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RESUMO

Introducao: O infarto agudo do miocardio ocupa o primeiro lugar na mortalidade e
morbidades como desfecho clinico das doengas cardiovasculares prexistente,
contribuindo para o aumento dos Obitos precoces no mundo. A complexidade da
farmacoterapia do infarto associada a inexistencia de farmacos cardioprotetores tem
incentivado o desenvolvimento de estratégias de cardioprotecdo. Assim, os compostos
de origem natural representam moléculas candidatas a novos farmacos. Neste contexto,
a-terpineol (TPN) ¢ um monoterpeno ciclico de origem natural que exibe acdes
cardiovasculares como: agdo vasorelaxante endotélio-dependente e efeito anti-
hipertensivo agudo em ratos espontanemente hipertensos (SHR). TPN é um composto
majoritario do dleo de Protium heptaphylum, também possui acdo vasorelaxante. No
entanto, agdes cardioprotetoras do TPN sdo desconhecidas. Objetivo: Avaliar o efeito
cardioprotetor do TPN frente & um modelo de isquemia miocardica. O estudo foi
aprovado pelo comité de ética n°09/2015. Métodos: Ratos wistar e SHR foram alocados
em 7 grupos e foram tratados por 15 dias através de gavagem em seguida induzidos ao
infarto com isoproterenol (ISO), (G1= salina 0,9%); (G2= Infartado salina 0,9%);
(G3=TPN 25 mg/kg); (G4=TPN 50 mg/kg); (G5=TNP 75 mg/kg); (G6=TPN 50 mg/kg
sem ISO) e (G7=Nifedipina (NIF) 3 mg/kg V.O. 15 dias). No 16° os animais foram
anestesiados (Cetamina 80 mg/kg + Xilazina 4 mg/kg i.p.) e foram realizados ensaios
bioquimicos, = morfométricos, = hemodindmicos, reatividade  baroreflexa ¢
eletrocardiograficos. Os ventriculos e aortas foram usados para determinar os niveis de
calcio e para avaliar a reatividade vascular. Adicionalmente, uma curva dose-resposta
intravenosa do TPN em animais hipertensos ndo anestesiados foi realizada. Docking
molecular também foi realizado. Resultados: TPN aumentou a sobrevivéncia dos
animais ao infarto induzido, reduziu a area de necrose no miocardio, preveniu as
alteracdes eletrocardiograficas e inibiu a liberagdo de marcadores cardiacos, além disso,
TPN inibiu a elevagdo da frequéncia cardiaca induzida por isoproterenol. TPN preveniu
o desbalago sobre os niveis de calcio em ventriculos ¢ aortas. Adicionalmente, TPN
produziu dilatagdo coronariana ¢ neovascularizacdo endotelial em aortas de ratos. TPN
também aumentou a poténcia e o efeito maximo da reatividade vascular de ratos
hipertensos e infartados. TPN induziu bradicardia intravenosa dose-dependente, que foi
significativamente atenuada na presenca de um bloqueador de receptores muscarinicos.
Estudos de docking molecular mostraram que TPN possui afinidade eletronica para
receptores muscarinicos M, e em canais para calcio voltagem dependentes produzindo
bloqueio similar a nifedipina. Conclusao: Alpha-terpineol produz cardioprotecdo em
ratos € seus mecanismos parecem envolver receptores M, cardiacos e o bloqueio sobre
os VOCC'’s. TPN pode servir como molécula candidata a farmaco cardioprotetor no
IAM. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para eluciadar o completo mecanismos
desta agdo.

Palavras-chave: Alpha-tepineol; Cardioprotecao; Infarto do miocardio; Monoterpenos.



ABSTRACT

Introduction: Myocardial infarction is the most common clinical outcome associated
with mortality and morbidity of cardiovascular diseases previously. The complexity of
infarction pharmacotherapy associated with the lack of cardioprotective drugs has
encouraged the development of new cardioprotection strategies. Thus, compounds of
natural have been represented candidate molecules for new drugs. In this context, -
terpineol (TPN) is a cyclic monoterpene of natural origin that exhibits cardiovascular
actions such as vasorelaxant endothelium-dependent and acute antihypertensive in SHR
type rats. TPN is a major compound of essential oil of Protium heptaphylum that
produce cardiovascular effects as vasorelaxant activity. However, cardioprotective
action of TPN remains unknown. Objective: Evaluate the cardioprotective effect of
TPN on acute myocardial infarction in rats. This study was approved by ethics
committee n°09/2015. Methods: Wistar and SHR rats, were allocated on 7
experimental groups, were pre-treated for 15 days orally and induced to infarction by
isoproterenol (ISO): (G1= saline 0.9%); (G2= Infarcted saline 0,9%); (G3= TPN 25
mg/kg); (G4=TPN 50 mg/kg); (G5=TPN 75 mg/kg); (G6=TPN 50 mg/kg without ISO)
and (G7=Nifedipine (NIF) 3 mg/kg). On 16° day, rats were anesthetized (Ketamine 80
mg/kg + Xylazine 4 mg/kg ip.) and biochemical, morphometric, hemodynamic,
baroreflex and electrocardiographic tests were performed. Cardiovascular fragments
were used to determine calcium levels and to assess vascular reactivity. Additionally a
curve dose-response in hypertensive animals non-anesthetized with TPN was realized.
Molecular docking was also accomplished. Results: TPN increased the survival of
animals to induced infarction, reduced necrosis area of the myocardium, prevented
changes on electrocardiographic tests and inhibited the release of cardiac markers.
Furthermore, TPN inhibited isoproterenol-induced elevation of heart rate. TPN
prevented the imbalance on calcium levels in the ventricles and aorta. In addition, TPN
produced coronary dilatation and endothelial neovascularization in vessels of rats. TPN
also changes of the potency and maximal effect of vascular reactivity of hypertensive
and infarcted rats. TPN induced dose-dependent intravenous bradycardia, which was
significantly attenuated in the presence of a muscarinic receptor blocker. Molecular
docking studies show that TPN has an electronic affinity for muscarinic M, receptors
but also on calcium-dependent voltage channels L type producing nifedipine-like
blocking. Conclusion: Alpha-terpineol produces cardioprotection in rats, and its
mechanisms appear to involve cardiac M, receptors and the blockage on the VOCC's.
TPN may be a cardioprotective drug candidate molecule. However, further studies are
needed to elucidate the mechanisms of this action.

Key-words: Alpha-tepineol; Cardioprotection; Myocardial infarction; Monoterpenes.
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1 Introducao

As doengas de origem cardiovascular ocupam os primeiros lugares nos indices
relevantes em saude publica ao redor do mundo, contribuindo para o aumento no
numero de comorbidades e mortes globais (WHO, 2017; WHO, 2018). Dentre as
doengas cardiovasculares, o infarto agudo do miocardio representa o agravo
cardiovascular que mais tem contribuido para o aumento de mortes globais. Assim, o
infarto agudo do miocardio e as sindromes coronarianas contribuem para o aumento das

taxas de mortalidades anuais no mundo (LUSCHER, 2018; BENJAMIN et al, 2018).

Os fatores de risco ndo modificadveis como a hereditariedade e etnias podem
colaborar para o surgimento de patologias cardiovasculares. Entretanto, os fatores de
risco modificaveis, correlacionado com estilo de vida sdo considerados mais graves para
o desenvolvimento de doencas cardiovasculares precoces como do infarto agudo do

miocérdio e suas complicagdes (LANAS et al, 2007; LUSCHER, 2018; WHO, 2018).

Neste contexto, apesar das melhorias do manejo terapéutico das doencas
cardiovasculares e em especial a complexidade da farmacoterapia que envolve o infarto
agudo do miocardio, o infarto continua a ser a primeira doenga no ranking de doencas
que mais mata individuos ao redor do mundo (SBC, 2015; WHO, 2018). E valido

ressaltar ainda a inexisténcia de classe farmacoldgica cardioprotetora.

A este respeito, a comunidade cientifica tem reunido esfor¢os na busca por
estratégias de cardioprevencdo, entre elas a terapia celular e a farmacoterapia (SPATH
et al, 2016, SLUIJTER et al, 2014; HAUSENLOY et al, 2017). A amplitude de
compostos disponiveis por produtos de origem natural e suas ac¢des bioldgicas tem
crescido na literatura, em complementaridade o numero de depodsitos de patentes de
substancias de origem natural também tem crescido ao longo dos anos e por estas razoes
sdo consideradas como moléculas candidatas a farmacos (NEWMAN & CRAGG,
2016). Nao obstante, o emprego dos compostos terpénicos como fonte de novas
moléculas terapéuticas tem movimentado o mercado economico das industrias
farmacéuticas na ultima década (WANG et al, 2005). Em especial, os monoterpenos
tem se revelado como moléculas capazes de produzir acdes cardiovasculares e podem
representar promissor emprego terapéutico (SANTOS et al, 2011; ALVES-SILVA et al,
2016).
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Alpha-terpineol (TPN) um monoterpeno alcodlico é que possui diversas
atividades farmacoldgicas descritas na literatura como: a¢@o antitumoral envolvendo a
supressio do NF-KB (HASSAN et al 2010); anticonvulsivante e sedativa por
modulacdo central (DE SOUSA et al, 2011) gastroprotetora reduzindo os niveis de
TNF-a (SOUZA et al, 2011); antinociceptiva e antiinflamatoria envolvendo bloqueio da
COX-2 e da iNOS (QUINTANS-JUNIOR et al, 2011; DE OLIVEIRA et al, 2012) ¢ em
modelos de hiperalgesia induzem modulagdo de receptores oipdides e serotoninérgicos
(OLIVEIRA et al, 2016; GUIMARAES et al, 2017). TPN também demostra atividades
inseticida e repelente sobre Aedes egipt (PANDEY et al, 2013), Sitophilus zeamais
(YULDRIN et al, 2013) Liposcelis bostrychophila (LIU et al, 2012; LIU et al, 2014) e
Coptotermes formosanus (CHENG et al, 2014).

TPN ¢ um dos compostos majoritarios da resina obtida de Protium
hepthaphylum. Protium hepthaphylum é uma arvore nativa do Brasil, pertencente a
familia Burseraceae, que se distribui no norte e nordeste do pais. Conhecida
popularmente como “almecega” ou “breu-branco” possui emprego tradicional por
comunidades indigenas em rituais curandeiros e religiosos. Estudos recentes
demonstraram que o 6leo essencial de obtido das resinas de P. hepthaphylum produziu
acOes vasorelaxante (MOBIN et al, 2017). Adicionalmente, TPN demonstrou atividades
vasorelaxantes em artérias de ratos espontaneamente hipertensos e L-NAME, de modo
que se acredita que TPN seja responsavel pelas atividades vasorelaxantes do oleo
essencial obtido de P. hepthaphylum. TPN também possui agdes anti-hipertensivas
agudas e hipotensoras em diferentes modelos de hipertensdao (RIBEIRO et al, 2010;
SABINO et al, 2013). Entretanto os efeitos cardioprotetores de alpha-terpineol

permanecem desconhecidos.

Assim, este trabalho objetivou-se em avaliar a atividade cardioprotetora de
alpha-terpineol isolado da resina de Protium hepthaphylum contra o infarto agudo do

miocardio induzido por isoproterenol em ratos.



30

2 Revisio da literatura

2.1 Consideracdes gerais sobre infarto agudo do miocardio

O infarto agudo do miocardio (IAM) ¢ uma das patologias do aparelho
cardiovascular que é conceituado como uma doenga relacionada a diminuicdo do aporte
de oxigénio ofertado e demandado as células cardiacas prejudicando as fungdes
metabolicas do coracdo (THYGESEN, 2012). A isquemia miocardica ¢ comumente
associada ao mal prognostico cardiaco provocando mortes subitas e comorbidades como
a insuficiéncia cardiaca progressiva (CAHIL & KHARBANDA, 2017).

Assim a isquemia miocardica contribui para o agravo das doengas
cardiovasculares. Considera-se assim, que os indices relevantes em saude como: niimero
de pacientes acometidos pelo infarto, nimero de individuos com risco isquémico, taxa
de morbidade e taxa de mortalidade, devam ser monitorados ao redor do mundo, visto
que a doenca isquémica miocardica € responsavel por 37 % da mortalidade no mundo
(RAHIMI et al, 2015).

Na Europa, as doengas cardiovasculares produzem 11,3 milhdes de novos casos
anualmente, causam 3,9 milhdes de mortes anuais e o infarto ¢ a primeira causa das
mortalidades das doengas cardiovasculares. Sendo assim produz alto indice de
internacdes hospitalares, 20% de mortes prematuras em homens e mulheres e cerca de
13% de incapacidades nos pacientes acometidos, gerando altas taxas de morbidades
(EHNHEART, 2017).

De modo similar no Brasil, estima-se que a prevaléncia do IAM seja de cerca de
300-400 mil casos/ano e 1 oObito a cada 6 casos (SBC, 2004; ROGER et al, 2007).
Entretanto acredita-se que este niimero possa ser subestimado em funcdo de casos
subnotificados.

Em adicdo, os custos com internacdes hospitalares e cuidados a saude dos
pacientes acometidos pelo IAM sobrecarregam os cofres publicos. A unido europeia
dispde anualmente de 53% do fundo monetario destinado a satde somente para as
doencas cardiovasculares o equivalente a 11 bilhdes de euros, sendo €18.875,775
destinados aos tratamentos do infarto (EHNHEART, 2017).

Nos Estados Unidos, o custo com internagdes hospitalares de pacientes
infartados reflete 20% da sua arrecadagao fiscal, representando cerca de US$15.889,00

por paciente hospitalizado (AFANA et al, 2015). Estes dados estdo em consonancia
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com nosso pais, no Brasil, estima-se que o tratamento padrdo incluindo as intervengdes
cirurgicas de implante de stents coronarios seja em torno de R$ 8.211.654,50 anuais
para o sistema uUnico de satde, o que reflete um gasto de aproximadamente RS$
23.461,87 por paciente com intervengdo cirurgica ou R$ 12.873,69 se a intervengao
cirargica ndo for necessaria (MARQUES et al, 2012).

Para melhor prognoéstico nos desfechos clinicos do infarto, o diagnostico precoce
do infarto se faz necessario. Em sua maioria, as metodologias utilizadas no diagndstico
do infarto s@o eficazes e possuem alta sensibilidade em sua acuricia guiando os
profissionais clinicos ao correto diagndstico do IAM (PIEGAS et al, 2005). O
diagnodstico do IAM baseia-se na utilizacdo de marcadores séricos enzimaticos e nao-
enzimaticos, alteracdes na atividade elétrica cardiaca medidas através do
eletrocardiograma, mudangas nos parametros hemodindmico, além de disfuncdes na

funcdo cardiaca verificadas através do ecocardiograma (PANDEY & GUPTA, 2011).

Dentre os marcadores séricos do infarto a troponina I e a isoforma MB da
creatino fosfoquinase sdo considerados os marcadores mais sensiveis e seletivos para as
lesdes cardiacas isquémicas (WU et al, 1996, PANDEY & GUPTA, 2011). Entretanto,
as dosagens séricas de mioglobina, lactato desidrogenase tipo II e as transaminase como
a transaminase glutdmica oxalacética e a transaminase oxalacética pirtvica sdo
rotineiramente utilizada como auxiliar no diagnostico do IAM (JAFFE et al, 1996;

PRABODH et al, 2012).

A troponina I ¢ uma proteina intracelular dos midcitos, integrante de um
complexo de trés proteinas (troponina T, troponina C e troponina I) participantes do
processo de excitagdo-contragdo de dois dos tecidos musculares: cardiaco e esquelético.
Porém nao participam do processo de contracdo do musculo liso e sua liberacdo
sanguinea ¢ intimamente relacionada com lesdes musculares e sensivelmente alterada
nas lesdes cardiacas, sendo utilizada no diagnostico precoce de pacientes infartados,
pois eleva-se na corrente sanguinea entre as 6 primeiras horas do inicio da lesdo

cardiaca (WU et al, 1996; GODOY et al,1998; LIM et al, 2006, MOTTA, 2011).

A creatino-fosfoquinase ¢ uma enzima intracelular de tecidos musculares que
possui a fungdo de fornecer moléculas energéticas durante a contragdo muscular no
ciclo de Krebs, compostas por trés isoformas (CK-MM, CK-BB e CK-MB), divergem

em sua localizagdo e abundéncia. A creatino fosfoquinase MB é uma isoforma que suas
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concentragdes séricas elevam-se entre 12 e 24 horas apos o inicio da lesdo isquémica e
permanecem em altas concentragdes durante 30 horas mantendo-se estavel no soro de
pacientes infartados. A concentracdo total das trés isoformas mantem-se estavel por até
72 horas e por esta razdo sao consideradas seguras para o correto diagnostico das lesdes
cardiacas por isquemia-reperfusdo (PULEO et al, 1990; PIEGAS et al,2005;MOTTA,
2011; DANESE & MONTAGNA, 2016).

Mioglobina ¢ um pequeno peptideo responsavel pelo transporte de oxigénio para
os musculos esquelético e cardiaco. Assim a reducdo na disponibilidade de oxigénio
ofertada ao coracdo pode ser mensurada e torna-se util no diagnodstico precoce do
infarto, devido aos niveis séricos aumentarem em 1 hora apds a lesdo isquémica,
mantendo maxima liberacdo entre 4 a 12 horas a injlria, porém retornam aos niveis
basais rapidamente apos as 12 horas do infarto. Por este motivo seu uso ¢ desvantajoso
no diagnostico tardio ndo sintomatico do infarto e seu aumento também esta envolvido
no processo de degradagdo do oxido nitrico muscular (OHMAN et al, 1990; MYTHLI
& MALATHI, 2015).

