os parametros analisados nas laminas
foram: Migrac&o leucocitaria, contagem leucocitaria total e deposicdo de colageno

em tecidos cardiacos.
5.9 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos com média + erro padrdo da média (e.p.m).
Para o tratamento estatistico foi utilizado a analise de variancia ANOVA, One-way
seguido de Newman-Keuls. As diferencas entre as médias foram consideradas
significantes quando valor obtido para “p” foi menor que 0,05 (p < 0,05). Toda a
analise estatistica e plotagem dos gréaficos foram realizadas utilizando o programa

estatistico Graph-Pad Prism® versao 3.0.
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6.RESULTADOS
6.1 AVALIACAO DE MASSA CORPOREA
Pode-se observar na tabela 1, que ndo houve alteracdo significativa nas

massas corpoéreas dos animais em decorréncia da indugcdo do modelo experimental
ou do tratamento com EHAS.

Tabela 1-Peso corporal (g) dos ratos durante o experimento

Grupos 19 dia 272 dia

CS 29045,0 301,0+6,5
ISO 28512,0 303,048,0
EHAS 294+10,2 303,4+12,5

Grupos: Controle salina (CS, n=5), Controle infartado (ISO, n=5) e grupo tratado com extrato
hidroalcodlico de Alpinia speciosa (EHAS, n=5). Resultados expressos em médiat E.P.M analisados
estatisticamente em ANOVA one-way, seguido de pos testeNewman-Keuls .

FONTE: TENORIO, E.P. 2014

6.2 PERFIL ENZIMATICO DE LESOES MUSCULARES

Os resultados obtidos no teste bioquimico (grafico 1) mostram que houve
aumento (* p<0,001) nos niveis plasmaticos de CK-NAC (CS=326,3, + 37,3;ISO=
862,3 + 203,9%) e CK-MB (CS=452,7 + 11,5; ISO=765,2 + 54,3%), no grupo infartado
ISO em comparacdo ao grupo controle salina, enquanto que no grupo tratado com
EHAS, houve diminuicdo  p<0,01 e ®p<0,001(ISO vs. EHAS)nos niveis de CK-
NAC(ISO=862,3 + 203,9; EHAS=115,4+259"°/L) e CK-MB (ISO= 765,2 + 54,3;
EHAS=209,6+39,9"") quando comparados ao grupo infartado ISO.

GRAFICO 1- ANALISE ENZIMATICA DE CREATINO-FOSFOQUINASE
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Niveis de atividade enzimatica entre os grupos: CS (0,5 mL, v.0, n=5.); ISO (85 mg/kg 2x s.c, n=5.) e EHAS
(ISO 85 mg/kg 2x s.c + EHAS 300 mg/kg 26 x V.0, n=5.). Os resultados estdo expressos em médiatE.P.M.
Analise estatistica ANOVA one-way seguido de Newman-Keuls considerados significativos quando quando
“p< 0,01(CS vs. I1SO) e ¥p<0,001(CS vs 1SO)”p<0,01 (EHAS vs ISO)° p<0,001 (EHAS vs 1SO).

FONTE: TENORIO, E.P.2014
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6.3 PERFIL ENZIMATICO DE LESOES ORGANOCELULARES

Pode-se observar (grafico 2), que ndo houve diferenca estatistica nos niveis
enzimaticos de LDH (208,0 + 22,9; 233,9 = 38,4; 233,9+38,4)entre 0S Qgrupos
experimentais. Quanto aos niveis de AST, observa-se aumento (?p<0,05) da
atividade enzimatica no grupo ISO (CS=53,9+2,5; 1S0=91,7+9,9%) quando
comparado ao grupo CS assim como, houve aumento (*p<0,05) no grupo EHAS
quando comparados ao grupo CS (CS=53,9+2,5; EHAS=106,7+6,0%). Porém nao
houve diferenca significante quando comparados os grupos EHAS e ISO.