Embora estes sejam os marcadores de lesdes cardiacas mais uteis no diagndstico
do infarto do miocardio, novos métodos de detecgdo tém crescido visando a prevencao
do desenvolvimento do infarto em pacientes de risco. Neste contexto, a utilizagdo de
pequenas moléculas como o micro RNA’s mostra-se eficaz na correlacdo do aumento
deste segundo mensageiro na resposta de hipoxia em pacientes infartados, e novos kits
de diagnodstico estdo sendo desenvolvidos visando a insercdo de uma terapéutica
cardiovascular menos invasiva, além da reducdo dos custos hospitalares relacionados ao
internamento destes pacientes nas unidades de terapia intensiva em cardiologia

(KRANKEL et al, 2016; WANG et al, 2017).

Ainda que o uso de marcadores bioquimicos seja clinicamente relevante no
diagnostico do infarto, o eletrocardiograma ainda é o recurso mais aplicado no
diagnostico do infarto (PANDEY & GUPTA, 2011). As minimas mudangas bioelétricas
no coracdo sdo perceptiveis nos tracados eletrocardiograficos, e por esta razdo ¢
possivel localizar os pontos focais de micro lesdes por injuria, verificar se as lesdes
desenvolvidas sdo recentes ou passadas, além de ser possivel quantificar a area de

ocorréncia do infarto, podendo assim avaliar o grau de comprometimento cardiaco do
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infarto desenvolvido nos pacientes (HERRING & PATERNSON, 2006; HWANG
2014).

Durante o IAM, as principais alteracdes eletrocardiograficas manifestadas sdo:
mudancas da onda T, indicando que a isquemia miocardica desenvolvida durou tempo
inferior a 20 minutos, depressdes ou elevacdes do segmento ST do eletrocardiograma,
com durabilidade superior a 20 minutos de andxia e¢ aprofundamento da onda Q,
apontando para uma necrose resultante de uma anoxia persistente (PIEGAS et al, 2005;
GOLDBERGER et al, 2018). Quanto a localizagdo do infarto desenvolvido, as
alteracdes nas derivatizacdes precordiais sdo mais sensiveis as mudancas bioelétricas
nas paredes miocardias, sendo mais Uteis na precisdo das artérias ocluidas e suas
respectivas paredes lesionadas, entretanto, as derivatizagdes periféricas também podem
ser correlacionadas com a origem das coronarias oclusas e suas terminagdes

miocardicas afetadas (TIMERMAN et al, 2007; ZIPES, 2017).

O eletrocardiograma também pode ser util na identificacdo de eventos pos-
infarto ou ainda na detec¢do de patologias cardiacas decorrentes do infarto como:
arritmias atriais e ventriculares, fibrilagdo atrial, falhas na condu¢do do potencial de
acdo por bloqueios de ramos e feixes, mecanismos de reentrada e desvios de conducdo
elétrica e ainda bloqueios atrio-ventriculares (PASOTTI et al, 2006; LEMMER &
VLAHAKES, 2010; COPPOLA et al, 2013; YAHALOM et al, 2013). Outras
metodologias cardioldgicas vém sendo aplicadas na identificacdo do infarto agudo em
pacientes infartados como o ecocardiograma, alteragdes sobre a homeostasia nos
parametros hemodinadmicos assim como na demanda miocardica de oxigénio calculado
através do produto da pressdo arterial em fun¢@o da frequéncia cardiaca (EGINEER et

al, 2012; ESMAEILZADEH et al,2013; HOFFMAN & BUCKBERG, 2014).

Diante a alta complexidade da evolucdo clinica do infarto e alta taxa de
mortalidade nas primeiras horas do infarto, houve a necessidade de desenvolver uma
estratégia no atendimento dos pacientes infartados. Essa estratégia estratifica a
farmacoterapia empregada no paciente infartado em: atendimento de urgéncia (em geral
realizado por servigos moveis de saltde), atendimento pré-hospitalar (fase de
manuten¢do dos medicamentos do paciente até a chegada ao hospital), atendimento

hospitalar intensivo, atendimento hospitalar de manutencdo, alta hospitalar e por fim



34

farmacoterapia de reabilitacdo, visando a reinsercdo do paciente a sua rotina habitual

(SBC, 2009).

As primeiras horas do desenvolvimento do infarto sdo consideradas pontos de
controle na terapéutica cardiovascular, devido ao periodo critico de evolugdo clinica
para mortalidade. Neste contexto, estima-se que a mortalidade na primeira hora do
infarto seja entre 40-65% atingindo 80% de mortalidade nas 24 horas do surgimento da
lesdo isquémica. As diretrizes que norteiam as condutas terapéuticas do tratamento do
IAM recomendam o uso imediato do eletrocardiograma nas 12 derivatizacdes, nas
unidades moveis para avaliar imediatamente o grau e a extensdo do infarto
acompanhando a evolugdo clinica, assim como sua remissao (SBC, 2009; SBC, 2014;
SBC, 2015). O tratamento de urgéncia do servico movel baseia-se no tratamento de
suporte a vida. Nesse sentido, sdo adotados os procedimentos descritos nas literaturas de
suporte avancado de suporte ao coragdo, caracterizado pelo atendimento rapido com
tomadas de decisdo bem estabelecidas por protocolos internacionais e nacionais de

suporte a vida (MOYER et al, 2007; POZNER, 2018).

De modo geral a conduta farmacoterapéutica do servigo de urgéncia inicia-se
com a administragdo intranasal de oxigénio em casos onde o individuo possui um
percentual de oxigénio saturado menor que 94% ou em casos de congestdo pulmonar ou
ainda em casos onde o paciente descreva dificuldade no ritmo respiratério, a
oxigenoterapia ¢ indicada na maior parte dos pacientes infartados contraindicado
somente se o individuo permaneceu tempo maior que 90 minutos sem atendimento,
devido ao aumento da resisténcia vascular sistémica e¢ redugdo do débito cardiaco,
tornando a reperfusdo cardiaca prejudicial ao individuo (BURLS et al, 2011;
CABELLO et al, 2016). Sao também administrados analgésicos opidides endovenoso
visando a redugdo do desconforto toracico e da ansiedade, nitratos organicos sublinguais
para alivio da dor anginosa e aumento da reperfusdo miocardica (SBC, 2014; SBC,

2015).

O controle da homeostase sanguinea também deve ser controlado, visto que
estudos de metanalise indicaram que a estase sanguinea com a formacdo de trombolise
pré-hospitalar e hospitalar sdo favoraveis ao desfecho clinico negativo, do mesmo modo

que o uso de tromboliticos nas primeiras horas de atendimento foi capaz de reduzir 17%
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da mortalidade dos pacientes infartados (WEVER et al,1997; MORRISSON et al, 2000;
BJORKLUND et al, 2006).

Desta maneira, o uso de antiplaquetdrios e tromboliticos sdo rotineiramente
aplicados no tratamento pré-hospitalar no atendimento de suporte a vida, facilitando a
degradacdo de trombos formados nas coronarias e reduzindo a adesdo plaquetaria para a
prevengdo da formagdo de novos trombos e assim diminuindo o risco de novas oclusdes

coronarias (SBC, 2009; SBC, 2014; SBC, 2015).

O atendimento hospitalar fundamenta-se através do nivel de remissao do infarto
devido as intervencdes no atendimento pré-hospitalar, e controle cardiovascular
previamente estabelecido, porém, a utilizacdo de novas condutas s3o cruciais para
investigar a necessidade de intervengdes invasivas ou ndo invasivas na desobstrugdo
coronaria, além da manutencdo do controle homeostasico cardiovascular para evitar a

reincidéncia de infartos (MENDES et al, 2014; STOCKBURGER et al, 2016).

Assim a utilizagdo da terapia farmacologica dependera dos resultados
apresentados em exames eletrocardiograficos, ecocardiograficos, marcadores
bioquimicos e exames imageamento. Na fase de atendimento de urgéncia deseja-se
conservar o controle hemostatico e este deve ser realizado por anticoagulantes
intravenosos e agentes tromboliticos, quando necessarios, enquanto o controle
cardiovascular deve-se ao uso de agentes beta-bloqueadores com a monitoriza¢do da
frequéncia cardiaca em 60 bpm. Em casos onde hd o aparecimento de arritmias
ventriculares ou fibrilagdes atriais o uso de antiarritmicos deve ser usado para evitar o
choque cardiogénico, no entanto, ndo sdo rotineiramente aplicados (RISENFORS et al,

1991; CHEN et al, 2005; McHUGH et al, 2010).

Apds a avaliag@o de risco do paciente infartado em submissdo a desobstrugdo
coronariana pelo método invasivo, o individuo pode entdo ser designado para o
atendimento de cardioldgico clinico, onde havera a controle da reperfusdo miocardica e
monitorizagdo da melhora nas fungdes cardiacas, quando ndo ha necessidade de
procedimentos cirargicos, enquanto que aqueles individuos que necessitam do processo
cirargico sdo designados para o implante de dispositivos corondrios e em seguida
devem iniciar o tratamento farmacoterapéutico no atendimento cardioldgico clinico

(NORDMANN et al, 2004; TONINO et al, 2009; DE LUCA et al,2012).
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Na fase hospitalar, o controle cardiovascular dar-se pelo uso de uma terapéutica
farmacologica multipla composta por: gases medicinais, analgésicos, tromboliticos,
anticoagulantes e agentes cardiovasculares (SBC, 2004; SBC, 2009; SBC, 2014; SBC,
2015). Dentre os agentes cardiovasculares, os estudos de metanalise tem demonstrado
que o uso de beta-bloqueadores é favoravel a reducdo no risco relativo de mortalidade
de pacientes hospitalizados, estas acgdes foram atribuidas a redugdo sinérgica
cardiovascular, reduzindo a frequéncia cardiaca, o inotropismo e a redugdo na pressio
arterial, resultando melhora do consumo do oxigénio miocardico, bem como, na

melhora da perfusdo miocardica (FREEMANTLE et al, 1999; CHEN et al, 2005).

Em casos de contraindicagdes ou resisténcias aos beta-bloqueadores, o uso dos
antagonistas dos canais para calcio sdo clinicamente uteis, entretanto, estudos de
metanalise revelam que os antagonistas de canais para calcio ndo mostraram beneficios
cardiovasculares sugestivas na redugdo da mortalidade ou na reincidéncia de infarto,
quando utilizados na fase aguda ou de recuperacao da isquemia (TANI et al, 2004; SBC,
2015). Contudo, controlaram os sintomas anginosos comparaveis aos beta-bloqueadores

mesmo que sem prevenir a angina refrataria (YUSUF et al, 1991; BODEN et al, 2000).

O uso dos vasodilatadores corondrios restrigem-se a fase aguda inicial, somente
em casos de reversdo de espasmos ou para alivio da dor anginosa ndo tratada por beta-
bloqueadores ou antagonista dos canais para calcio (MENYAR, 2006; CASTRILLO et
al 2016; KANNAM, 2017). O tratamento de reabilitacdo e manutengdo p6és hospitalar
objetiva-se em evitar a reincidéncia dos infartos ou manifestacdes anginosas, assim, o
tratamento ambulatorial dos pacientes pos-infarto também sdo caracterizados pelo
grande espectro de medicamentos e as classes mais rotineiramente usadas sdo: anti-
hipertensivos, hipolipemiantes orais, antiplaquetarios, anticoagulantes orais e

tromboliticos.

O uso dos anti-hipertensivos compde a maior parte das prescri¢des do tratamento
do IAM, onde a terapia farmacologica pode apresentar um ou mais representantes das
mais variadas subclasses anti-hipertensivas. O uso mais comum de anti-hipertensivo na
farmacoterapia cardiovascular pos-infarto sdo os antagonistas de receptores de
angiotensina I, as evidéncias clinicas mostram que pacientes pds-infartados melhoraram
a funcdo cardiaca e reduziram o reinfarto. Esses efeitos foram atribuidos a diminuigdo

do remodelamento cardiaco em individuos com disfunc¢ao ventricular esquerda, gracas a
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modulagdo no sistema renina-angiotensina-aldosterona (MINUZZO et al, 2014; LEE et
al, 2016). Adicionalmente, os antagonistas dos receptores para aldosterona, como o
eplerone aperfeigcoou o tratamento farmacoldgico multiplo aplicado com inibidores da
enzima conversora de angiotensina, aspirina, beta-bloqueador e estatinas, reduzindo
17% a mortalidade de individuos pos-infarto em comparagdo com o grupo placebo com

mesmo protocolo farmacoterapéutico (PITT et al, 2003).

Estudos recentes demonstram que o uso de beta-bloqueadores é capaz de reduzir
a mortalidade e a reincidéncia de infarto em terapias secundarias de individuos ap6s o
infarto do miocardio (KEZERASHVILI et al, 2012; DINICOLANTONIO et al, 2015;
SOEIRO et al, 2016). Os antagonistas de canais para cédlcio, ndo possuem estudos
recentes sobre seu uso em individuos ap6s o infarto, as evidéncias mais antigas apontam
para um possivel beneficio prognostico, quando analisado especificamente verapamil e
diltiazem, os estudos associam a vasodilatacdo coronaria e sistémica, melhorando a
reperfusdo miocardica a sugestivas melhorias nas taxas de mortalidade, entretanto a
consisténcia destes resultados ¢ questionavel por agéncias de cuidados a saude em todo
o mundo, portanto o uso dos antagonistas de canais para célcio ¢ considerado como

alternativa ao uso dos beta-bloqueadores (WARNOC et al, 1989; DAVIT II, 1990).

Hipolipemiantes orais sdo vastamente prescritos para reduzir as dislipidemias e
prevenir o reinfarto por obstrucdo de novos ramos de artérias coronarias (SWARTZ et
al, 2001; CANNON et al, 2004; BAIGENT et al, 2005). Uma metanalise recente,
demonstrou que o uso de hipolipemiantes orais de diferentes potencia, foi capaz de
reduzir os desfechos clinicos associados a mortalidade e a reincidéncia de infarto em

fun¢do da poténcia do hipolipemiante reduzir o colesterol LDL (STONE et al, 2013).

Os antiplaquetarios associados com anticoagulantes orais mostram-se eficazes
em reduzir a formagdo de trombos e placas aterosclerdticas em pequenos ramos
vasculares como as artérias coronarias, reduzindo a capacidade de oclusdo corondria por
ateromas (FLOYD et al, 2017). A associa¢do destes farmacos sdo aconselhados por até
um ano apdés o evento isquémico, os estudos apresentados de SABATINE, 2005 e
GARLTON, 2006 recomendam o uso da terapia fibrinolitica por até 4 semanas apos o
infarto agudo do miocardio (SABATINE et al, 2005; GARLTON et al, 2006). O uso
dos anticoagulantes orais, especialmente os derivados cumarinicos, mostraram-se

capazes de reduzir a mortalidade e a reincidéncia de infarto do miocardio (VAN et al,
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2002; HURLEN et al, 2002). Entretanto, ndo hd consenso no uso dos anticoagulantes
orais para o tratamento poOs-infarto. O uso destes agentes ¢ sugerido na rotina de
individuos com tromboembolismo sistémico, trombo intracardiaco laudavel ao
ecocardiograma, fibrilacdo atrial e historico de tromboembolia em infartos de grande
extensdo, especialmente quando atingida a parede anterior e ainda quando o individuo
apresenta disfungdo cardiaca grave associada a insuficiéncia cardiaca (SBC, 2009; SBC,

2014; SBC, 2015).

Como visto, o tratamento farmacoldgico do IAM ¢ complexo e envolve diversas
fases na conduta terapéutica. A principal estratégia utilizada ¢ o uso da polifarmacia
composta por: oxigenoterapia, antianginosos, analgésicos, antiarritmicos, anti-
hipertensivos, hipolipidémicos e antiagregantes plaquetarios, sejam por via intravenosa,
na fase aguda da doenga ou oral na terapia de reabilitacdo e manutencdo (SBC, 2009;

SBC, 2014; SBC,2015).

Em adicdo, as recomendag¢des mais recentes também sugerem a utilizacdo de
abordagens ndo farmacolodgicas, para a melhoria na qualidade de vida de individuos
apos o infarto, estas recomendagdes incluem: interromper o tabagismo de individuos
fumantes, prescrigdo de uma dieta adequada e equilibrada, readaptacdo ao exercicio

fisico de baixo impacto e adesdo aos programas de reabilitagdo (SBC 2014; SBC, 2015).

Em contraste, apesar das melhorias no manejo clinico e farmacologico, o IAM
continua a ser a principal causa de morte em todo o mundo e ¢ notavel a inexisténcia de
uma classe de farmacos cardioprotetora na literatura (ZHOU, 2012). Neste contexto,
recentes estudos tem demonstrado a necessidade da implementag@o de novas estratégias
terapéuticas para a cardioprevencdo (SPATH et al, 2016, SLUIJTER et al, 2014;
HAUSENLOY et al, 2017). No qual a cardioprote¢do pode ser compreendida como
todos 0s mecanismos € meios que contribuem para a preservagdo cardiaca por meio da

reducdo ou mesmo prevencao do dano miocardico (KLUBER & HAAS,1996).