GRAFICO 2-ANALISE ENZIMATICA DE LACTATO DESIDROGENASE E ASPARTATO
AMINO TRANSFERASE
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Niveis de atividade enziméatica entre os grupos: SC (0,5 mL, v.o0, n=5.); ISO (85 mg/kg 2x s.c., n=5) e
EHAS (1SO 85 mg/kg 2x s.c +EHAS 300 mg/kg 26 x V.O, n=5.). Os resultados estdo expressos em
médiatE.P.M.Andlise estatistca ANOVA one-way seguido de Newman-Keuls considerados

significativos quando®p<0,05(CS vs ISO)ap<0,05 (EHAS vs CS)

FONTE: TENORIO, E.P.2014

6.4 PERFIL MORFOMETRICO

Os resultados deste trabalho mostram (tabela 2) que houve aumento no peso
dos coracBes®p<0,05(CS vs. ISO),na espessura ventricular esquerda #p<0,01(CS
vs. ISO) ena razdo entre o peso cardiaco e 0 peso corpéreo ? p<0,001(CS vs. ISO).
Quando observamos o grupo tratado com EHAS, houve reducdo no peso dos
coracdes (°p<0,05), no aumento relativo do peso cardiaco °p<0,05(EHAS vs. 1SO),
no A das espessuras ventriculares ®p< 0,01(EHAS vs. ISO)na espessura ventricular
esquerda "p<0,01(EHAS vs. I1SO), no aumento relativo da espessura ventricular
esquerda “p< 0,01(EHAS vs. ISO) e na razdo do peso cardiaco sobre o peso
corpéreo ?'p<0,001( EHAS vs 1SO).



Tabela 2—Aspectos morfométricos de coragcdes no

infarto agudo do miocardio
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desenvolvimento da fisiopatologia do

GRUPOS

Parametros CS ISO EHAS
Peso dos coragbes Umidos (PCard.(mQ)) 1.200+64,5 | 1.578+63% 1.323+88,4°
Espessura ventricular direita (EVD(mm)) 4,0£0,3 4,8 £0,2 3,8+0,4
Espessura ventricular esquerda (EVE(mm)) 4,8 +0,2 6,2 +0,3% 46+03"
Aumento relativo do peso cardiaco (%) | memmmemmeeeee- 36,46+13,16 -14,57+9,6"
Raz&o peso cardiaco/peso corpéreo (R = Pcard/P corp(%)) | 3,98+0,1 5,20+0,12% 4,367,07°
Aumento relativo (EVE) - 31+12,68 -24+7,39”
A EVE - +1,4+0,5 -1,6+0,5"
AEVD - +0,8%0,2 -1,0£0,31”

Dados expressos em Média + E.P.M em funcao dos grupos : (CS, n=5) , (ISO, n=5) e (EHAS, n=5). Analise
estatistica paramétrica ANOVA one-way seguido de Newman-Keuls e ndo paramétrica test “t” student
considerados  significativos quando °p< 0,05(CS vs. ISO) °p<0,05(EHAS vs. 1SO) *p<0,01(CS vs.
1SO)° p<0,01(EHAS vs. I1SO) ¥p<0,001(CS vs ISO) e *"p<0,001 (EHASVs ISO)

FONTE: TENORIO,E.P.

6.5 PROPORCAO CARDIACA

Ao relacionar o peso cardiaco as espessuras ventriculares, observa-se

(gréfico 3) que ndo houve diferenca nos resultados obtidos entre os grupos
experimentais, porém ao realizar a normalizacédo (tabela 2) do peso cardiaco ao
peso corpéreo, observamos que houve aumento #p<0,001(CS vs 1SO)do grupo 1SO
em relagéo ao grupo CS (CS=3,98+0,1;ISO 5,20+0,12") e reducao ®'n<0,001 (EHAS

vs 1SO) no grupo EHAS quando comparado ao grupo ISO
(EHAS=4,36+7,07"":1SO=5,20+0,1)
GRAFICO 3- PROPORCAO CARDIACA
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Analise morfométrica de proporgfes entre massas e espessuras ventriculares nos grupos: CS (0,5 mL v.0.)
ISO (85 mg/kg 2x s.c.) e EHAS(ISO 85 mg/kg 2 x s.c +EHAS 300 mg/kg 26 x v.0.).0s valores estéo
expressos em médiat E.P.M. Analise estatistica ANOVA one-way seguido de Newman-Keuls, considerado

significante quando ®p< 0,05(CS vs. 1SO ) °p< 0,05(EHAS vs. 1SO)

FONTE: TENORIO,E.P.2014
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6.6 ANALISE MACROSCOPICA DE CORACOES

No quadro 1, observa-se que no grupo ISO, ha formacgéo de zonas de necrose, as
guais caracterizam-se por coloragdo amarela, enquanto que no grupo EHAS néo
houve desenvolvimento de regides de necrose, onde observa-se uma coloragao
vermelha intensa semelhante ao grupo CS, no qual ha conservacao de estruturas

viaveis

QUADRO 1- Fotografias de amostras representativas coradas pro cloreto de ftrifeniltetrazélio
1%.Seccdes cardiacas transversais em grupos (A) controle — CS, (B) isoproterenol-ISO (85
mg/kg, s.c), (C) EHAS (ISO 85 mg/kg 2xs.c + EHAS 300 mg/kg 26 x V.O.)

A B C

: I

&)

W

o)

™ > >
439cm 439 cm

FONTE: TENORIO, E.P.2014

6.7 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Nos quadros 2 e 3, observamos que em laminas do grupo ISO h& presenca
de infiltrado de células leucocitarias, formacdo de edema, separacdo de fibras
musculares, perda da morfologia muscular fusiforme e insercdo de colageno
interfibrilar. Enquanto que ao observar laminas do grupo EHAS, houve reducéo de
todas as modificacdes histopatolégicas citadas acima. Na tabela 3, observamos que
ha aumento *p<0,001(CS vs 1SO) da contagem total de leucécitos no grupo ISO
quando comparados ao grupo CS (CS=413+0,7 vs 1SO=3.517+4,5%), no entanto
gquando observamos o grupo EHAS, verificamos que houve reducgao P"n<0,001
(EHAS vs 1SO)da contagem leucocitaria em relacdo ao grupo ISO (ISO=3.517+4,5
vs EHAS=1.376+2,6" céls)



Tabela 3- Andalise quantitativa histologica sobre infiltrados leucocitarios

Parametro CS ISO EHAS

Contagem Total de | 413+ 0,7 3.517+4,5°  1.376+2,6"
Leucocitos(CTL)

Os resultados estdo expressos em Média + E.P.M em fun¢éo dos grupos (CS n=3), (ISO n=3)
e(EHAS n= 3). A andlise estatistica paramétrica Analise estatistica ANOVA one-way seguido de
Newman-Keulse como analise ndo paramétrica test “t” student. Considerados significativos
guando #'p<0,001(CSvs ISO)° p<0,001 (EHASVs 1SO)

FONTE: TENORIO,E.P.2014
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Quadro 2- Fotomicrografias de secc¢Bes histopatolégicas(20 e 40x respectivamente)de coracgdes isolados dos grupos experimentais:GRUPO A (A e D)
controle salina, GRUPO B (B e E) isoproterenol-ISO (85 mg/kg, s.c), GRUPO C (C e F) tratados com EHAS ( ISO 85 mg/kg 2x s.c + EHAS 300 mg/kg 26 x
V.0). As seccdes do grupo A (A e D) mostram arquitetura cardiaca normal. As secc¢des do grupo B (B e E) revelam focos de mionecrose e infiltrados
leucocitarios (miocardite). As secc¢des do grupo C (C e F) baixa distribuigdo e baixa intensidade de mionecrose e infiltrado leucocitario.

F= foco de mionecrose/ S= separa¢éo miofibrilar/ 1= Infiltrado leucocitario/ P= perda da conformacéo fusiforme

Fonte: TENORIO,E.P.2014
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Quadro 3- Fotomicrografias histopatoldgica (40x H.E.) e (10 x T.M) de cortes de coragfes em grupos: (A e D) Controle salina, (B e E) isoproterenol-ISO (85
mg/kg, s.c), (C e F) EHAS ( ISO 85 mg/kg 2x s.c + EHAS 300 mg/kg 26 x V.0). C= colageno interfibrilar
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Fonte: TENORIO,E.P.2014
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7DISCUSSAO

Diante do objetivo proposto, avaliamos a atividade cardioprotetora do extrato
hidroalcodlico das folhas de Alpinia speciosa em modelo experimental de infarto
agudo do miocéardio induzido por farmaco simpaticomimético. Foram utilizados testes
post mortem, tendo em vista a juncdo de analises laboratoriais, tais quais:
macroscopia colorimétrica, com a finalidade de avaliar o surgimento de regifes
necroticas em coracgdes, bioquimica, verificando o aumento de biomarcadores de
lesbes musculares (CK-NAC e CK-MB) e  |histologia para visualizar

possiveisalteragdes sobre a arquitetura e organizacdo miocelular.

E bem reportado na literatura, que a administracdo de altas doses de
isoproterenol, farmaco simpaticomimético, bem como sua exposicdo repetida,
provoca IAM em ratos (LOBO-FILHO, 2011). Portanto, o modelo experimental de
indugdo do IAM com farmaco simpaticomimético vem sendo utilizada como um
método com alta sensibilidade e reprodutibilidade desta patologia, logo, servindo
como modelo experimental para busca de novos farmacos capazes de promover

protecéo cardiaca ao infarto (GENG, 2004).