Estas estratégias podem envolver como alvos estratégicos, técnicas de
transplante cardioplégico, uso de terapias celulares visando o estimulo para a maturagao
e diferenciagdo de células pluripotentes, em novos de cardiomiocitos, gerados a partir de
bancos de células tronco ou ainda a modulacdo de alvos moleculares como: receptores
cardiacos, receptores e canais mitocondriais e ainda inibi¢do das vias apoptoticas

(JACOBSON et al, 2000; SLUIJTER et al, 2014; HAUSENLOY et al, 2017).
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HAUSENLOY e cols 2010 tém apontado as recomendacdes uteis para a
transposi¢do dos estudos farmacologicos de cardioprotegdo em modelos experimentais e
sua correlacdo com o infarto desenvolvido em humanos para inser¢cdo de uma futura
classe farmacologica cardioprotetora, essas recomendacgdes incluem: a selecdo do
animal utilizado, influéncia de comorbidades, modelo de infarto experimental
desenvolvido (ex-vivo e in vivo) e sua duragdo entre outros. Além das variaveis
analisadas como: mortalidade, area de infarto, dosagem de marcadores bioquimicos
(CK-MB e troponinas), medida da funcdo cardiaca e analises mais robustas como
mapeamento do metabolismo cardiaco por RMN P em tempo real e ecocardiograma

(HAUSENLOY et al, 2010).

Recentes estudos evidenciam o papel das vias parassimpaticas como
mecanismos de cardioprotecio (SUN et al, 2011; INSERTE & GARCIA-DORADO et
al, 2015; KINGMA et al,2017; ITANCHALI et al, 2018) indicando que a acetilcolina
pode exercer papel fundamental na prevengdao do IAM , assim como, pode ativar vias de
sobrevivéncia celular pds-infarto através de complexos mecanismos que envolvem os
receptores muscarinicos e nicotinicos (Figura 1, pag 40) (SUN et al, 2011; ITANCHAI
et al, 2018). Também tem sido evidenciado o envolvimento do NOSe-GMPc-PKG
como agentes mediadores na cardioprotecdo endogena da acetilcolina liberada pelo
nervo vago e consequente aumento na estimulagdo do oxido nitrico disponivel no

miocardio (INSERTE & GARCIA-DORADO, 2015; KINGMA et al, 2017).

Estes estudos recentes oferecem suporte as evidéncias de ZAUGG & SCHAUB,
2004 em que o sistema parassimpatico exerce fungdo cardioprotetora através de
mecanismos celulares na simpatomodulagdo na intercomunicagdo do coragdo e
pequenos vasos sanguineos especialmente em situagdes de trauma ou estresse como

uma resposta fisiologica (ZAUGG & SCHAUB, 2004).
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FIGURA 1 - Representacdo esquematica simplificada da sinaliza¢do celular cardioprotetora em

midcitos cardiacos produzida pela ativacdo dos receptores celulares colinérgicos.
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Devido as evidéncias de alvos moleculares com transdugdes de sinais com efeito
cardioprotetor, alguns compostos tem atraido a atencdo, devido sua agdo cardioprotetora
exercida e figuram entre os possiveis candidatos a farmacos cardioprotetores.
Adenosina tem demonstrado acdo cardioprotetora tanto em estudos experimentais
quanto em estudos clinicos reduzindo a area de infarto (OLAFSSON et al 1987; ROSS
et al, 2005; LASLEY, 2018). Também foi evidenciado o envolvimento de receptores
muscarinicos nos beneficios cardiacos produzidos pela adenosina no infarto por injaria

e reperfusdo em ratos (SUN et al, 2011)

O peptideo natriurérico atrial (ANP) tem mostrado modesto efeito cardioprotetor
em estudos experimentais reduzindo a area de infarto em coelhos (YANG et al, 2006) e
também exibiu efeito cardioprotetor reduzindo os niveis de creatino fosfoquinase em

estudos clinicos em terapia combinada ao nicorandil (KITAKAZE et al, 2007).

De modo similar o exenatide, um composto sintético andlogo ao GLP-1 e o

exenatide 4, exibiu acdes cardioprotetoras em diversos estudos experimentais com



41

animais de pequeno e grande porte (SONNE et al, 2008; TIMMERS et al,
2009;HAUSENLOQY et al, 2012) e também apresentou reducdo da area de necrose em
pacientes infartados (LONGBORD et al, 2012; WOO & KIM, 2013).

A administragdo do antagonista seletivo de receptores [;-adrenérgicos,
metoprolol, preveniu o infarto por reperfusao, reduzindo a area de infarto em animais de
grande porte (IBANEZ et al, 2007) e reduziu & area de necrose, o remodelamento
cardiaco e a disfunc@o do ventriculo esquerdo em estudos clinicos (IBANEZ et al,
2013; PIZZARRO et al, 2014; ROOLVINIK et al, 2016). A terapia combinada de beta-
bloqueador e inibidor de enzima conversora de angiotensina produziu efeito
cardioprotetor em um estudo experimental, envolvendo a ativacdo da via JAK-2/STAT-

3 como mediador da cardioprevencao (HAYBAR et al, 2018).

A Janus kinase 2 (JAK-2) pertence a uma familia de receptores do tipo tirosino-
kinases, que ao serem ativadas induzem a fosforilagdo dos fatores de transcrigdo
ativados por sinalizacdes transdutoras como a STAT-3, esta sinalizagdo intracelular
regula transcricdo génica de fatores anti-apoptoticos como os fatores Bcl2 que uma vez
fosforilados por STAT-3 mediada inibe o dano nuclear ¢ mitocondrial pela supressdo da

via da caspase que induz necrose celular em lesdes de injuria-reperfusdo (SUN et al,

2018)

Ciclosporina A, um farmaco imunodepressor tem demonstrado acdo
cardioprotetora em estudos experimentais ex-vivo € in vivo envolvendo a participagdo da
inibicdo do poro de permeabilidade mitocondrial (PIOT et al, 2008; MEWTON et al,
2010), também preveniu o infarto em estudos clinicos com pacientes trombolisados
(GAFFARI et al, 2013) e melhorou os desfechos clinicos de pacientes hospitalizados
p6s infarto (CUNG et al, 2015; OTTANI et al, 2016). Embora haja um nimero
consideravel de estudos circundando a ciclosporina A, ndo é claramente elucidado o seu

papel exercido no mecanismo trombolitico (HAUSENLOY et al, 2017).

Alguns compostos de origem natural também tem apresentado efeito significante
sobre o infarto do miocardio, produzindo relevante efeito cardioprotetor. Dentre eles,
miricetina, um flavonoide encontrado em uvas da espécie vitis vinifera, exibiu efeito
cardioprotetor in vivo no modelo de infarto por isoproterenol e envolve a participacao

do segundo mensageiro STAT-1 (TIWARI et al, 2009; SCARABELLI et al, 2009).



42

Embora ndo existam estudos clinicos com miricetina, esta molécula tem sido apontada

por sua promissora a¢ao cardiopreventiva (GOUTAM et al, 2017).

Omega 3, um 4acido graxo polinsaturado quando suplementado em individuos
saudaveis, preveniu o surgimento de doengas cardiovasculares (LEE et al, 2008), em
estudos experimentais este efeito parece envolver a reducdo da inflamacdo engatilhada
pelo acido araquiddnico, reduzindo a inflamagdo cardiaca, porém também parecem
envolver a participa¢do de canais i6nicos e segundos mensageiros, além de promover
melhoras da funcdo autondmica, melhora das funcdes endoteliais e acoes
antiplaquetarias (ADKINS & KELLEY, 2010; ENDO & ARITA, 2016; ROY &
GUENNEC, 2017). Embora estes efeitos tenham apresentado correlagdo benéfica com o
sistema circulatorio, algumas diferengas entre os efeitos em estudos experimentais e em

humanos sao relatados (DESNOYERS et al, 2018).

Resveratrol, um polifenol obtido de uvas também ¢ indicado com futuro
candidato de farmaco cardioprotetor. Seus efeitos cardiovasculares tem sido estudado ao
longo das duas ultimas década, por diversas abordagens experimentais: ex vivo, in vitro,
in vivo e clinicas, as evidéncias apontam para o efeito cardioprotetor dependente da acdo
antioxidante como mecanismo de acdo, embora possam envolver agdes
antiproliferativas, anti-inflamatorias e mediadora na expressao génica (WU et al, 2001;
DERNEK et al, 2004; GURUSAMY et al, 2009; WU et al, 2011; DAS & MAULIK,
2011;MAGYAR et al; 2012; MOKNI et al, 2013).

Além dos compostos endogenos, sintéticos, nutracéuticos ou naturais isolados,
extratos de plantas que possuem atividade anti-hipertensiva e cardioprotetora em
estudos pré-clinicos, sdo apontados como uma sugestdo de tratamento coadjuvante na
prevencdao do desenvolvimento do infarto agudo do miocardio (MALI et al, 2012;

NADE et al,2013; PAUDEL et al,2014).
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2.2- Infarto experimental induzido por isoproterenol: uma breve revisao

O infarto induzido por isoproterenol surgiu como um método alternativo e eficaz
de estudo experimental das lesdes de isquemia-reperfusdo aos ja existentes na literatura
como: procedimentos cirargicos de oclusdo coronariana, implantes de bombas
osmoticas contendo agonistas B-adrenérgicos ou métodos ex-vivo em banhos de 6rgdos
isolados e perfundidos. O baixo custo efetivo do modelo experimental associado a alta
reprodutibilidade apresenta-se como vantagens aos modelos até entdo usados para
estudos fisiopatologicos do IAM ou como método de avaliagio de compostos com

potencial cardioprotetor (WONG et al, 2017).

Neste contexto o uso do isoproterenol subcutaneo mostra-se Util em mimetizar o
IAM desenvolvido em humanos, contemplando as diversas alteracdes metabolicas e
fases evolutivas em similaridade ao infarto agudo ocorrido em seres humanos (BROKS
et al, 2009; LOBO-FILHO et al, 2011). Assim o 4-[1-hydroxy-2-(propan-2-ylamino)
ethyl] benzene-1, 2-diol ou comumente conhecido pela denominagdo comum
internacional isoproterenol ¢ uma catecolamina sintética que atua como agonista de
receptores B-adrenérgicos ndo-seletivos. A alta densidade de receptores B-adrenérgicos
nos tecidos cardiacos favorece ao desenvolvimento da cardiomiopatia induzida pelo

isoproterenol (GOODMAN & GILMAN, 2018).

O uso do isoproterenol para produzir injuria miocardica, pode produzir graus
patoldgicos diferentes em sua inducdo devido a dose utilizada. Em baixas doses (0.3—6
mg/kg), isoproterenol induz injuria miocardica de 1-3 semanas de administragdes
repetidas, sem afetar a pressao arterial, porém produz hipertrofia cardiaca acompanhada
de fibrose e necrose cardiaca. O uso de isoproterenol em média dosagem (10-85 mg/kg
1x) produz injuria miocdrdica associada a temporaria reducdo da pressdo arterial
sistolica e diastolica, além de mudancas na ultraestrutura mitocondrial, produzindo
inchamento da mitocondria. A administracdo de isoproterenol em altas doses (85-300
mg/kg, administracdo repetida) produz necrose miocardica difusa, hipertrofia
ventricular, alteracdes hemodindmicas, alteragdes metabolicas e eletroionicas

(SIDDIQUI et al, 2016).

Isoproterenol assemelha-se as catecolaminas endogenas devido a presenga de um
ntcleo aromatico catecol unido a uma porcao alifatica. A porcao alifatica confere as

catecolaminas maior afinidade entre os receptores metabotopicos como adrenégicos



44

e/ou dopaminérgicos (BANGASH et al, 2012; LIAUDET et al, 2014). Em relagdo a sua
estrutura molecular (Figura 2, pag 44), o grupamento alifatico isopropila ligado ao gupo
amina confere ao isoproterenol maior afinidade B-adrenérgica e pouca afinidade por
receptores o-adrenérgicos, enquanto que a presenga de hidroxilas ligadas ao anel
aromatico nas posi¢des 3 e¢ 4 potencializam a agdo B-adrenérgica, enquanto que a
hidroxila ligada ao carbono na posicdo  aumenta a hidrofilia molecular e reduz a acdo

central (HOFFMAN et al, 2001).

FIGURA 2- Estrutura molecular do isoproterenol
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Fonte: SIDDIQUI et al, 2016

A transdugdo de sinal produzido por isoproterenol ¢ igual aos dos agonistas
adrenérgicos cardiacos. A ativacdo de receptores cardiacos P;, adrenérgicos induz a
ativagdo da proteina G tipo s que induz a dissociacdo de seu trimero, a subunidade o
estimula a ativacdo da adenilato ciclase e induz a ciclizagdo do monofosfato de
adenosina (AMPc) e consequente ativagdo de canais para calcio do reticulo
sarcoplasmatico e dos canais para calcio ancorados na membrana, resultando em
aumento da condutancia de célcio intracelular mediados pela fosforilagdo da proteina
kinase A (PKA). A dissociagdo do trimero da proteina Gs, também aumenta a
estimulacdo de proteinas contrateis, assim, o aumento intracelular do calcio ventricular
e a estimulacdo de proteinas contrateis produzem inotropismo, cronotropismo
lusitropismo e badmotropismo positivo, resultando em aumento da for¢a de contracao,
frequéncia cardiaca, da velocidade de condugdo e do débito cardiaco (MOURA &

VIDAL, 2011).

Entretanto, doses macicas e repetidas de isoproterenol produzem sobrecarga da

sinalizacdo cardiaca do célcio e aumento da demanda miocardica de oxigénio alterando
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o estado energético mitocondrial cardiaco e producdo de espécies reativas de oxigé€nio
aumentando o estresse oxidativo (FLECKENSTEIN et al, 1974; FLECKENSTEIN et
al, 1975; KHAN et al, 2012). O estresse oxidativo tem sido exaustivamente
correlacionado com o IAM, devido ao aumento da peroxidacdo lipidica induzida pelos
radicais livres (anions superoxido e hidroxil) durante a hipoxia/andxia. Nao obstante,
isoproterenol ¢ capaz de produzir lesdes cardiacas por hipdxia e consequente
hiperproducdo de espécies radicalares engatilhando a peroxidagdo lipidica (COSTA et
al, 2011). Isoproterenol também ¢é capaz de alterar a atividade de enzimas antioxidantes
como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx)

(LOBO-FILHO et al, 2011; SHUKLA et al, 2015).

Em associacdo, estudos recentes mostram que o isoproterenol, também pode
causar aumento do estresse oxidativo durante a biotransformagdo e excrecdo do
isoproterenol, assim, isoproterenol ¢ convertido a metabolitos ativos como
isoprenocromos, que possuem a capacidade de agir de modo similar as espécies reativas
derivadas do oxigénio aumentando a lesdo isquémica cardiaca (REMIAO et al, 2001;

REMIAO et al, 2002).

O estresse oxidativo produzido na lipoperoxidacdo tem sido apontado como
responsavel pela fase inflamatéria do infarto. Sabe-se que o aumento do estresse
oxidativo seja responsavel pela quimiotaxia e recrutamento de células inflamatorias que
envolve um complexo mecanismo orquestrado pelo aumento da circulacdo dos
leucotrienos, interleucinas e de segundos mensageiros inflamatérios como o TNF-q,
promovendo neutrofilia miocardica (NIJIMA et al, 1999; OLIVETTI et al, 2000). Os
mecanismos que envolvem todos os processos envolvidos na inflamagdo das lesdes de
isquemia-reperfusdo ndo ¢ claramente descrito, entretanto, sabe-se que o isoproterenol &
capaz de mimetizar a inflamagdo das lesdes de isquemia-reperfusdo semelhante ao

humano (LOBO-FILHO et al, 2011).

Da mesma maneira, sabe-se que o isoproterenol ¢ capaz de aumentar os niveis
circulantes de integrinas e selectinas, estimulando o mecanismo de rolamento e adesdo
de células inflamatorias nas corondrias e sua invasdo no miocardio subjacente
(DERIAN et al, 1995; SHUKLA et al, 2015). A estase sanguinea envolvida na
diapedese neutrofilica pode funcionar como o gatilho para a formacgdo da agregacdo

plaquetéria e dos trombos oclusivos corondrios, produzindo infarto, no entanto, ndo esta
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claro na literatura se o [AM produzido pelo isoproterenol envolve mecanismos
tromboliticos e vasoespasmos na geracdo da hipdxia/andxia miocardica

(RAHMATULLA & DEVI, 2013).

O aumento das espécies radicalares no miocardio e o trabalho cardiaco
extenuante produzem estimulos de morte celular ativado pela via intrinseca e extrinseca.
A sobrecarga da sinalizagdo do célcio miocardico ¢ a alteragdo do estado energético
mitocondrial resulta em hiperexpressdo de endonucleases que fragmentam o DNA e
consequente morte celular. O aumento da apoptose cardiaca ocorre devido a supressao
de moléculas antiapotdticas como o Bcel, e aumento de moléculas pro-apoptoticas BAX
(SHUKLA et al, 2015). Este mecanismo de morte celular produzida pelo isoproterenol é
similar ao encontrado nas lesdes de isquemia-reperfusdo em humanos (BAROLDI,
1974, WONG et al, 2017).

Isoproterenol também ¢é capaz de modular negativamente o metabolismo
cardiaco, alterando o metabolismo da taurina, o ciclo dos acidos tricarboxilicos, assim
como do 4cido citrico (LIU et al, 2013). E sabido que a taurina ¢ capaz de reduzir os
niveis circulantes de apolipoproteina B100, componentes da formagdo de VLDL e LDL,
que representam risco cardiovascular, ao reduzir o metabolismo da taurina,
isoproterenol aumenta o risco de infarto pela circulagio de LDL e VLDL
(YANANGITA et al, 2008). Ha evidéncias, que o baixo nivel de taurina, possa
produzir cardiomiopatia isquémica devido ao envolvimento da taurina na fungdo
contratil cardiaca, porém seus mecanismos ndo sdo totalmente conhecidos (RIPPS &

SHEN, 2012).

O isoproterenol também ¢ capaz de produzir alteragdes sobre o ciclo dos acidos
tricarboxilicos e do 4cido citrico. Isoproterenol inibe a beta-oxidagdo de lipideos,
aumentando os niveis de lipidicos na corrente circulatdria, representando risco
cardiovascular. De modo similar, isoproterenol é capaz de alterar a via glicolitica,
assim, isoproterenol aumenta a glicélise e o ciclo do acido tricarboxilico. O aumento na
glicolise miocardica induzida por isoproterenol, indica o uso excessivo de glicose para
desempenhar o trabalho cardiaco sistolico. Os niveis de treonina, glicina e alanina no
musculo cardiaco de ratos foi diminuida apo6s indug¢@o do infarto com isoproterenol,
indicando deficiéncia no metabolismo energético no miocardio de ratos infartados (LIU

et al, 2013).
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Em adi¢do, isoproterenol é capaz de estimular a lipolise mediada por receptores
B3 em adipdcitos, aumentando a circulagdo lipidica e a formagdo de aterosclerose no

infarto induzido por catecolaminas (MOHAN & BLOOM, 1999).

As alteragoes eletroliticas estdo relacionadas com aumento dos niveis de calcio ¢
de sua captacdo pelo miocardio em torno de 6 horas apds a administracdo do
. ~ ;. + 2+ s +
isoproterenol, redugdo nos niveis de Na' e Ca™ e aumento dos niveis de K" na corrente

7 ) ~ . . ’ . +
sanguinea, apds 24 horas manutengdo ou ligeiro aumento nos niveis de Na no
miocardio e normalizacdo dos eletrolitos com leve reducdo nos niveis de calcio

plasmaticos (REMIAO et al ,2001).

As alteragdes membranares, ocorrem sobre os fosfolipideos, apos 24 horas da
administracdo do isoproterenol, diminuindo a capacidade de metilacdo do sarcolema,
aumento do contetdo do reticulo sarcoplasmatico e reducao da capacidade de metilacao,
ndo foram descritas alteragdes significativas no contetdo e na metilacdo de
mitocondrias (SANCHES et al, 1997). Quanto ao sarcoplasma, apés 24 horas a
administracdo do isoproterenol, ha diminui¢do sobre a atividade de canais para calcio,
reducdo dos sistemas antiporte Na'-Ca’’, aumento nos reservatorios superficiais de
calcio, sem alteragdo na densidade de canais para célcio e dos cotransportadores Na'-

K'(DAHLLA et al, 2001).

O isoproterenol ¢ capaz de induzir insuficiéncia cardiaca em longo prazo,
associada a hipertrofia ventricular, reducdo da complacéncia cardiaca e diminui¢do da
fracdo de ejecdo ventricular esquerda (CANNAVO et al, 2013). A hipertrofia
ventricular desenvolvida pelo isoproterenol ndo envolve neogénese celular, entretanto
hé participagdo do aumento da angiotensina II (ANGIO II) sistémica, assim como da
reducdo sobre os niveis circulantes de esfingosina I (OCARANZA, 2002; CANNAVO
et al, 2013).
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2.3 Compostos terpénicos e seus efeitos cardiovasculares

Os compostos terpénicos sdo substancias naturais, reconhecidas por serem
metabolitos secundarios de origem vegetal. Sdo formados através da unido de unidades
de isopreno e possuem como foérmula estrutural basica (CsHg),. A biossintese para a
formagdo dos compostos terpénicos nos vegetais derivam do metabolismo do acido
mevaldnico (MVA) através da unido de unidades da acetil coenzima A ou através do
metabolismo do metileritritol fosfato (MEP) (Figura 3, pag 48). Entretanto, em ambas
as rotas biosintéticas, serdo originados os precursores dos terpenos: pirofosfato de
isopentenila (IPP) e o pirofosfato de dimetilalila (DMAP), que por sua vez irdo originar

o isopreno (DEWIK, 2002; SIMOES et al, 2017).
FIGURA 3- Rotas biossintéticas envolvidas na formagao de compostos terpénicos em vegetais.
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Fonte: NETO et al, 2017.

Em geral, os compostos terpénicos podem ser classificados quimicamente de
acordo com os grupos orgénicos presentes neles, assim como de acordo com a presenga

ou ndo de anel aromatico estrutural e ainda podem se subclassificar quimicamente de
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acordo com o numero de moléculas de isoprenos associadas. Assim, em relagdo ao
grupamento organico, podem possuir ligagdes com alcool, cetona e aldeidos e podem
ser alifaticos (aciclicos) ou aromaticos, entre as formas com anéis ciclicos podem existir
nas formas: monociclica, biciclica, triciclica, tetraciclica e pentaciclica. Enquanto a
classificagdo relacionada ao numero de unidades de isopreno pode ser: hemiterpenos,
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos ou ainda

politerpenos (DEWIK, 2002; SIMOES et al, 2017).

Os compostos terpénicos tém atraido interesse da comunidade cientificas, devido
as suas atividades biologicas promissoras. Sendo assim, os compostos terpénicos tém
sido considerados uteis para o tratamento de diversas doengas humanas. Relatos da
literatura mostram que em 2002 as industrias farmac€uticas movimentaram
aproximadamente 12 bilhdes de dolares em moléculas terpénicas e suas aplicagdes
farmacoterapéuticas (WANG et al, 2005). Nao obstante, o interesse dos compostos
terpénicos e suas aplicacdes sobre o sistema cardiovascular tém crescido na ultima

década (SANTOS et al, 2011; ALVES-SILVA et al, 2016).

Compostos diterpenicos também sdo capazes de produzir efeitos
cardiovasculares. Estudos de Oliveira, 2006 mostram que o diterpeno labdano-302
((®)17, 12E, 14-labdatrieno-18-(6ico)) isolado de Xylopia langsdorfiana é capaz de
produzir hipotensdo e taquicardia de maneira dose dependente em ratos normotensos e
ndo anestesiados, labdano-302 também ¢ capaz de produzir efeito vasorelaxante em
artérias mesentéricas de ratos normotensos e hipertensos L-NAME, os efeitos parecem
envolver em parte a via do 6xido nitrico, da prostaglandina I, e do bloqueio de canais
para calcio voltagem dependentes tipo L, assim os efeitos cardiovasculares induzidos
por labdano-302 sdo provenientes da vasodilatacdo periférica (OLIVEIRA, 2004;
OLIVEIRA et al, 2006; OLIVEIRA, 2008).

Estudos de Ribeiro 2005 mostraram que o diterpeno acido ent-15a-acetoxicaur-
16-en-19-6ico (CA-acetoxi) isolado de Guatteria juruensis produziu efeito
vasorelaxante em artérias mesentéricas isoladas de ratos e nas preparagdes de atrio
isolados e perfundidos induziram resposta cronotropicas e inotropicas negativas. Em
ratos normotensos nao anestesiados induziu hipotensao e bradicardia que eram abolidas
na presenca de atropina. Assim o diterpeno caurano induziu reducdo na resisténcia

periférica total produzindo hipotensdo e reduziu o cronotropismo € o inotropismo
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cardiaco resultando em bradicardia. Os mecanismos envolvidos nestas acdes foram
dependentes da ativa¢do de receptores muscarinicos e consequente liberacdo de 6xido

nitrico, além do bloqueio sobre canais para calcio (RIBEIRO, 2005).

Os estudos de Simplicio e cols, mostram que o labdano acido Ent-3-Acetoxi-
Labda-8(17),13-Dieno-15-Oico foi capaz de reduzir a pressio arterial de ratos
hipertensos em ratos com hipertensao cardiorrenal. Labda-15-6ico produzir relaxamento
vascular em artérias com e sem endotélio de ratos hipertensos 2R-1C e 2R. O diterpeno
foi capaz de reduzir a pressdo arterial devido ao relaxamento do musculo liso vascular,
entretanto a administracdo intravenosa do diterpenol labda-15-6ico produziu aumento

da pressdo arterial em ratos 2R-1C e 2R ndo-anestesiados (SIMPLICIO et al, 2016).

Cuadrado e cols evidenciaram que um diterpeno labdano produz -efeito
cardioprotetor contra as lesdes de isquemia-reperfusdo miocardicas através de
abordagens ex-vivo, usando culturas de cardiomiocitos ventriculares H9C2, bem como,
nas abordagens in vivo diminuindo o tamanho do infarto. Os mecanismos relacionados
ao efeito cardioprotetor envolve a participacdo da ativacdo da via AKT nos
cardiomiocitos (CUADRADO-BERROCAL et al, 2011; CUADRADO-BERROCAL et
al, 2015).

Em particular, os monoterpenos sdo capazes de modular acdes sobre o sistema
cardiovascular, demonstrando promissores efeitos para o tratamento farmacologico de
doencas do aparelho cardiovascular (SANTOS et al, 2011). Os monoterpenos sao
constituintes comumente encontrados em 06leos essenciais de varias estruturas vegetais,
como flores, folhas, frutos e resinas (YANG et al, 2013; ZUZARTE & SALGUEIRO,
2015). Monoterpenos, também sdo atrativos nas industrias cosméticas devido a vasta
amplitude de aromas e suas combinagdes servindo tanto para aromatiza¢do quanto para
a fixacdo de fragrancia dos perfumes (KANG & LEE, 2016; SARKIC & STAPPEN,
2018)

Estudos de Santos e cols, 2011 mostram que aproximadamente 33 monoterpenos
e seus isdmeros, sdo capazes de induzir respostas cardiovasculares devido as agdes
pressoricas, vasorelaxantes e cardiacas (Figura 4, pag 51). Estas evidéncias foram
testadas em diversos modelos experimentais, usando abordagens ex-vivo com
fragmentos de tecidos de animais e de humanos, como também através do uso de

abordagens in vivo em modelos animais € em humanos (SANTOS et al, 2011).
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1,8-cineol e 4-terpineol s3o monoterpenos apontados como compostos
majoritarios de oleos essenciais obtidos de Alpinia zerumbet. Alpinia zerumbet é uma
planta conhecida por seus efeitos cardiovasculares. Assim, 4-terpineol induziu
hipotensdo em ratos normotensos e hipertensos (LAHLOU et al, 2002; LAHLOU et al,
2003). Em experimentos ex-vivo, anéis aorticos relaxaram na presenca de 4-terpineol
devido a inibi¢do eletromecénica do influxo de calcio através de canais para célcio

voltagem dependentes (MAIA-JOCA et al, 2014).

1,8-cineol foi capaz de induzir efeitos vasorelaxantes em aortas isoladas de ratos
envolvendo a¢des endotélio-dependentes devido a liberagdo de 6xido nitrico (LAHLOU

et al, 2002; PINTO et al, 2009).

FIGURA 4- Monoterpenos com agoes cardiovasculares.

Eé )
/f\
4

i/cuo CH,OH ?

TR
[5:(0 é\vcw
Q

:
6




52

CH,OH
CHO CH,OH o =
N
0
S I OH -
H 2
22

X
19 20 21 23
OH
© :_OH OH
e P
25 26 27 28 29
HO 0
OH
|
31 33 34 35 36

Fonte: SANTOS et al, 2011.

1-8 cineol também reduziu a pressao arterial de ratos normotensos anestesiados e
ndo-anestesiados (LAHLOU et al, 2002). Em musculos papilares isolados e perfundidos
de ratos 1,8-cineol induziu inotropismo negativo devido a inibi¢do do influxo de calcio

transmembranar (SOARES et al, 2005).

Citronelol, produziu efeito hipotensor e taquicardico em ratos normotensos nao-
anestesiados, e em preparacdes de artéria mesentéria isolada de ratos produziu efeito
vasorelaxante, os mecanismos propostos para os efeitos cardiovasculares estudados
devem-se ao bloqueio do influxo de célcio através da membrana por canais para calcio
voltagem dependetes, produzindo reducdo da resisténcia periférica vascular e

taquicardia reflexa (BASTOS et al, 2010; MENEZES et al, 2010).

Limoneno, um monoterpeno comumente encontrado em frutas citricas produziu
efeito anti-hipertensivo em roedores com hipertensdo pulmonar in vivo induzido por
monocrotalina além de prevernir os agravos da hipertensdo pulmonar nos animais
(TOURVAY et al, 1995). Sobrerol, também foi capaz de reduzir a pressdo arterial de
ratos com hipertensdo pulmonar, sendo capaz de regularizar os niveis pressoricos

(TOURVAY et al, 1995).
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Mentol, um composto encontrado em espécies de horteld, produziu efeito
vasorelaxante em preparegdes isoladas de ratos e de humanos, este efeito vasorelaxante
foi dependente da ativagdo de receptores muscarinicos vasculares e consequente
producdo de oxido nitrico endotelial em ratos, porém também parece envolver o
bloqueio dos canais para calcio e soédio do tipo TRPM 8 em artérias humanas
(JOHNSON et al, 2009), estudos com patch clamp revelaram que o mentol é capaz de
inibir as correntes de calcio através dos canais para calcio tipo L em cardiomidcitos

ventriculares (BAYLIE et al, 2010).

Mirtenal e mirtenol induziram efeito hipotensor de maneira dose-dependente em
ratos (SAITO et al, 1996). a-pineno e o-cimeno, monoterpenos encontrados em uma
planta popularmente conhecida como “cominho-preto” foi capaz de produzir hipotensdo
e bradicardia de modo dependente de dose em ratos ndo anestesiados e anestesiados
com uretano, estes efeitos foram atribuidos a modulac¢do no controle central vasomotor
e redugdo na liberagdo de neurotransmissores simpaticos, reduzindo a resisténcia
periférica total e a frequéncia cardiaca (EL TAHIR ET AL., 1993; EL TAHIR &
AGEEL, 1994; EL TAHIR et al, 2003). Entretanto, também foi demonstrado que a-
pineno e P-pineno produzir hipotensdo e taquicardia em ratos normotensos ndo

anestesiados (MENEZES et al, 2010).

Carvacrol foi capaz de induzir efeitos vasorelaxantes em anéis arteriais de
aortas, mesentéricas e artérias cerebrais ¢ cerebelares de ratos (AYDIN et al, 2007;
EARLEY et al, 2010), também foi capaz de produzir efeitos antiarritmicos em
cardiomidcitos isolados de cdes e de humanos estes efeitos paracem envolver a
modulagdo de canais para calcio de diversos subtipos (MAGYAR et al, 2004; AYDIN
et al, 2007; PEIXOTO-NEVES et al, 2010) e em abordagem in vivo produziu redugdo
na pressdo arterial e na frequéncia cardiaca de ratos normotensos anestesiados, estes
efeitos foram atribuidas as acdes endotélio-dependentes envolvendo a ativagdo da via do
6xido nitrico, pois a inducdo da hipertensdo L-NAME foi inibida pela pré-administragao

de carvacrol (AYDIN et al, 2007).

Carvacrol, também foi capaz de produzir cardioprotecdo contra as lesdes de
isquemia-reperfusdo do infarto agudo do miocardio em ratos e seus mecanismos
envolvem acgdes antiapoptoticas e modulacdes cardiacas envolvendo as vias

MAPK/ERK e AKT/eNOS (YU et al, 2013; EL-SAYED et al,2016; CHEN et al, 2017;
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SADEGHZADEH et al, 2018). Timol, também produziu efeitos cardioprotetores in vivo
contra as injurias miocardicas induzidas previamente com doxorubicina (EL-SAYED et

al, 2016).

Em adicdo, timol produziu efeitos arritmogénicos em cardiomiocitos
ventriculares isolados de cdes e de humanos, estes efeitos sugerem o envolvimento da
inibi¢do de correntes de calcio e potassio (MAGYAR et al, 2004), estudos com patch
clamp mostraram que timol é capaz de inibir canais para calcio voltagem dependente
tipo L em coragdes isolados, induzindo efeitos inotropicos negativos
(SZENTANDRASSY ET AL, 2004) assim como também foi capaz de inibir o influxo
de calcio do reticulo sarcoplasmatico induzindo efeito cardiodepressor
(SZENTANDRASSY ET AL, 2004). Thymol, também foi capaz de induzir acdes
farmacolodgicas sobre a vasculatura, produzindo efeito vasorelaxante em preparacdes de
aortas isoladas de ratos de modo independente de endotélio, as evidéncias
demonstraram que timol foi capaz de inibir o influxo de célcio intracelular em anéis

aorticos (PEIXOTO-NEVES et al, 2010).

A mistura racémica de linalol foi capaz de produzir efeitos hipotensores e
taquicardicos em ratos normotensos € ndo anestesiados, estes efeitos foram atribuidos a
reducdo da resisténcia periférica vascular com consequente taquicardia reflexa devido a
ativacdo dos baroceptores cardiacos nas abordagens in vivo (MENEZES et al, 2010).
Entretanto, os resultados dos efeitos de linalol sobre a frequéncia cardiaca foram
variaveis de acordo com o uso separado dos isomeros de linalol. A utilizacdo da
inalacdo da molécula levogira (-) linalol em humanos provocou efeito cardiodepressor,
entretanto a exposi¢do de humanos a molécula dextrogira (+) linalol com mesma via de

administra¢do induziu cardioestimulacdo (HOEFERL et al, 2006).

O tratamento cronico de ratos ao linalol foi capaz de produzir efeitos
cardioprotetores in vivo contra o infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol,
linalol também preveniu as lesdes de isquemia-reperfusdo em células H9C2 e os
mecanimos intrinsecos ao efeito cardioprotetor se correlacionam com multiplas acdes,
induzindo angiogénese endotelial devido a ativacdo da via do VEGF-, assim como,
também envolvem a ativacdo da via AKT e possivelmente exerce inibi¢do do GSK-3f

em células cardiacas (ZHENG et al,2017).
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Alpha-terpineol ¢ um monoterpeno ciclico, com massa molar (154.25 g/mol) e
formula molecular (C;oH;30) de origem natural que pode ser isolado de uma variedade
de espécies vegetais aromaticas, apresenta-se como um 6leo incolor, volatil e odorifero.
Seus principais empregos sdo em aromaterapias, perfumaria e no uso tradicional de
plantas medicinais aromaticas, sendo componente de Oleos essenciais extraidos de

plantas (BHATIA, 2008).