Ja estd bem estabelecido, que o isoproterenol é capaz de promover
alteracdes bioquimicas, como aumento dos biomarcadores CK-MB e CK-NAC
(enzimas envolvidas na captacdo de fosfatos de alta energia em processos
musculares) apos 24 horas de sua administracdo, mantendo um platé em torno de 3
dias apoés a indugdo (ACIKEL, 2005).

Os resultados obtidos neste estudo, do grupo experimental ISO (grafico 1,
pag. 46) foram semelhantes aos encontrados na literatura, houve aumento da
liberacédo dos biomarcadores de lesdes musculares associada ao infarto CK-NAC e
CK-MB. Assim, comprovamos que houve desenvolvimento do IAM induzido por

droga simpaticomimética no grupo controle, conforme a técnica experimental.

Estudos recentes mostram que, altas taxas de CK-NAC (presente em tecidos
musculares) e CK-MB (isoforma encontrada em tecidos cardiacos), empregados na
utilizagéo de fosfatos de energia em miofibrilas, sdo considerados clinicamente como
marcadores bioquimicos de lesdes cardiaca auxiliares no diagndstico do IAM

(HEARSE, 2000), assim como a reducdo dos niveis destes indices vem sendo
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associada ao melhor prognostico miocardico isquémico em ratos submetidos a
inducao de IAM (THOMES,2010)

No presente estudo, o tratamento prévio com o EHAS reduziu a atividade
enzimatica dos biomarcadores (CK-NAC e CK-MB) no soro, indicando que a
liberacdo enzimética de creatino fosfoquinase na corrente sanguinea foi
significativamente atenuada, estes resultados sugerem protecéo cardiaca induzida

pelo tratamento crénico com EHAS frente a cardiotoxicidade do isoproterenol.

Estas enzimas séo obrigatoriamente intracelulares, sua atividade aumenta na
corrente sanguinea, apos episodios de lesbes sobre o tecido muscular, bem como
no IAM originado por necrose. Apds degeneracao celular, ocasionada pela necrose,
ha extravasamento do conteldo citoplasmatico e aumento dos niveis séricos, assim
diminuicdo sérica de CK-MB e CK-NAC, sao atribuidos ha protecdo dos midcitos
cardiacos (RAJADURAI, 2007).

Assim a reducdo na atividade enzimatica, encontrado no grupo tratado,
proporciona observar, que possivelmente houve impedimento da degeneracdo
celular e da formacgéo de lesdes necréticas induzidas pelo ISO, havendo integridade
das células do tecido muscular cardiaco, bem como normalizagdo no perfil

bioguimico e citolégico, promovendo melhora no trabalho cardiaco

O isoproterenol pode provocar aumento nos niveis de desidrogenases e
transaminases, por desordem no funcionamento celular e injuria miocardica
(SANCHEZ, 1997). Células miocardicas quando submetidas ao deficiente
suprimento de oxigénio ou glicose tendem a sofrer rupturas membranares,
promovendo liberagdo do conteudo citoplasmatico, como complexos enzimaticos:
CK-MB e LDH-2, aumentando seus niveis sanguineos. O modelo experimental
isoproterenol possui a capacidade de mimetizar este processo, indicando a

formacao de processo patolégico de injaria (STANELY, 2008).

Porém, a utilizacdo de desidrogenases no diagnéstico do IAM tem sido
empregado como biomarcador secundario, devido sua inespecificidade, estes estdo
presentes na maioria dos Orgaos, assim o aumento da LDH pode ser atribuido a
lesdes de modo generalizado, assim como a reducéo deste pode nao ter significado
clinicamente relevantes (ABHILASH,2010)
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Os resultados obtidos neste trabalho, mostram que n&o houve aumento
significativo (grafico 2, pag. 47) nas taxas seéricas de lactato desidrogenase no grupo
ISO em comparagdo ao grupo CS, bem como no grupo EHAS, onde também

observamos que nao houve aumento significativo nas taxas de LDH.