Alpha-terpineol tem sido considerado um dos compostos majoritarios da resina
obtida nos caules de Protium hepthaphylum (MARQUES et al, 2010; MOBIN et al,
2016; MOBIN et al, 2017). Protium hepthaphylum é uma planta nativa do Brasil
pertencente a familia Burseracea é popularmente conhecida como “almécega” ou “breu-
branco” que se distribui na regido amazonica e no nordeste brasileiro. Sua resina é
utilizada por tribos indigenas brasileiras em rituais curandeiros para tratamento popular
de diversas doencas, através da inalagdo da queima da resina obtida desta espécie
vegetal (BREITBACH et al,2013; MOBIN et al, 2017). O uso da resina de Protium
heptaphylum foi capaz de prevenir a obesidade em camundongos alimentados com uma
dieta rica em gorduras, demonstrando que a resina de Protium heptaphylum é capaz de
alterar o metabolismo energético dos camundongos previamente induzidos a obesidade
(CARVALHO et al, 2015). O 6leo essencial obtido das resinas de Protium heptaphylum
foi capaz de induzir efeito vasorelaxante em artérias mesentéricas de ratos de maneira
independente de endotélio vascular e parece envolver a participacdo de canais para

calcio em sua resposta (MOBIN et al, 2017).

Diversas atividades farmacologicas sdo descritas para alpha-terpineol (KHALEL
et al, 2018). Porém, as principais atividades farmacologicas descritas para o a-terpineol,
no sistema cardiovascular sdo: vasorelaxante em artérias de resisténcia de ratos
espontaneamente hipertensos, estimulando a producdo de 6xido nitrico via 6xido nitrico
sintase ativados pelo guanilil monofosfato ciclico (RIBEIRO et al, 2010) e anti-
hipertensivo envolvendo a participacdo de canais para célcio sensiveis a voltagens tipo
L em ratos induzidos a hipertensio com L-NAME, um inibidor das oxido nitrico

sintetases (SABINO et al, 2013).

Diante destas premissas, nos hipotetizamos que o tratamento prévio e subagudo
com alpha-terpineol isolado das resinas de Protium hepthaphylum possa induzir

cardioprote¢do contra 0 IAM induzido por isoproterenol em ratos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

v

Avaliar o efeito cardioprotetor de monoterpeno (TPN) isolado das resinas do caule de

Protium hepthaphylum em ratos infartados.

3.2 Especificos

v

Avaliar os efeitos cardioprotetores do TPN em ensaios farmacoldgicos in vivo sobre

ratos infartados e seus controles;

Avaliar o efeito do TPN sobre a preven¢do do remodelamento hipertréfico pds-infarto

induzido em ratos por lesdo de isquemia-reperfusio;

Avaliar os efeitos do TPN sobre o peso corporal e parametros lipidicos de ratos

previamente tratados e induzidos ao infarto;

Avaliar as alteragdes hemodinamicas induzidas pelo TPN apo6s o tratamento cronico nos

ensaios in vivo de cardioprotecao;

Avaliar os efeitos do TPN em prevenir alteragdes na sensibilidade baroreflexa em

ensaios farmacoldgicos in vivo em ratos previamente tratados e induzidos ao infarto;

Avaliar os efeitos do TPN em prevenir alteragdes sobre as respostas colinérgicas
cardiovasculares em ensaios farmacologicos in vivo em ratos previamente tratados e

induzidos ao infarto;

Avaliar os efeitos do monoterpeno TPN na reatividade vascular em ensaios ex vivo de

preparacdes de artéria mesentérica superior ratos infartados e seus controles;

Avaliar a capacidade sequestradora de radicais livres do TPN em ensaios antioxidantes

in vitro,

Avaliar os efeitos agudos do TPN no sistema cardiovascular nos ensaios in vivo em

ratos espontaneamente hipertensos;

Avaliar o efeito do TPN em ensaios in silico em alvos moleculares relacionados a

cardioprotegdo através de docking molecular.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Substancias

4.1.1 Sais

Cloreto de sodio (Isofar, BR), cloreto de potassio (Isofar, BR), cloreto de calcio
di-hidratado (Isofar, BR), cloreto de magnésio hexa-hidratado (Isofar, BR), glicose
(Isofar, BR), bicarbonato de sédio (Isofar, BR), fosfato de sodio mono-hidratado
(Isofar, BR).

4.1.2 Anestésicos

Tiopental sédico (Cristalia, BR), Cetamina (Syntec, BR), Xilazina (Syntec, BR).

4.1.3 Reagentes analiticos

EDTA, nifedipina, nitroprussiato de sodio, fenilefrina, acetilcolina, atropina,
hexametonio, isoproterenol, cremophor, PBS, MTT, RPMI, gentamicina, acido galico,
acido cafeico, quecertina, Trolox, acido 2,2’-aziobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato)
(ABTS), cloreto de ferro(Ill), cloridrato de naftiletilenodiamino, ferrozina (Sigma
Aldrisch, EUA), heparina sodica (Cristalia, BR), cloreto de trifeniltetrazélio, etanol
P.A, Entelan, hexacianoferrato (III) de potéssio, nitropussiato de potassio, carbonato de
sodio, monohidrogenofosfato de sddio, acido fosfoérico, acido cloridrico, acido
ascorbico, hidroxido de sodio, persulfato de potassio, metanol (Merk, BR) formaldeido,
acido acético glacial, acido picrico, xileno, parafina granulada 56-58°, parafina
granulada 58-62° (Synth, BR), hematoxilina de harris, eosina (Biopac, BR), acido

tricloroacético, sulfato ferroso (Vetec, BR).

4.1.4 Kits bioquimicos
Creatino fosfoquinase total liquiform, creatino fosfoquinase isoforma MB
liquiform, colesterol total liquiform, triglicérides liquiform, Célcio liquiform (Labtest,

BR), Proteina C Reativa (Wama diagnostica, BR)

4.2 Extracio e obtencio do monoterpeno

O monoterpeno foi extraido de resinas obtidas no caule de Protium heptaphylum.

O método de extragdo e purificacdo encontra-se em patente depositada no Instituto
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Nacional de Propriedade Intelectual (INPI-BR) sob numero de protocolo INPI 00012.
Para a confirmacdo estrutural do TPN foi realizada um corrida cromatografica gasosa
que era acoplada a espectrometria de massas e sua elucidagdo estrutural era analisada
através da montagem molecular com base nos ions fragmentados no espectro de
massa/carga além da confirmacdo da compatibilidade de compostos descritos na
biblioteca espectral NIRST, superior a 85% de similaridade. Uma analise confirmatoria
era realizada através de ressonincia magnética nuclear de protons (RMN H),
identificando a formacdo de hidrogénios singletos, dupletos e tripletos presentes na

molécula.

4.3 Avaliacio da toxicidade em macrofagos

Para avaliacdo da citotoxicidade, utilizamos o ensaio colorimétrico de
viabilidade celular por Brometo de 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-Difeniltetrazolio
(MTT) conforme descrito por Mosman, 1983. Brevemente os macréfagos da linhagem
J774 foram inseridas em microplacas com 96 pogos em uma concentra¢do (5,0 x 10°
células/pogos), suplementadas com solugdo nutritiva RPMI (solu¢do criada pelo
Instituto Memorial Roswell Park) 10 % de soro bovino fetal e gentamicina 40 pg/kg, em
seguida foram incubadas por 4 horas (37°C), as células aderentes foram suspendidas ao
menos duas vezes antes do inicio do experimento de citotoxicidade.

Apds o periodo de manutengdo da viabilidade das linhagens celulares, o
monoterpeno foi diluido em DMSO e logo apds, inserido nos micropogos contendo as
culturas celulares. O ensaio foi realizado em triplicata nas concentragdes [1, 10 e 100
pg/mL] respectivamente. Triton X-100 1% foi utilizado como controle para morte
celular, enquanto o meio nutritivo RPMI foi utilizado como controle da viabilidade das
células. DMSO também foi testado como veiculo nas linhagens celulares. Cada
micropogo foi tratado com 200 pL de uma solugdo de MTT, em seguida as culturas
celulares foram incubadas em estufas a 37° C por 48 horas. Por fim, ap6s as 48 horas a

densidade optica foi lida em espectrofotdmetro a 540 nm.

4.4 Animais
Foram utilizados em todos os protocolos farmacolégicos descritos neste
trabalho, 140 ratos adultos jovens (Rattus norvegicus, variedade albinus), machos da

linhagem wistar (WT) e 140 ratos adultos jovens (Rattus norvegicus, variedade albinus)
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machos da linhagem espontaneamente hipertensos (SHR), ambos sadios, pesando entre
150 e 250 gramas que foram procedentes do Biotério Central da UFAL, Maceio, AL.

Os animais foram previamente acondicionados em gaiolas plasticas coletivas,
contendo cinco animais por gaiola, mantidos em fotoperiodo de 12 horas de claro e
escuro, ruidos minimos, temperatura ambiente de aproximadamente 25°C e umidade
mantida por ar condicionado, conforme preconizado pelo Conselho Canadense de
Experimentagdo Animal (Olfert, 1993). Os ratos eram alimentados com ragdo
balanceada padrao para roedores (Nuvilab, BR) e agua filtrada “ad libitum”. A troca da
maravalha foi realizada trés vezes por semana. Antes do inicio do experimento, os
animais foram submetidos por um periodo de adaptacdo no biotério setorial do
Laboratorio de Farmacologia Cardiovascular da Escola de Enfermagem e Farmacia
(LFC-ESENFAR) por sete dias. Todos os protocolos experimentais foram aprovados
pelo comité de ética em pesquisa animal da UFAL, sob nimero de protocolo 09/2015

(ANEXO 1V, pag. 229).
4.5 Abordagens farmacologicas

Para avaliar o potencial cardioprotetor do monoterpeno (TPN), nos utilizamos o
método de infarto agudo do miocérdio induzido por isoproterenol, conforme técnica

descrita por Rajadurai & Prince, 2006. Os animais de ambas as linhagens eram

aleatoriamente alocados em 7 grupos experimentais, contendo 5 ratos por grupo:

G1-Grupo salina (grupo de recebia solugdo salina 0,9% V.O por 15 dias)

G2-Grupo infartado por isoproterenol (grupo que recebia solugdo salina 0,9%

V.O. por 15 dias + isoproterenol 85 mg/kg s.c. 14° e 15° dias)

G3-TPN 25 mg/kg + ISO (grupo que recebia TPN na dose de 25 mg/kg V.O. por
15 dias + isoproterenol 85 mg/kg s.c.14° e 15° dia)

G4-TPN 50 mg/kg + ISO (grupo que recebia TPN na dose de 50 mg/kg V.O. por
15 dias + isoproterenol 85 mg/kg s.c.14° e 15° dia)
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G5-TPN 75 mg/kg + ISO (grupo que recebia TPN na dose de 75 mg/kg V.O. por

15 dias + isoproterenol 85 mg/kg s.c.14° e 15° dia)

G6-TPN 50 mg/kg sem ISO (grupo que recebia TPN na dose de 50 mg/kg V.O.
por 15 dias)

G7- NIF 3 mg/kg + ISO (grupo que recebia nifedipina na dose de 3 mg/kg V.O.
por 15 dias+ isoproterenol 85 mg/kg s.c.14° e 15° dia).

Injegdo subcutinea dorsal de isoproterenol 85mg/kg em ratos (Lobo-Filho, 2011)

4.5.1 Avaliacao da sobrevivéncia aos infartos induzidos por isoproterenol
O indice de sobrevivéncia dos animais aos infartos letais induzidos por

isoproterenol foi estimada através da expressdo matematica:

% Sobrevivéncia = (n° de infartos ndo letais- n° de obtidos por infartos letais) x 100

Os obtidos devido ao tratamento cronico antes da exposi¢do ao isoproterenol

e/ou devido a traumas da administragdo oral por gavagem eram excluidos do célculo.

4.5.2 Determinacio da area de necrose miocardica

Apoés a eutanasia por ensaguinacdo sob anestesia (Tiopental sodico 45 mg/kg
1.p.), os animais foram submetidos a uma toracotomia e os coragdes foram excisados do
espaco toracico. Os coracdes foram limpos de tecidos aderentes, as camaras cardiacas

foram cuidadosamente lavadas com solugdo salina 0,9%, e imediatamente congelados (-
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18°C) por 15 minutos, depois os miocardios foram dissecados na posicdo transversal ao
eixo septal. As microfatias cardiacas continham uma espessura de 3-4 mm.

Cada microfatia foi incubada em uma solugdo de cloreto de trifeniltetrazolio a
1%, contendo tampdo fosfato 1M com pH= 7.4. As cubas de vidro hermeticamente
fechadas foram imersas em um banho-maria com temperatura a 37°C por 20 minutos.
As microfatias foram inseridas em ldminas de vidro e fotogradas em estereoscopio sob
luz (Leica, KL 300-LED). As imagens eram inseridas no programa Image J pro plus 7.0
(Media cybernetics Inc, silver spring, MD, EUA), onde era determinado o percentual de

areas de necrose e de areas viaveis.

4.5.3 Avaliacao do eletrocardiograma em repouso

Apbs o tratamento cronico (16° dia), os animais foram anestesiados com uma
mistura de agentes anestésicos (Cetamina 80 mg/kg + Xilazina 4 mg/kg i.p.). Em
seguida, foram realizadas incisdes subcutaneas para inser¢do de eletrodos e os registros
eletrocardiografico foram gravados. Os eletrodos eram conectados a um amplificador
(Bioamp, powerlab, ADinstruments, Dunedin, New Zealand) que enviava os registros
para um microcomputador que permitia o acompanhamento do registro
eletrocardiografico em tempo real através do software Labchart 8.0. A atividade elétrica
cardiaca foi avaliada nas 6 derivatizacdes periféricas no plano frontal (DI, DII, DIII,
aVR, aVL e aVF).

Os sinais eletrocardiograficos foram estabilizados por um periodo minimo de 15
minutos e em seguida o registro eletrocardiografico em cada derivatizagdo era gravado
por 10 minutos. Para avaliar a presenca de lesdes do infarto agudo do miocardio e/ou
alteracOes cardiacas secundarias ao infarto foram considerados ao menos 3
derivatizacdes referentes as ondas, segmentos e intervalos eletrocardiograficos em

conjunto.

4.5.4 Avaliacio bioquimica

Ap0s a eutandsia por ensaguinagdo sob anestesia (Cetamina 80 mg/kg + Xilazina

4 mg/kg i.p). Os animais foram submetidos a uma toracotomia e uma pung¢do cardiaca

foi realizada. O sangue colhido foi centrifugado 5.000 rpm por 15 minutos e o soro foi
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obtido como amostra para dosagens bioquimicas (creatino fosfoquinase total, creatino
fosfoquinase isoforma MB, colesterol total, triglicérides e calcio).

Os coragdes também foi excisados do toérax, limpos de tecidos aderentes e as
camaras cardiacas lavadas com solucédo salina 0,9%. Os coracdes foram dissecados, ¢ 0s
ventriculos direitos e aortas foram homogeneizados com uma solucdo de PBS 200 mM.
O homogeneizado ventricular e aortico foram centrifugados sob refrigeragdo 15.000
rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado para as dosagens de célcio. O
sobrenadante do homogeneizado ventricular foi utilizado para dosar a proteina C

reativa.

4.5.4.1 Dosagem dos marcadores séricos de infarto agudo do miocardio

Para determinag¢do dos marcadores séricos do infarto agudo do miocardio,
utilizamos as dosagens de creatino fosfoquinase total e isoforma MB, conforme técnica
descrita por Szasz e cols, 1976. Brevemente, uma mistura de reagentes (reagente de
trabalho) foi preparada pela adi¢do de 80 uL Reagente 1 (Tampao imidazol 125nmol/L,
N-acetilcysteina 25 nmol/L, ADP 2,5 mmol/L, AMP 6,25 mmol/L, diadenosina
pentafosfato 12,5 pmol/L, acetato de magnésio 12,5 mmol/L, NADP 2,5 mmol/L,
hexoquinase 5.000 U/L e azida sdédica 0,095 %) + 20 uL Reagente 2 (Glicose 100
mmol/L, creatina fosfato 150 mmol/L, azida sodica 0,095%, anti-CK-M para inibir CK-
MM no kit CK-MB. No kit CK-NAC nao haviam anticorpos para inibi¢ao de isoformas.
50 pL do soro foi incubada e imediatamente inserida em espectrofotometro para a leitura
de duas absorbancias em modo cinético (0 e 5 minutos para CK-MB e 0 e 2 minutos
para CK-NAC), as absorbancias foram lidas a 340 nm no espectrofotdometro (UV-VIS
mini-1240 Shimadzu). Em seguida, as atividades de creatino fosfoquinase foram

estimadas pela expressdo matematica:

Absob 2—Absorb 1(padrdes)
Absorb 2—Absorb 1 (amostras)

Atividade da CK (U/L) =

X[Calibrador]

4.5.4.2 Dosagem dos niveis lipidicos

Os niveis lipidicos foram estimados pelas dosagens de colesterol total e

dosagens de triglicerideos dos soros sanguineos.
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4.5.4.2.1 Dosagem de colesterol

1000 pL do reagente 1 (Tampao fosfato 50 mmol, fenol 24 mmol/L, colato de
sodio 500umol/L, azida sodica 15 mmol/L, 4-aminoantipirina 500 pmol/L, colesterol
esterase 250 U/L, colesterol oxidase 250 U/L e peroxidase 1000 U/L) foi misturada a 10
pL da amostra, inserida em espectrofotometro (UV-VIS mini-1240 Shimadzu), as
absorbancias foram lidas a 505 nm em modo colorimétrico. Em seguida, o colesterol

total foi calculado:

Colesterol (mg/dL) = (Absorbancia da amostra/Absorbancia do padrao) X 200

4.5.4.2.1 Dosagem de triglicérides

Para determinacdo dos niveis séricos de triglicerideos, foi utilizado o método
descrito por Trinder e cols, 1969. Assim, 1000 uL do reagente 1 (Tampédo fosfato 50
mmol/L, magnésio ionizado 4 mmol/L, 4-clorofenol 2,7 mmol/L, 4-aminoantipirina
umol/L, ATP 1,8 mmol/L, lipoproteina lipase 1.400 U/L, glicerol quinase 1.000 U/L,
glicerol fosfato oxidase 1.500 U/L, peroxidase 900 U/L e azida sodica 0,095%) foi
misturada a 10 pL da amostra que foi inserida em um espectrofotometro (UV-VIS mini-
1240 Shimadzu) em modo colorimétrico, as absorbancias foram lidas a 505 nm. Em

seguida, os niveis de triglicérides foram calculados:

Triglicérides (mg/dL) = (Absorbancia da amostra /Absorbancia do padrao) X 200

4.5.4.3 Dosagem dos niveis de calcio

Para a determinacdo dos niveis de calcio foi utilizado o método colorimétrico
baseado na reacdo titulométrica. Deste modo, 1000 pL do reagente de trabalho formado
por 900 pnL do reagente 1 (tampao fosfato [920 mmol/L]) + 100 pL do reagente 2 ( O-
cresolftaleina 320 pmol/L, 8-hidroxiquinoleina 13 mmol/L e &cido cloridrico 130
mmol/L) foram adicionados a 10 pL de amostra (soro sanguineo, sobrenadante do
homogeneizado adrtico ou ventricular), em seguida foram inseridas em
espectrofotometro, onde as absorbancias eram lidas a 570 nm. Os niveis de calcio eram

estimados pela féormula expressa:

Calcio (mg/dL) = (Absorbancia do padrdo /Absorbancia das amostras) X 10
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4.5.4.4 Dosagens de proteina C reativa

A proteina C reativa foi estimada pelo método de imunolatex semi-quantitativo.
O sobrenadante do homogeneizado ventricular foi eleito como amostra para dosagem da
proteina C reativa. Assim, foram inseridas em microplacas contendo 96 pocos. 2,5uL de
uma suspensdo de latex revestida com anticorpo monoclonal anti-PCR foi incubada
cada micropoco ¢ adicionalmente 2,5 ulL da amostra pura, em seguida 195 pL de agua
destilada foi inserida nas microplacas e entdo as absorbancias foram lidas na faixa de
540 nm. A fim de evitar o efeito pro-zona, as amostras foram diluidas em até 64 vezes
sua concentragdo inicial. As absorbancias foram lidas de modo cinético por 2 minutos.
As amostras que possuiam concentracdo abaixo de 5 mg/L foram consideradas
negativas, por auséncia total de aglutinagdo, enquanto que as que possuiam
concentracdes acima de 5 mg/L foram consideradas positivas. O célculo da

concentragdo das amostras foi expresso pela formula abaixo:

PCR (mg/dL) = 5 mg/L X valor da dilui¢do da amostra

4.5.5 Avaliacao histopatologica

Para avaliagdo histopatologica, os ramos adrticos e os cora¢des foram removidos
do torax. As aortas foram limpas e dissecadas de tecidos conectivos aderentes, enquanto
os coragdes foram lavados em solucdo salina e dissecados na posicdo longitudinal
paralelamente ao eixo septal. Os coragdes foram submersos em uma solucdo de
formalina 10% onde permaneciam em overnight por 12 horas, em seguida uma nova
solugdo de formalina foi substituida e as pegas histologicas permaneciam por 12 horas.

Apoés 24 horas em fixagdo, as pecas foram lavadas em agua corrente por 30
minutos ¢ imediatamente desidratadas em graus crescentes de etanol, sequencialmente
diafanizadas por agdo do xilol e imersas em banhos de parafinas aquecidas para sua
completa inclus@o. Os blocos de parafina foram cortados em microfatias (4-5 pm) de
maneira semi-seriada, ¢ entdo cada microfatia foram aderida em laminas de vidro
contendo albumina, cada lamina formada foi entdo corada por hematoxilina-eosina e/ou
tricromio de gomori. Nos ramos aorticos foram observadas alteragcdes sobre as tinicas

enquanto o didmetro do lumen adrtico era medido. Os danos cardiacos foram avaliados
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de acordo com o grau e a extensdo das lesdes conforme descrito por Rona, 1963. Foram
avaliados os parametros: edema, separacdo e desorganizag¢do das miofibrilas, invasdo de
leucocitos, inflamagdo (miocardite), hemorragia, formacdo de zonas necrdticas,
vacuolizagdo citoplasmatica, alteracdes sobre o niicleo (picnose, caridlise e cariorexe) e

remodelamento cardiaco hipertréfico.

4.5.6 Avaliacdo morfolégica e morfométrica

Ap6s a retirada do coracao, estes foram limpos de tecidos aderentes e as camaras
cardiacas foram lavadas com solugdo salina 0,9%. os coragdes foram pesados de acordo
com o método de Scherle. Apds a pesagem, os coragdes foram fotografados in natura e
entdo cuidadosamente dissecados, os atrios foram extirpados e os ventriculos foram
separados, medidos em sua espessura e pesados. O peso do coracdo e dos ventriculos
foram equilibrados com o peso corporal, bem como, com o peso do fémur dos ratos.
Foram avaliados: localizagdo anatomica da ocorréncia dos infartos induzidos, assim
como, alteragdes sobre os pardmetros morfométricos: peso corpdreo, peso cardiaco,
peso cardiaco/peso corporeo, peso cardiaco/peso do fémur, aumento relativo do peso
cardiaco, peso ventricular esquerdo/peso cardiaco, peso ventricular direito/peso
cardiaco, espessura ventricular esquerda, espessura ventricular direito ¢ A das

espessuras ventriculares.

4.5.7 Avaliacio da atividade sequestradora radicalar

A atividade antioxidante do monoterpeno foi realizada através da abordagem in vitro

pela capacidade sequestradora de radicais livres.

4.5.7.1 Atividade sequestradora do radical DPPH°

A acdo antioxidante do monoterpeno frente ao radical DPPH foi avaliada
conforme descrito por Abe et al.,1998. Uma soluc¢ao do radical DPPH foi preparada pela
adicao de 200 pl de DPPH® [600 pmol/L] em uma solu¢do de metanol contendo 500 pl
de tampao acetato de sodio na concentragdo 0,1 M (pH= 5,5). Em seguida, uma curva
concentragdo-resposta foi obtida na presenga do monoterpeno ou dos padrdes (acido
galico, acido cafeico e quecertina). A mistura foi incubada por 30 min e inseridas em

espectrofotometro, as absorbancias foram medidas em 517 nm. Trolox, um antioxidante
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sintético, foi usado como padrdo positivo, enquanto a agua miliQ ou metanol foram

usados como controle-branco para o calculo da Clsg

4.5.7.2 Atividade sequestradora do radical ABTS’

Brevemente, o potencial de sequestro do radical ABTS' foi realizado conforme
descrito por Hsu ef al.,2011. Uma solugio para geragdo do radical ABTS' foi preparada
pela adi¢do de 200 pl de ABTS' [2,5 mg/mL] em solugdo aquosa em 800 uL de tampéo
fosfato a 0,1 M (pH= 7.4). Apds o preparo da solucdo contendo o radial livre, uma
curva concentracao-resposta foi obtida na presenga do monoterpeno ou de antioxidantes
naturais conhecidos (acido galico, acido cafeico e quecertina). A mistura foi entdo
incubada por 30 min e inseridas em espectrofotdometro, as absorbancias eram medidas a
734 nm. Trolox foi utilizado como controle positivo enquanto que a agua miliQ foi

usada como controle-branco para calcular a Cls

4.5.7.3 Atividade redutora de ions Fe**

O ensaio do poder de reducdo de ion ferro foi realizada em acordo com Huang et
al, 2005. Inicialmente, [Fe(TPZT),]*" foi formado pela mistura de 625 pL de
KsFe(CN)s a 1% e 375 pL do monoterpeno e dos padrdes foram incubados a 50°C
contendo tampao fosfato (pH= 3.6). Em seguida, 625uL de C;HCI30; a 10 % ¢ 250uL
FeCl; a 1% foram adicionadas a mistura. Ap6s 20 minutos, a capacidade do
monoterpeno ou dos padrdes antioxidantes naturais (4cido galico, acido cafeico e
quecertina) em inibir a formacdo do [Fe(TPZT),]*" foi avaliada, através da leitura das
absorbancias a 700 nm em espectrofotometro. Trolox foi usado como controle

antioxidante positivo.

4.5.7.4 Ensaio de complexaciao com Fe**

A capacidade de complexagio com Fe’" foi avaliada conforme descrito por Diniz
et al., 1994. Inicialmente, 200 pL de ferrozina (C,0H;2N4NaOgS;) na concentragdao de 5
mM e 200 pL FeSO4 [0,6 mM] foi adicionada em uma solugdo. Sequencialmente, 800
pL do monoterpeno ou dos antioxidantes naturais (acido galico, acido cafeico e
quecertina) foram incubadas com a mistura e a mistura foi inserida em
espectofotdmetro. A formacdo do complexo foi monitorada na faixa de absorbancia de

562 nm. EDTA foi usado como agente complexante positivo.
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4.5.7.5 Atividade sequestradora de espécies reativas de nitrogénio

A atividade sequestradora radicalar de nitrogénio (NO/ONOQ") foi avaliada de
acordo com o método apresentado por Ebrahimzadeh et al., 2008 et al. Previamente, o
reagente de griess, que era capaz de gerar as espécies reativas de nitrogénio foi
preparado, pela adicdo da sulfonilamida 1% previamente diluida em é4cido fosforico a
5% ao dicloridrato de N-(1-naftiletilenodiamina) a 1% e nitroprussiato de sodio na
concentragdo de 14 mg/mL. Entdo uma tnica concentracdo do monoterpeno [500
pg/mL] ou antioxidantes padrdes naturais foram incubada com ImL do reagente de
griess ¢ 4mL de NayNO; a IM. 2,5 mL da mistura era aliquiotada e inserida no
espectrofotometro para a leitura da absorbancia a 700 nm nos tempos: 0, 20, 40, 60, 80,
100, 120,140 e 160 minutos. Trolox foi utilizado como controle antioxidante, enquanto
que o nitroprussiato de sodio foi utilizado controle negativo, gerador de espécies

reativas de nitrogénio.

4.5.8 Avaliacao hemodinamica

Para avaliar as alteragdes hemodinamicas induzidas pelo monoterpeno apos o
tratamento cronico na presen¢a ou auséncia do infarto por isoproterenol (animais
mencionados na sec¢do 4.5), utilizamos a técnica descrita por Parasuraman &
Raveendran, 2012. No 16° dia, os animais foram anestesiados com uma mistura de
Cetamina 80 mg/kg + Xilazina 4 mg/kg i.p. ¢ em seguida foram submetids a uma
cirurgia para a inser¢do de cateteres de polietileno intravasculares. Os cateteres de
polietileno (PE), possuiam um segmento de PE-10 com didmetro interno e externo de
0,28 e 0,61 mm, respectivamente que foram soldado a um segmento de PE-50 com
didmetro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente), os cateteres foram
preenchidos com solucdo salina heparinizada (1:20 v/v), e entdo foram implantados na
aorta abdominal e veia cava inferior através da artéria e veia femural esquerda. Apoés a
insercdo e fixagdo, o cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressdo pré-
calibrado (Statham P23 ID; Gould, Cleveland, OH, EUA), acoplado a um amplificador
(Modelo TBM-4M, WPI, Sarasota, FL, EUA) e conectado a um micro-computador
equipado com placa conversora analdgico-digital (CIO-DAS16/JR, Computer Boards,
Inc., Mansfield, MA, EUA). Para aquisicdo dos registros foi utilizado o programa
AQCAD (Sao Paulo, Brasil).
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A freqiiéncia escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz. O cateter
venoso foi utilizado para a administracdo de farmacos in bolus. Os pardmetros
hemodindmicos avaliados foram: pressdo arterial média (PAM), pressdo arterial
sistolica (PAS), pressdo arterial diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC). Os
registros hemodindmicos foram gravados por 30 minutos apds a estabilizacdo dos

parametros cardiovasculares.

FIGURA 5 — Representacao esquematica dos experimentos hemodindmicos in vivo
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Fonte: Autor, 2019.

4.5.9 Determinaciio da demanda miocardica de oxigénio

A estimativa da demanda miocardica de oxigénio, como um indice para lesdes
de isquemia-reperfusdo, foi determinado pelos valores expressos nas taxas pressoricas
de reperfusdo miocardica nos ratos em repouso (animais mencionados na secgdo 4.5.8)
em funcdo da frequéncia como reflexo do trabalho cardiaco exercido. A demanda

miocardica de oxigénio foi entdo obtida pela expressdo matematica:

DMO (mmHg/min) = (PAM) x FC/1000

4.5.10 Avaliacio da sensibilidade baroreflexa

Para avaliar a sensibilidade baroreflexa, o cateter venoso dos animais

mencionados na secgdo 4.5.8, foi utilizado para a administragdo in bolus de farmacos
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vasoativos. A estimulacdo baroreflexa deu-se através da administragdo de fenilefrina (8
ug/kg. i.v.), um agonista a-adrenérgico, que produz resposta bradicardica reflexa,
enquanto que a resposta taquicardica reflexa foi avaliada pela administracdo do
nitroprussiato de sddio (50 pg/kg i.v.), um doador espontaneo de 6xido nitrico. Assim,
a sensibilidade baroreflexa foi verificada através das mudangas reflexas sobre a
frequéncia cardiaca no ganho taquicardico ou no ganho bradicardico em resposta as
rapidas alteragdes no controle da pressao arterial induzida por farmacos. A sensibilidade

baroreflexa foi calculada através da formula:

SB (bpm/mmHg) = A FC/A PAM

4.5.11 Avaliacio da resposta colinérgica

Apbs o procedimento cirurgico de implantagdo de cateteres de polietileno
(animais mencionados na seccdo 4.5.8), o cateter venoso foi utilizado para
administracdo in bolus de acetilcolina (8 pg/kg i.v.), um neurotransmissor do sistema
nervoso autondomico. Assim, para avaliar as respostas cardiovasculares foram

considerados os pardmetros entre os grupos: A PAM, A FC e o tempo de ag@o.

4.5.12 Avaliacao da reatividade vascular em artérias mesentéricas

Para avaliar os efeitos do monoterpeno sobre a reatividade vascular em artérias
de resisténcia, os ratos tratados com o monoterpeno e induzidos ao infarto (animais
mencionados na seccdo 4.5), foram eutanasiados por exsaguinacdo sob anestesia
(Cetamina 80 mg/kg + Xilazina 4 mg/kg i.p) no 16° dia. Em seguida, através de uma
incisdo no abdome do animal, foi retirada a artéria mesentérica superior. Anéis do
primeiro segmento da artéria (1 — 2 mm) foram obtidos livres de tecido conectivo e
adiposo. Os anéis foram mantidos em cubas contendo 5 mL de solu¢ao de Tyrode a 37°
C e gaseificada com carbogénio. Os anéis foram suspensos por linhas de algodao
fixadas a um transdutor de forca (Fort 10, WPI, Sarasota, EUA), o qual estava
conectado a um sistema de aquisi¢do (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA) para o registro
das tensdes isométricas. Cada anel foi submetido a uma tensdo constante de 0,75 g por
um periodo de 60 minutos. Durante este tempo, o meio nutritivo foi trocado a cada 15

minutos para prevenir a interferéncia de metabolitos (Altura; Altura, 1970). Os anéis
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sem endotélio fordo obtidos mecanicamente através do atrito entre as paredes internas
do vaso. A presenca de endotélio foi verificada pelo relaxamento dos anéis apos adi¢do
de 10 uM de acetilcolina. Foram considerados com endotélio, os anéis com
relaxamento superior a 80% sobre a pré-contragdo com fenilefrina 10 uM. J& os anéis
com relaxamentos inferiores a 10%, foram considerados sem endotélio (FURCHGOTT

& ZAWADZKI, 1980).

FIGURA 6 —Representagdo do midgrafo para experimentos vasculares ex-vivo
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Representag@o esquematica do sistema utilizado para analise ex-vivo. A) Aparato utilizado para registros
de tensdes isométricas em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato (Autor, 2019). B)

Representac@o esquematica da cuba para orgaos isolados (MACHADO, 2013).

Apb6s um periodo de estabilizagdo de 60 minutos, uma curva concentracio-
resposta cumulativa de fenilefrina [107°-10°M] foi obtida. Em seguida, uma curva
concentracdo-resposta cumulativa ao nitroprussiato de sodio [10"-10°M], foi
desenvolvida. Os pardmetros farmacologicos para avaliar as alteragdes na reatividade

vascular foram: PD, e E .
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FIGURA 7 —Representagdo esquematica do protocolo de reatividade vascular ex-vivo
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Fonte: Autor, 2019.