Quantoa enzima aspartato aminotransferase, observamos aumento dos niveis
séricos no grupo ISO em relacdo ao grupo SC, assim como aumento dos niveis
enzimaticos no grupo EHAS em relacdo ao grupo CS (grafico 3, pag.48).0s
resultados da AST, refletem a toxicidade hepatica provocada pelo isoproterenol que
em altas doses € rapidamente oxidado (VAAGE, VALEN, 1993) e convertido a
metabdlitos, como: adenocromos e quinonas. Estas sdo altamente tdxicas, pois
promovem ataques eletrofilicos a glutationa. (REMIAO, 2000). A glutationa é um
tripeptideo linear e encontra-se densamente em hepatocitos, sua funcdo esta
relacionada a conversdo metabdlica de xenobidticos, assim atague a este, inicia

sinalizacdo apoptotica, liberando-os na corrente sanguinea (HUBER,2008).

Falhas na manutengcdo ibnica propulsionadas por bombas tém sido
consideradas as principais razbes na formacdo patogénica das isquemias e
arritmias. Reducbes na ativagdo de Na'-K'ATPase poderia ocorrer devido ao
aumento da lipoperoxidacdo (ITHAYARASI, 1997) induzida por radicais livres, assim,
0 isoproterenol aumenta o0s niveis de espécies reativas de oxigénio e
consequentemente se tornam capazes de elevar os niveis de lipoperoxidacéo
celular, estes por sua vez interrompem a homeostase i6nica que afetam as funcdes
cardiacas, como as rupturas celulares e extravasamento citoplasmatico
(VAJRESWARI, 1992).

O tratamento com EHAS sugere reestabelecimento da homeostase cardiaca,
tendo em vista a diminuicdo nos niveis de CK-MB e CK-NAC, que como citado
anteriormente sao intracelulares, logo a reducdo destes, sugerem preservacao na

homeostase celular miocitaria, bem como do contetdo intracelular.

Deve-se ressaltar ainda que antioxidantes enddgeno sé&o capazes de
promover melhoras na disfungéo celular, pelo impedimento dos ataques eletrofilicos
membranares induzidos por isoproterenol e suas formas oxidadas, assim como
reduzir o inicio da apoptose mediada por radicais livres (CHEN, 2002).
Recentemente a atividade antioxidante foi descrita para o 0leo essencial obtida das
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folhas de Alpinia speciosa, em testes DPPH (TAWATA,2006). Bem como, efeitos
cardioprotetores de produtos antioxidantes descritos na literatura moderna. (PRIOR,
CAOQO, 2000). Assim, a propriedade antioxidante pode participar no reestabelecimento

da homeostase cardiaca.

Durante o desenvolvimento do IAM, ocorrem mudangas morfolégicas sobre o
coracao, estas sdo denominadas hipertrofias, a principal hipertrofia associado ao
infarto € a hipertrofia concéntrica, caracterizada pelo aumento de massa celular

assim como aumento das espessuras ventriculares miocardicas (FRANCHINI, 2001).

O isoproterenol induz aumento da frequéncia cardiaca, das forcas
cronotrépicas positivas (GOLDMAN, 1995). Estes eventos em exposi¢des repetidas
mimetizam: hipoxia, extrusdo dos estoques intracelulares de Ca®*, aumento das
espécies reativas de oxigénio, aumento dos niveis enzimaticos, mudancas na
permeabilidade do sarcolema e mudancas degenerativas teciduais, que culmina em
mecanismos sinalizadores de necrose e mecanismos reparativos como a hipertrofia
miocardica (KARTHICK, 2006).

Estudos da literatura mostram que o isoproterenol é capaz de promover
hipertrofia cardiaca, através da sobrecarga pressorica induzida (SHARMA, 2001)
bem como, pela sua interacéo direta com receptores ique aumentam o0s niveis de
TGF-B e HIF 1a, estes aumentam a massa cardiaca sem inducao de génese celular
(GOLDSTEIN, 1995; TAIMOR, 2001).

Com a finalidade de avaliar a hipertrofia induzida por isoproterenol,
realizamos a medida direta das relacdes de espessuras ventriculares e peso dos
coragdes umidos, assim como 0s aumentos relativos e a diferenca de crescimento

ventricular.

Os resultados morfomeétricos das relacdes entre as espessuras ventriculares e
massa cardiaca, obtidos neste estudo mostram (tabela 2, pag. 48) que houve
desenvolvimento hipertrofico no grupo ISO, em virtude do aumento significativo do
peso cardiaco, da espessura ventricular esquerda e o indice de massa cardiaca

indicado pela normalizacao do peso cardiaco pelo peso corporal.

Recentemente, estudos cardioprotetores indicam a necessidade da

correlacdo do peso cardiaco normalizado pelo peso corpéreo, com a finalidade de
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observar efeitos hipertréficos (BRAGNOLLO, 2007). Os resultados do grupo EHAS,
mostram reducédo dos parametros morfométricos, indicando que o extrato foi capaz

de reduzir o remodelamento cardiaco induzido pelo isoproterenol.

E valido ressaltar que em todos os protocolos adotados neste estudo, 0s
animais foram mantidos sem exposicdo a esfor¢os fisicos, sendo assim o0s
resultados mensurativos hipertroficos observados neste trabalho advém da inducao

patoldgica simpatomimeética

Apos o inicio do 1AM, ha sinalizacdo de mecanismos reparativos, dentre eles
o remodelamento concéntrico. Borges e cols demonstram que em condi¢cdes
normais a massa ventricular, deve se manter na proporgéao de 0,6 a 1,1% quando
relacionado ao peso cardiaco (BORGES, 2001). Como pode ser observado através
do grafico 3, a espessura ventricular foi proporcional ao peso cardiaco né&o
ultrapassando 1,1%, indicando normalizagdo cardiaca e reducgdo da hipertrofia

induzida por ISO.

Estudos de Sandmann e colaboradores mostram que bloqueadores de canais
para Ca’" sdo capazes de impedir o remodelamento cardiaco causado pelo infarto
do miocardio em ratos, havendo reducdo dos indices morfométricos, semelhantes
aos resultados deste trabalho (SANDMANN, 2001). E valido lembrar, que
recentemente o 6leo essencial obtido das folhas de Alpinia speciosa, foi capaz de
promover bloqueio dos canais de calcio do tipo L em atrios e cardiomiécitos isolados
(SANTOS, 2011).

Sendo assim, sugere-se que o bloqueio no desenvolvimento da hipertrofia
induzida pelo isoproterenol pode ser conferido ao impedimento da excitacao
cardiaca extenuante, possivelmente pelo blogqueio nas desordens sobre
sinalizadores de Ca?* mediado por canais idnicos, bem como inibicdo da sobrecarga
de célcio nos miécitos (NAYLER, 1991). Resultando em redugdo na diminuicdo da
forga contratil e do ritmo cardiaco, bem como abolicdo do aumento da massa celular
gue seria induzida pelas desordens gerada a partir do aumento progressivo dos

efeitos cronotrdpicos e ionotrdpicos positivos (RICHARD, 1992)

N&o sdo encontrados na literatura, dados que indiguem que o isoproterenol

induza disfuncdes metabdlicas capazes de induzir obesidade ou emagrecimento em
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ratos, apesar deste estimular lipolise através de receptores B3 (RAPOSO, 2013).
Esta lipolise parece apenas aumentar a disponibilidade e captacdo de lipideos em
tecidos cardiacos, em decorréncia do trabalho cardiaco exaustivo (REMIAO, 2002).
Porém, estudos farmacoldgicos pré-clinicos crbénicos, sugerem a importancia de
monitorar o peso corporeo dos animais, como medida de avaliacdo de disturbios
metabdlicos moderados ou graves induzidos pela administracdo de farmacos em
periodo cronico (KIM, 2004).

Quanto a variabilidade do peso corpéreo dos ratos durante o tratamento com
0 extrato (tabela 1, pag. 46), observa-se que ndo houve diferenca significativa entre
os valores em todos os grupos, assim o perfil metabdlico in vivo do tratamento
cronico manteve-se normal, portanto ndo houve producdo de disfuncdes

metabdlicas, como obesidade ou emagrecimento nos ratos neste ensaio.

E encontrado na literatura, que o remodelamento cardiaco poés-infarto,
histologicamente caracteriza-se, pela sintese de colageno e insercdo deste no
espaco intersticial, a razdo deste se deve a resposta celular de agresséo que leva a

sinalizacgdo reparativa de dano celular, impedindo a faléncia cardiaca.

Estudos recentes mostram que a reducdo do edema e do colageno inserido
no espaco interfibrilar associados aos resultados morfométricos, mostram bloqueio
do remodelamento hipertréfico pos-infarto, indicando fendmenos cardioprotetores
(KARTHIKEYAN, 2007)

Os resultados apresentados no quadro 3 (pag. 52) mostram que nas laminas
histologicas do grupo I1SO, houve a formacao de colageno interfibrilar, caracterizado
pela coloracdo arroxeada apresentada pelo corante tricromio de manson (SENIOR,
2008) As laminas histopatologicas do grupo tratado com EHAS (quadro 3, pag. 52)
ndo apresentam coloragbes compativeis com a inser¢cdo de colageno revelada pelo
tricromio de manson. Assim, os resultados do grupo EHAS, mostram que houve

impedimento na sintese do colageno intersiticial.