4.5.13 Medida direta de pressio arterial e frequéncia cardiaca em ratos SHR

Os parametros pressoricos intra-aorticos foram mensurados em ratos hipertensos
ndo anestesiados, conforme técnica descrita por Kramer & Remie, 2005. Brevemente,
ratos espontaneamente hipertensos (200-250g), que nao foram submetidos ao
tratamento cronico, foram anestesiados (Tiopental sédico 45 mg/kg i.p.) e foram
submetidos a um procedimento cirirgico para implante de cateteres de polietileno
intravasculares. O implante de cateteres foi realizado conforme descrito no item 4.5.8.
Apoés a inser¢do e fixagdo, o cateter foi tunelizado subcutaneamente e exteriorizado,
através de uma incisdo na regido cervical posterior do animal (scapulae). 24 horas apos
0 ato cirdrgico, os animais ndo anestesiados, foram conectados a um equipamento para
o registro pressorico. O cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressao pré-
calibrado (Statham P23 ID; Gould, Cleveland, OH, EUA), acoplado a um amplificador
(Modelo TBM-4M, WPI, Sarasota, FL, EUA) e conectado a um micro-computador
equipado com placa conversora analogico-digital (CIO-DAS16/JR, Computer Boards,
Inc., Mansfield, MA, EUA). Para aquisicdo dos registros foi utilizado o programa
AQCAD (Sao Paulo, Brasil). A freqiiéncia escolhida para amostragem dos dados foi de
500 Hz. Enquanto o cateter venoso foi utilizado para a administragdo de farmacos in

bolus.
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4.5.13.1 Avaliacao das atividades cardiovasculares induzidas pelo monoterpeno

Os animais eram mantidos em aclimatagdo por no minimo 30 minutos para
estabilizagdo dos pardmetros hemodinamicos. Em seguida era administrado NPS (10
ug/kg, 1.v.) para verificar a eficacia da implantagdo do cateter. Apds 15 minutos, doses
crescentes do TPN (1, 5 e 10 mg/kg, i.v.) eram administradas randomicamente com
intervalos de tempo suficiente para que a PAM e FC retornassem aos seus valores de
linha de base. Os valores de PAM e FC eram computados antes (valores da linha de
base) e imediatamente apds a administracdo do TPN suas variagdes foram expressas em
percentagem da pressdo arterial média e da frequéncia cardiaca. Para cada dose,

calculadas através da seguinte equacdo (1) e (2), respectivamente:

(PAM ap6s — PAM antes)x 100

0 =
(1) Valores de PAM (%) PAM antes

(FC apbés — FC antes)x 100
FC antes

(2) Valores de FC (%) =

FIGURA 8 — Representagdo esquematica dos experimentos de medida direta de pressdo arterial

em ratos nao-anestesiados
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A) Representagdo do procedimento cirargico do implante de cateteres intravasculares (Adaptado de
MACHADO, 2013) B) Representagdo esquematica do sistema de medidas diretas de pressdo arterial em
ratos conscientes (FONTE: Autor, 2019).
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FIGURA 9 — Representagdo esquematica do delineamento experimental da curva dose-resposta

cardiovascular in vivo em ratos ndo-anestesiados
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Fonte: Autor, 2019.

4.5.13.2 Avaliacao da participacido do sistema nervoso central das respostas
hipotensoras e bradicardicas induzidas pelo monoterpeno

A fim de avaliar a participagdo do sistema nervoso central nos efeitos
cardiovasculares induzidos pelo monoterpeno, uma nova curva dose-resposta para o
monoterpeno foi obtida em ratos espontaneamente hipertensos sob efeito do tiopental

sodico 45 mg/kg, um barbitirico de agdo central (MURRAY et al, 2006).

4.5.13.3 Avaliacdo da participacdo ganglionar nas respostas hipotensoras e
bradicardicas induzidas pelo monoterpeno

Apbs um registro controle obtido comodescrito no item 4.5.13.1, os animais
foram tratados com hexameténio (20 mg/kg,i.v.), um bloqueador ganglionar nao
despolarizante (OWYANG, 1997). Ap6s 30 minutos, uma nova curva dose-resposta
para TPN foi obtida. Mudancas na PAM e na FC induzidas por TPN foram comparadas

antes (valores basais) e apds o tratamento com hexametdnio.

4.5.13.4 Avaliacdo da participacio muscarinica nas respostas hipotensoras e
bradicardicas induzidas pelo monoterpeno.

Apds um registro controle obtido comodescrito no item 4.5.13.1, os animais
foram tratados com atropina (2 mg/kg, i.v.), um antagonista nao-seletivo dos receptores
muscarinicos (MITCHELSON, 1984). Apos 15 minutos, uma nova curva dose-resposta
para TPN foi obtida. Mudancas na PAM e na FC induzidas por TPN foram comparadas

antes (valores basais) e apds o tratamento com atropina.
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4.5.13 Ensaio in silico de docking molecular

4.5.13.1 Preparo dos Ligantes
A estrutura 1D do monoterpeno foi desenhada através do software gratuito

ACD/ACD/ChemSketch®, disponivel em: http://www.acdlabs.com/resources/freeware/.

Em seguida, convertida para 3D, e determinada a minimizagdo da energia através do
software gratuito ArgusLab® versdo 4.0.1 desenvolvido por Thompson (1994-2004)
disponivel em: http://www.arguslab.com/arguslab.com/ArgusLab.html.

Usando o software gratuito AUTODOCK TOOLS 1.5.6® desenvolvido por Sanner,

1999, disponivel em: http://autodock.scripps.edu/. As cargas parciais atomicas foram
assumidas de acordo com o modelo matematico de Gasteiger. Além disso, as ligagdes

foram admitidas como flexiveis e as ligagdes m como rigidas.
4.5.13.2 Selecio das Macromoléculas

Foram selecionadas macromoleculas frequentemente estudados como alvo
terapéutico para planejamento de novos candidatos a fairmacos com agdo no sistema
cardiovascular e enzimas provenientes de estudos dos sistemas antioxidantes. Dessa
forma, foram selecionados os PDB-ID — alvos 4MQS (Receptor M, ligado ao seu
agonista), 3UON (Receptor M, ligado ao seu antagonista), 4DAJ (Receptor M3), 1J95
(Canal de Potassio Kcaz+), 3NAF (Canal de BkCa), 4GPO (Receptor B;), 3NOS
(Enzima Oxido Nitrico Sintase ligado a L-arginina), 4BKE (Albumina), 2LQC (Canal
de Ca' tipo L, N-terminal), 2LQP (Canal de Ca" tipo L, C-terminal), 4DEY (Canal de
Ca™ tipo L, sensivel a voltagem), 2BE6 (Sitio de ancoragem dihidropiridinico em
canais para Ca™ tipo L, sensivel a voltagem), 2RH1 (Receptor B Adrenérgico tipo 2),
1QQW (Enzima Catalase), 2SOD (Enzima Superdxido Dismutase), 1GP1 (Enzima
Glutationa Peroxidase) e 1XOS (Enzima fosfodiasterase 4) obtidas no RSCBProtein
Data Bank (PDB).

4.5.13.3 Preparo das Macromoléculas
Nessa etapa foi utilizado novamente o software AUTODOCK TOOLS 1.5.6%,
onde todas as moléculas de agua foram eliminadas e todos os hidrogénios foram

adicionados as macromoléculas. As cargas parciais atomicas foram adicionadas
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utilizando o modelo matematico de Kollman e todos os atomos foram admitidos como

tipo AD4. Por fim, as macromoléculas foram convertidas a extensao.

4.5.13.4 Parametros do “Gridbox”

O mapa de busca foi estabelecido com dimensdes 126 A e espagamento de
0,375 A, cujo foi calculado usando o AUTOGRID4 [20]. A afinidade e os potenciais
eletrostaticos dos mapas foram calculados para cada tipo de atomo dos ligantes, de
acordo com suas naturezas. As coordenadas foram estabelecidas através da

centralizagdo do “gridbox” no interior de cada macromolécula.

4.5.13.5 Parametros do docking

O algoritmo Genético Lamarckiano foi escolhido para os procedimentos de
docking. O numero de execugdes desses algoritmos foi estabelecido em 100, quanto a
avalia¢do populacional, admitiu-se um valor de 150. Todos os outros parametros foram

mantidos como “padrao” pelo AUTODOCKA4.

4.5.15.6 Pesquisa pelo Docking Vina®
Foi utilizado o software gratuito AUTODOCK VINA® (desenvolvido por Trott

& Olson, 2010), disponivel em: http://vina.scripps.edu/ onde todas as coordenadas

utilizadas foram as mesmas citadas no topico 3.5.15.4. A exaustividade do método foi

mantida em 8 e nimero de modelos gerados foi estabelecido em 100.

4.5.15.7 Validacao do Docking
A validacdo do método foi interpretada em termos do desvio padrao quadratico
médio (RMSD) entre as conformacdes adotadas pelo monoterpeno, sendo o cut-off para

este <2 A.

4.5.15.8 Determinacio do cLogP
O software gratuito OSIRIS PROPERTY® foi usado para calcular o cLogP,
diponivel em: http://rganic-chemistry.org/prog/peo/, desenvolvido por Sander em

Actelion Pharmaceuticals Ltda.
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4.6 Analise estatistica

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.). O teste
“t” de Student ndo pareado foi usado para a comparacao entre duas variaveis. Enquanto,
a analise de variancia one-way ANOVA foi usada para comparag¢des de mais de duas

varidveis, seguida do teste de comparacdo multipla Newman-Keuls. Adotou-se o valor

de p = 0,05 nos resultados das variaveis. Isso representa uma chance em vinte do evento

ter ocorrido ao acaso como resultado de um erro amostral. A analise estatistica foi

realizada utilizando o software estatistico GraphPad Prism versdo 5.0.

Para a otimizacdo dos pardmetros antioxidantes analiticos foi empregado como
critério a sensibilidade analitica a partir do valor de coeficiente angular da respectiva
curva analitica em uma determinada condicdo de estudo. A curva analitica avaliada foi
construida com no minimo cinco pontos de acordo com a relacdo: %IF = aCAO + b,
sendo % IF o percentual de inibi¢gdo, CAO a concentragcdo do composto antioxidante, a
o coeficiente angular e b o coeficiente linear. O coeficiente de correlagdo linear (r) foi
calculado visando avaliar a disposicdo dos pontos quanto a adequagdo ao
comportamento linear. Procedimento semelhante foi realizado para o método proposto e
os métodos de comparacdo visando a quantificacdo da capacidade antioxidante em

diferentes amostras por interpolagdo dos dados.

Os célculos relativos aos limites de deteccdo (30) e de quantificacdo (10c) foram
realizados de acordo com as seguintes equagdes, LOD = 3sb/ac ¢ LOQ = 10sb/ac, onde,
sb equivale ao desvio padrao do branco analitico (n = 10), enquanto ac corresponde ao
coeficiente angular da curva analitica empregada. O desvio padrdo relativo (RSD) foi
calculado de acordo com a equacdo: RSD = (sp/xp) x 100, onde sp equivale ao desvio
padrio referente a um determinado padrido analitico dentro da faixa linear e xp
corresponde ao valor médio encontrado para este padrio (n = 10). A avaliagdo dos
resultados dos diferentes métodos empregados foi realizada a partir do teste t pareado de
Student, ANOVA (Analise de Variancia) e por procedimentos de correlacdo linear entre
os resultados obtidos. Para todos os procedimentos foi considerada uma distribuicdo

normal dos dados (erro aleatorio) e um intervalo de confianca igual a 95%.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacao da citotoxicidade do TPN

A exposicao de Triton X-100 em macréfagos da linhagem J774 foi capaz de
reduzir o percentual de viabilidade celular em comparacdo com macréfagos cultivados
em meio de cultura RPMI, produzindo efeito citotoxico (Grafico 1, pag 77). O pré-
tratamento de macrofagos com TPN, produziu uma inibitoéria méxima (I max= 30,83%)
nas concentracdes testadas, com valores abaixo de concentragdo inibitoria em 50% das
culturas celulares (Clsgy). TPN aumentou de modo concentracdo dependente a
viabilidade celular em comparagdo com Triton X-100. DMSO 0,1% também foi capaz
de produzir resposta citotoxica em macrofagos reduzindo a viabilidade celular em

compara¢do com meio RPMI. (Grafico 1, pag 77).

- by *********. i : [ Meio
3 | Bl DMSO 0,1%
S 100 J— E3 Triton X-100
g _— == Bl TPN 100 [uM]
S = TPN 10 [uM]
% 50- 1 TPN 1 [uM]
>
°\° *kkk

0

GRAFICO 1- Percentagem da viabilidade celular em macréfagos da linhagem J774 no teste
MTT. Andlise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado
significativo quando * p<0.05, ** p<0.01,*** p<0.001 e **** p<0.0001. n= 3.
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5.2 Efeito cardioprotetor do TPN no infarto agudo do miocardio experimental

5.2.1 Avaliacio da sobrevivéncia ao infarto induzido por isoproterenol

A administragdo subcutanea de ISO (85 mg/kg) foi capaz de reduzir a
percentagem de sobrevivéncia dos ratos, entretanto ndo foi diferente significativamente
entre as linhagens experimentais. O tratamento prévio com TPN foi capaz de aumentar
de modo significante a taxa de sobrevivéncia aos infartos letais induzidos por ISO em
todas as doses testadas na linhagem normotensa e infartada quando comparados aos
seus respectivos controle (Grafico 2A, pag 79), entretanto em ratos da linhagem
espontaneamente hipertensa e infartada somente produziu aumento significante na
sobrevivéncia ao infarto induzido na maior dose testada (Grafico 2B, pag. 79).
Nifedipina, somente produzir aumento na sobrevivéncia dos infartos induzidos na
linhagem normotensa e infartada, em comparacdo ao seu respectivo controle (Grafico

2A pag. 79).

5.2.1. Avaliacio dos biomarcadores séricos de infarto agudo do miocardio
5.2.1.1- Niveis séricos de creatino-kinase total (CK-NAC)

Isoproterenol foi capaz de produzir um aumento significativo sobre os niveis
séricos de creatino-quinase total em ratos (Grafico 3A e 3B, pag. 80).

O pré-tratamento com TPN inibiu a liberagdo sérica de creatino-quinase total de
modo independente de dose nos ratos em comparagdo aos seus respectivos controles
(Grafico 3A e 3B, pag. 80). O tratamento subagudo de TPN 50 mgkg sem ISO
produziu uma redugdo significativa sobre os niveis séricos de creatino-quinase total em
comparagdo com o grupo salina em ratos infartados wistar (Grafico 3A, pag. 80). Mas,
ndo sobre ratos da linhagem hipertensa e infartada (Grafico 3B, pag. 80).

Nifedipina produziu uma reducdo significante nos niveis séricos de creatino-
quinase total, nas duas linhagens de ratos em comparacdo aos seus respectivos controles
infartados (Grafico 3A e 3B, pag. 80).

Quando foram comparados estatisticamente, nifedipina foi capaz de reduzir de
modo significante os niveis séricos de creatino-quinase total em relagdo ao grupo salina

apenas na linhagem de ratos wistar (Grafico 3A, pag. 80).
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GRAFICO 2- Percentagem de sobrevivéncia apos infarto agudo do miocéardio induzido por
isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Andlise estatistica ANOVA one-
way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado significativo quando * p <0.05 e ** p <
0.01 (Infartado versus salina) ou (TPN versus infartado/ NIF versus infartado). n=5.
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GRAFICO 3- Niveis séricos de creatino-kinase total (CK-NAC) apés infarto agudo do
miocardio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Analise
estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado significativo
quando * p <0.05 e ** p <0.01 e *** p <0.001 (Infartado versus salina) ou (TPN versus

infartado/ NIF versus infartado). n=5.
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5.2.1.2- Niveis séricos de creatino-kinase MB (CK-MB)

Isoproterenol foi capaz de produzir um incremento nos niveis séricos de
creatino-quinase MB nas duas linhagens de ratos quando comparados aos grupos
controles salina (Grafico 4A e 4B, pag. 82).

O pré-tratamento com TPN reduziu a liberagdo sérica de creatino-quinase MB de
maneira dose independente nas duas linhagens de ratos (Grafico 4A, pag. 82) em
comparagdo aos respectivos controlesinfartados (Grafico 4B, pag. 82). O tratamento
subagudo de TPN 50 mg/kg sem ISO produziu uma diminui¢do significativa sobre os
niveis séricos de creatino-quinase MB em comparacdo com o grupo salina em ratos
wistar. Porém, o mesmo ndo ocorreu sobre ratos da linhagem hipertensa (Grafico 4B,
pag. 82).

Nifedipina produziu uma reducdo significante nos niveis séricos de creatino-
quinase MB, nas duas linhagens de ratos em comparacdo aos respectivos grupos

infartados (Grafico 4A e 4B, pag. 82).
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GRAFICO 4- Niveis séricos de creatino-kinase MB (CK-MB) ap6s infarto agudo do miocardio
induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Analise estatistica
ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado significativo quando * p <
0.05 e ** p < 0.01 e ***p <0.001 (Infartado versus salina) ou (TPN versus infartado/ NIF versus

infartado). n=5.
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5.2.3. Avaliacio das areas de lesdes necroticas miocardicas apos o infarto induzido
por isoproterenol

Isoproterenol foi capaz de induzir um aumento no percentual de areas de necrose
no miocardio, quando comparados aos ratos infartados (Grafico SA e 5B, pag. 84).
Quando comparados estatisticamente, ndo houve diferenca significante no infarto
produzido pelo isoproterenol nas duas linhagens experimentais (Grafico 29, Anexo II
pag. 227).

O mesmo pode ser confirmado através da analise colorimétrica com
trifeniltetrazolio, nas sec¢des miocardicas (Figura 10 e Figura 11, pag. 85). Pode-se
observar, que nas sec¢des miocardicas de ratos infartados com isoproterenol, das duas
linhagens experimentais, houve a formacdo de regides coradas em amarelo-palido,
representando as areas necroticas e areas coradas em vermelho, representando o
miocardio viavel remanescente. Entretanto, quando observado as microsecgdes
miocardicas de ratos salina, nota-se apenas microsec¢des coradas em vermelho,
indicando a viabilidade das células miocardicas. O tratamento prévio com TPN inibiu
de modo significante o percentual de areas de necrose de maneira dose dependente
apenas na linhagem de ratos wistar (Grafico 5A e 5B, pag. 84).