O IAM produz alteracdes histolégicas como: invasao leucocitaria, formacao de
miocardite, formacdo de edema, separacdo de miofibrilas e perda da conformacao
fusiforme, formacdo de focos mionecroticos e insercdo de colageno interfibrilar
(FRANGOGIANNIS, 2002). Em estudos histopatologicos de tecidos cardiacos, o
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isoproterenol produz mudancas sobre a arquitetura e sobre 0s arranjos na
organizagdo celular cardiaca, como: miocardite, surgimento de mionecrose em
estado de hipercontragcdo, marginalizacdo de cromatina, edema, perda de
conformacdo muscular e inser¢cdo de colageno interfibrilar (LOBO-FILHO, 2011). A
formacdo de edema caracteriza o primeiro mecanismo fisiopatologico de reparo as
lesdes musculares em especial cardiacas (ISOYAMA, 1992) e inicia a sinalizacéo do
remodelamento pos-infarto que culmina na inser¢do de coldgeno nos espacos
necroticos (SINGAL, 1982).

Os resultados histopatologicos deste trabalho (quadro 2, pag. 51) mostram
gue a administracdo do isoproterenol, foi capaz de induzir as alteragcdes acima
descritas. O grupo tratado com EHAS mostra redu¢do nos paramentos qualitativos,
tais quais: focos mionecroticos, regides com bordas delimitadas por miofibrilas em
meio a zonas com perda da conformacgao fusiforme e presenca de infiltrados de
células leucocitaria Edema, caracterizado pela formacdo de goticulas de secrecéo
gue apresenta-se transparente ao microscopio em areas onde ndo ha presenca de

miofibrilas.

Enzimas expressas em membranas, como fosfolipases iniciam um importante
papel na regulagédo do transiente normal ibnico em midcitos, algumas alteracdes nas
propriedades destas enzimas, como lipoperoxidacdo podem afetar a funcao
cardiaca, e podem gerar miocardite por induzir a cascata inflamatéria dependente do
acido araquidénico (PADMAVATHY, 1996).

E relatado na literatura que o IAM, produz miocardite, a qual inicia-se com
reducdo da oxigenacdo, esta hipdxia induz a cascata inflamatéria, mediada por

guimiotaxia induzida por TNF-a, esta miocardite € caracterizada pela invasao de

células inflamatérias mononucleares (NIIJIMA, 1991)

O modelo isoproterenol é capaz de induzir este processo, pela interacédo
direta com receptores ;1 que iniciam sinalizacdo apoptotica via extrinseca, induzindo

quimiotaxia e invaséo tecidual de células leucocitarias (OLIVETTI, 2000).

Os resultados deste trabalho mostram que houve aumento significativo na

contagem total de leucécitos no grupo ISO (tabela 3, pag. 50), refletindo a
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capacidade do isoproterenol em induzir miocardite, conforme descrito na literatura
(PATEL, 2012)

O tratamento com EHAS foi capaz de reduzir significativamente (tabela 3,
pag. 50) a contagem total de leucécitos, indicando que o extrato hidroalcodlico de
Alpinia speciosa foi capaz de diminuir a miocardite induzida por isoproterenol, assim,
os resultados revelam que o tratamento com EHAS foi capaz de promover protecéo

inflamatoria miocardica associada ao IAM induzido por farmaco simpaticomimético

A reducéo do infiltrado leucocitario indica reducdo de processos patologicos
pré-inflamatérios como o infarto, em resposta a sinalizacdo por hipoxia e liberacao
enzimética, que induz a formacdo de necrose tecidual (KISS, 2010). O IAM
caracteriza-se pela insuficiéncia e necrose instalada no coracdo, provas necropciais,
utilizam o cloreto de trifeniltetrazolio para visualizar a formacéo de areas necroticas

nos coragdes post mortem (MORAIS, 2009)

Recentemente, esta técnica tem sido utilizada na literatura, para avaliacdo de
produtos ou farmacos cardioprotetores, devido a capacidade de visualizacdo de
reducdo nas areas de necrose, quando comparados os grupos infartados e tratados
(TIWARI, 2009). Atualmente, estudos de IAM induzido por droga simpaticomimética
como isoproterenol, tem acoplado a técnica colorimétrica ao método, utilizando-se
dela para demonstrar as regides de necrose desenvolvida em coracgdes. Isto se deve
a propriedade redox do cloreto de trifeniltetrazolio, assim como, alteragcbes em

desidrogenases induzida pelo isoproterenol (PRABHU, 2006).

O teste post mortem colorimétrico TTC 1%, se baseia na propriedade
indicadora do potencial REDOX, aplicado aos fluidos e tecidos biolégicos. O TTC ou
cloreto de trifenil tetrazolio € comumente empregado na diferenciacdo entre células
inativas e células metabolicamente ativas (ALTMAN, 1976). Isto acontece em funcao
do cloreto de trifenil tetrazdlio ser reduzido enzimaticamente a TPF (1,3,5-
trifenilformazan), o que promove a formacao de precipitados vermelhos nas células
pelo formazan, enquanto células inativas ndo convertem o TTC a TPF, formando

areas brancas ou amareladas, indicando areas de necrose (RAMKISSON, 1996).

Os resultados macroscopico colorimétrico deste trabalho (quadro 1, pag49)

mostram que no grupo ISO ha presenca de zonas amareladas, indicando a area de
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necrose induzida por isoproterenol .Quanto ao grupo EHAS, podemos observar que
nao houve formacdo de zonas amareladas e ha impregacdo do formazan, indicado
pela coloragcdo vermelho intensa, mostrando que ndao houve desenvolvimento de

necrose

Recentemente, foi descrito na literatura a capacidade cardioprotetora de
Zingiber officinale, conhecida popularmente como “gengibre” o qual é pertencente a
familia Ziginberaceae, os resultados deste trabalho indicam reducdo nos niveis de
biomarcadores enzimaticos (CK-MB, LDH, AST e ALP) e aumentou dos niveis
antioxidantes (SOD, CAT, GSH e TBARS) reducdo dos aspectos histopatolégicos

como invasao leucocitaria e regides de mionecrose (ANASARI, 2006).

~

De modo semelhante a espécie Alpinia chinensis foi testada quanto as
propriedades cardioprotetoras de uma formulacdo ayurvédica a qual era composta
por esta espécie pertencente ao género Alpinia, foram observadas redugbes dos
biomarcadores enziméticos e melhora no perfil inflamatério do miocéardio (TIWARI,
2012).

Estes estudos fornecem subsidios técnico-cientifico que amparam o0s
resultados encontrados em nosso estudo, devido a capacidades destes extratos
reduzirem alteracbes as alteracdes patologicas associadas ao infarto semelhante
aos resultados obtidos nestes trabalho, demostrando assim que o pré-tratamento

com o EHAS prové indicios de induzir atividade cardioprotetora.

A capacidade efetiva de prevenir as alteragcdes anteriormente relatadas
fornece a manutencdo da integridade tecidual e organizacional, favorecendo a

homeostase, e isto pode ser definido como cardioprotecao (WEIR, 2003).

Desta maneira, o uso de farmacos ou agentes farmacoldgicos capazes de
prevenir o infarto promovem efeitos cardioprotetores (PRINCE, 2011). Em reviséo, o
tratamento com EHAS, foi capaz de: reduzir os niveis de biomarcadores do infarto
(CK-NAC, CK-MB), reduziu indice morfométricos cardiacos relacionados ao
processo hipertrofico (Peso cardiaco, espessura ventricular esquerda, normatizacao
do peso cardiaco em razdo do peso corpéreo, aumentos relativos e diferenca do

crescimento ventricular), reduziram indices histologicos (infiltrados leucocitarios,
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edema, separacdo de fibras musculares, focos de mionecrose e colageno

interfibrillar) e impediu a formacgao de regides de necrose em teste macroscopico.

E mencionado na literatura que a espécie estudada apresenta atividade
antioxidante, blogueadora de canais de calcio tipo L, vasorelaxante endotélio
dependentes, anti-hipertensiva. Estas atividades em conjunto podem provavelmente
serem responsaveis pelo efeito cardioprotetor do extrato. Entretanto, estudos futuros

seréo necessarios para avaliar tais mecanismos intrinsecos a este efeito.
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8 CONCLUSAO

No presente trabalho podemos concluir que o tratamento prévio com o extrato
hidroalcodlico das folhas de Alpinia speciosa, apresentou um potencial
cardioprotetor significativo e pode servir como um adjuvante no tratamento e

profilaxia do infarto do miocéardio através de preparacdes caseiras como chas.
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