Os resultados numéricos podem ser confirmados pela andlise colorimétrica
(Figura 10 e Figura 11, pag 85), nas microssec¢des miocardicas de ratos tratados
previamente com TPN e induzidos ao infarto com isoproterenol, observa-se uma
reducdo nas regides coradas em amarelo-palido em comparagdo com os respectivos
grupos controles infartados, nas duas linhagens experimentais. Bem como, nota-se uma
reducdo gradativa das regioes amarelo-palidas entre as doses testadas com TPN, assim,
TPN inibiu a formacdo de regides de necrose quando induzidos ao infarto com
isoproterenol.

O tratamento subagudo de TPN 50 mg/kg sem ISO ndo produziu alteracdes
significantes sobre o percentual de areas de necrose em comparagdo com o grupo salina
em ratos em ambas as linhagens de ratos. Os resultados colorimétricos (Figura 10 e
Figura 11, pag 85) demonstram que ndo houve formacdo de regides amarelo-palidas em
ratos tratados com TPN 50 mg/kg sem ISO, assim, as microsec¢des apresentaram-se
coradas em vermelho de modo similar aos ratos controle salina.

Nifedipina produziu uma inibig¢@o significante no percentual de area de necrose,
em abas as linhagens de ratos quando comparados aos respectivos controles infartados

(Grafico 5B, pag. 84).
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Quando observado o teste colorimétrico, as microsec¢oes miocardicas de ratos
previamente tratados com nifedipina e induzidos ao infarto com isoproterenol possui
uma redugdo significante de areas de necrose coradas em amarelo-palido, contendo
maior area corada em vermelho, representando as areas de miocardio viavel

remanescente (Figura 10 e Figura 11, pag 85).
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GRAFICO 5- Percentagem de 4rea de necrose apos infarto agudo do miocardio induzido por
isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Analise estatistica ANOVA one-
way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado significativo quando *** p< 0.0001
(salina vs Infartado/TPN VS Infartado/ Nifedipina vs Infartado) “p< 0.05 (TPN 50 vs 75) ¢ ©
p<0.05 (TPN 25 VS 75) © p<0.05 (TPN 25 VS 75).n=5.
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FIGURA 10- Microfatias de coracdes isolados de ratos wistar (WT) corados com cloreto de trifeniltetrazolio 1% apds o tratamento subagudo. n=5
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FIGURA 11- Microfatias de coragdes isolados de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) corados com cloreto de trifeniltetrazolio 1% apds o

tratamento subagudo. n=5
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5.2.4. Avaliacio histopatolégica de lesdes de isquemia-reperfusio em coracdes apds
o infar to experimental induzido por isoproterenol

Em laminas histopatoldgicas de coragdes corados por hematoxilina-eosina
(H&E) apés o infarto induzido, isoproterenol foi capaz de induzir alteragdes na
histoarquitetura cardiaca mimetizando o infarto agudo do miocardio nas duas linhagens
de ratos, em suas diversas fases patologicas das lesdes de isquemia-reperfusio.
Isoproterenol foi capaz de induzir no grupo infartado (ISO): edema, degeneragdo e
separagdo das miofibrilas, vacuolizagdo do citoplasma, degeneracdo nuclear progressiva
(picnose, cariorrexe e cariolise) e invasdo tecidual de células polimorfonucleares
(leucocitos) induzindo miocardite e remodelamento cardiaco (Figura 12 e Figura 13,
pags 87 e 88).

Quando analisados estatisticamente, o grupo infartado (ISO) teve um aumento

significativo na contagem total de leucocitos nas duas linhagens de ratos em
comparagdo com seus respectivos controles salina (Tabela 1 e Tabela 2, pag. 89).
O pré-tratamento com TPN inibiu a invasdo de leucocitos nos coragcdes de maneira dose
dependente nas duas linhagens de ratos, comparados os respectivos controles infartados
(Tabela 1, pag. 89). O tratamento subagudo de TPN 50 mg/kg sem ISO nao produziu
mudangas significativas sobre a contagem total de leucocitos nas ldminas cardiacas em
comparagdo com os respectivos grupos salina (Tabela 2, pag. 89).

O tratamento com nifedipina também, foi capaz de inibir a invasao de leucdcitos
nas laminas cardiacas em comparagdo com o grupo infartado nas duas linhagens de
ratos comparados aos respectivos controles infartados (Tabela 1 e Tabela 2, pag 89).
Quando foram analisados os aspectos relacionados a degeneracdo nuclear, observou-se
que isoproterenol foi capaz de aumentar o nimero de nticleos em picnose, cariorrexe e
caridlise em ambas as linhagens, em comparagdo aos respectivos controles salina
(Tabelas 3-8, pags 90-92)

Enquanto o tratamento prévio com TPN foi capaz de reduzir de modo
significante de maneira dose-dependente nas degeneracdes nucleares em ambas as
linhagens, quando comparados aos respectivos controles infartados (Tabelas 3-8, pags
90-92). O tratamento prévio com TPN na auséncia do isoproterenol ndo produziu
alteracdes significantes em comparacdo aos respectivos controles salina. O pré-
tratamento com nifedipina produziu uma redugdo significante sobre as degeneracdes
nucleares dos em comparac@o aos animais infartados em ambas as linhagens (Tabelas 3-

8, pags 90-92).
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FIGURA 12- Microfotografias de miocardios de ratos WT apds o tratamento prévio com o
monoterpeno (TPN). Miocardios corados em H&E, aumento de 100 X. E=Edema/ IL=
Infiltrado de leucocitos/ R= Remodelamento/ DM= Degeneracdo miocardica/ 3= vacuolizagdo
do citoplasma/ = alteragdes nucleares (picnose, caridlise e cariorrexe).
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FIGURA 13- Microfotografias de miocardios de ratos SHR apods o tratamento prévio com o
monoterpeno (TPN). Miocérdios corados em H&E, aumento de 100 X. E=Edema/ IL=
Infiltrado de leucdcitos/ R= Remodelamento/ DM= Degeneracdo miocardica/-3 = vacuolizagido
do citoplasma/ 2= alteragdes nucleares (picnose, caridlise € cariorrexe).

Salina : Infartado (ISO)
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TABELA 1 - Contagem de Leucocitos Totais (CLT) em miocardios de ratos WT apds o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente
exposi¢do ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

Pardmetro Salina Infartado TPN TPN TPN TPN NIF
(ISO) 25 mg/kg+ISO 50 mg/kg+ISO 75 mg/kg+ISO  50mg/kg sem ISO 3 mg/kg+ISO
302+ 9,7 2.596 + 36,707 2314+17,51  856+631 334+£44 490 £3,7 411+£8,14

N2de leucocitos
0.038 mm?

CLT =

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pods-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando {p<0.0001 (Infartado vs salina) e
**%%p<0.0001 (TPN vs infartado) ou (NIF vs infartado). N=5

TABELA 2 - Contagem de Leucdcitos Totais (CLT) em miocardios de ratos SHR apo6s o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente exposi¢ao
ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

Pardmetro Salina Infartado TPN TPN TPN TPN NIF
(ISO) 25 mg/kg+ISO 50 mg/kg+ISO 75 mg/kg+ISO  50mg/kg sem ISO 3 mg/kg + ISO
608+ 5,4 4.124+1224" 2462+10,15" 857 +6,32" 510+3,4 490 +347 350+ 8,64

Ne¢ de leucécitos
0.038 mm?

CLT =

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando 1p<0.0001 (Infartado vs salina) e
**%%p<0.0001 (TPN vs infartado) ou (NIF vs infartado). N=5
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TABELA 3- Contagem total de nucleos em picnose (CTNp) em miocardios de ratos WT apods o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente
exposic¢do ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

Pardmetro Salina Infartado TPN TPN TPN TPN NIF
(ISO) 25 mg/kg+ISO 50 mg/kg+ISO 75 mg/kg+ISO  50mg/kg sem ISO 3 mg/kg+ISO
84+ 2.20 716 + 30,857 656 + 33,98 306 15,207 158 £2,03" 168 +2,7 130+£2,14

N2de nucleos

CTNp =
P =70 038 mm?

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pds-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando p<0.0001 (Infartado vs salina), *p<0.05
e *¥***p<(.0001 (TPN vs infartado) ou (NIF vs infartado). N=5

TABELA 4- Contagem total de nicleos em picnose (CTNp) em miocardios de ratos SHR apoés o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente
exposicao ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

Pardmetro Salina Infartado TPN TPN TPN TPN NIF
(ISO) 25 mg/kg+ISO 50 mg/kg+ISO 75 mg/kg+ISO 50mg/kg sem ISO 3 mg/kg+ISO
178+ 5,6 698 + 11,027  470+2,68 304 +3,427 210+ 1,787 208 +0.8" 119+0,7
N2 de nucleos
CTNP = 5 038 mm2

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando fp<0.0001 (Infartado vs salina) e
**%%p<0.0001 (TPN vs infartado) ou (NIF vs infartado) . N=5
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TABELA 5 - Contagem total de nucleos em caridlise (CTNc) em miocardios de ratos WT apo6s o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente
exposi¢do ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

Pardmetro Salina Infartado TPN TPN TPN TPN NIF
(ISO) 25 mg/kg+ISO 50 mg/kg+ISO 75 mg/kg+ISO  50mg/kg sem ISO 3 mg/kg+ISO
62+ 3,21 1.040+ 12,76 496 £ 41,5 208 4,10 100 +1,30" 110+£0,8 97 £1,727

N2 de nucleos

CTNc =
€= 70038 mm?

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando 1p<0.0001 (Infartado vs salina) e
**%%p<0.0001 (TPN vs infartado) ou (NIF vs infartado) . N=5

TABELA 6- Contagem total de nticleos em caridlise (CTNc) em miocardios de ratos SHR ap6s o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente
exposicao ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

Pardametro Salina Infartado TPN TPN TPN TPN NIF
(ISO) 25 mg/kg +ISO 50 mg/kg +ISO 75 mg/kg + ISO  50mg/kg sem ISO 3 mg/kg + ISO
164+ 1,7 930+ 8,79" 446 £ 4 30%*** D08 £ 4, TH*** 124 + 1,63**** 130 £ 0,31 **** 74 £ (0,48%***
N¢ de nicleos
CTNE = =5 038 mm2

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando fp<0.0001 (Infartado vs salina) e
**%%p<0.0001 (TPN vs infartado) ou (NIF vs infartado) . N=5
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TABELA 7 - Contagem total de nucleos em cariorrexe (CTNcx) em miocardios de ratos WT apds o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente
exposi¢do ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

Pardmetro Salina Infartado TPN TPN TPN TPN NIF
(ISO) 25 mg/kg+ISO 50 mg/kg+ISO 75 mg/kg+ISO  50mg/kg sem ISO 3 mg/kg+ISO
30+ 1,4 198+ 4,97 176 £1,32°7 78 £0,86 46 0,40 68 £0,48 54+1,06

N2de nucleos

CTNcx =
X =70.038 mm?

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando {p<0.0001 (Infartado vs salina) e
**%%p<0.0001 (TPN vs infartado) ou (NIF vs infartado) . N=5

TABELA 8 - Contagem total de nucleos em cariorexe (CTNcx) em miocardios de ratos SHR apoés o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente
exposicao ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

Parametro Salina Infartado TPN TPN TPN TPN NIF
(ISO) 25 mg/kg+ISO 50 mg/kg+ISO 75 mg/kg+ISO  50mg/kg sem ISO 3 mg/kg+ISO
42+ 0,96 236+ 4,437 110+ 1,097 78 £0,76 700,89 66+0,74" 39+0,96

N2 de nucleos

CTNcx =
X =70.038 mm?

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando fp<0.0001 (Infartado vs salina) e
**%%p<0.0001 (TPN vs infartado) ou (NIF vs infartado) . N=5
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5.2.5- Avaliacao dos niveis ventriculares de Proteina C Reativa

A administra¢do de isoproterenol foi capaz de aumentar os titulos ventriculares
de proteina c reativa em ratos infartados das duas linhagens experimentais em
comparagdo aos respectivos controles salina (Grafico 6A e 6B, pag 94).

O tratamento com TPN foi capaz de inibir o aumento os titulos de proteina ¢
reativa ap6s a administragdo subcutanea de isoproterenol em comparagdo os grupos
infartados em ambas linhagens de ratos quando comparados aos respectivos controles
infartado (Grafico 6A e 6B, pag. 94).0 tratamento subagudo de TPN na auséncia de
isoproterenol, ndo foi diferente estatisticamente do grupo controle salina nas duas
linhagens experimentais

O tratamento prévio com nifedipina, também foi capaz de inibir o aumento
significante de proteina C reativa na presenca de isoproterenol em ambas as linhagens

experimentais quando comparados aos respectivos controles infartados.
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GRAFICO 6- Niveis de proteina C reativa nos ventriculos esquerdos apos o infarto agudo do
miocardio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Analise
estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado significativo
quando * p < 0.05 ** p < 0.01 e *** p < 0.0001 (Infartado versus salina) ou (TPN versus
infartado). n=5
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5.2.6- Avaliacio eletrocardiografica em repouso

A administra¢do de isoproterenol foi capaz de induzir alteragdes significantes
sobre o miocardio no eletrocardiograma em repouso nas derivatizagdes periféricas no
plano frontal. Isoproterenol induziu aumento na onda T em ambas as linhagens de ratos
que em ratos wistar pode ser visualizado na derivatizagdo DI. Em ratos SHR, as
altera¢des na onda T puderam ser visualizadas de modo persistente nas derivatizagdes

DII, aVR, aVL e AVF.

A administracdo subcutanea de isoproterenol também foi capaz de induzir
alteracdes significantes sobre o desnivelamento do segmento ST em ambas as
linhagens. Em ratos wistar o supradesnivelamento pode ser visualizado na derivatizacdo
DII, enquanto que em ratos SHR as alteracdes foram visualizadas de modo persistente

nas derivatizagdes DII e DIII.

Isoproterenol induziu aprofundamento da onda Q patoléogica em ambas as
linhagens experimentais na derivatizagdo DI. O uso subcutdneo do isoproterenol em
ratos também foi capaz de induzir alteragdes sobre o ritmo sinusal, bem como sobre o
sistema de conducdo do potencial de agdo cardiaco. Isoproterenol induziu altera¢des na
onda P, tanto na amplitude, quanto na duracdo de modo persistente apenas em ratos
SHR, nas derivatizagdes DI, DIl e AVF. Isoproterenol também causou alteragdes sobre

o intervalo P-R em ambas as linhagens experimentais na derivatizagdo aVF.

O pré-tratamento com TPN ndo foi capaz de alterar de modo significante as
alteracdes na onda T induzidas pelo isoproterenol. Entretanto, TPN foi capaz de inibir
as alteracdes do segmento ST na derivatizagdo DIl em ambas as linhagens de ratos

quando comparados aos respectivos controles infartados

Sobre a onda Q patolégica, TPN foi capaz de inibir o aprofundamento em DI em
ratos wistar em todas as doses testadas comparados ao controle infartado. Em ratos SHR
foi possivel observar o efeito a partir da dose de 50 mg/kg. TPN também foi capaz de
inibir as alteracdes sobre o intervalo PR em aVF em ratos ambas as linhagens

experimentais comparados aos respectivos controles infartados.
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O tratamento com TPN na presenca de isoproterenol, ndo foi capaz de inibir de
modo significante alteragcdes sobre o ritmo sinusal em ratos SHR. Observou-se uma
tendéncia a reversdo das alteragdes na onda P, na amplitude e na duragdo, porém

estatisticamente os resultados nao divergiram do grupo infartado.

O tratamento subagudo com TPN 50mg/kg na auséncia de isoproterenol, ndo
causou alteracdes significantes no eletrocardiograma nas derivatizagdes periféricas em

repouso, quando comparados ao grupo controle salina.

O tratamento prévio com nifedipina 3 mg/kg na presenga de isoproterenol foi
capaz de induzir resposta semelhante ao tratamento com TPN nas alteragdes
eletrocardiograficas. Todos os resultados mencionados neste item podem ser

visualizados através das tabelas 9-14, pags, 97-102



TABELA 9 - Registros eletrocardiogragicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatizagdo I apds o tratamento prévio

exposicao ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).
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com o monoterpeno (TPN) e subsequente

(A)

Onda P (mV) OndaP (s) P-R (s) Q-R-S (s) Onda Q(mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) OndaT(mV) R-R(s)
Controle salina 0,044 +0,011 0,021+0,004 | 0,041+0,002 [ 0,038+0,002 | -0,083+0,011 0,059 + 0,004 0,091+0,011 [ -0,309+0,141 | 0,002 +0,001 [ 0,041+ 0,040
Controle ISO 0,046 + 0,007 0,022+0,002 | 0,034+0,002 | 0,036+0,001 |-0,211+0,007**4 0,061 + 0,005 0,118+ 0,013 | -0,035+0,011* [ 0,091 + 0,029* | 0,279 + 0,005***
TPN 25 mg/kg +1SO 0,043 + 0,008 0,021+0,001 | 0,035+0,003 [ 0,037+0,001 | -0,181+0,001**| 0,067 + 0,008 0,164 +0,022 | -0,102+0,027 | 0,076+0,018 | 0,208 + 0,031
TPN 50 mg/kg +1SO 0,029 + 0,004 0,019+0,001 | 0,078+0,041 [ 0,037+0,003 |-0,152+0,007*** 0,057 + 0,002 0,110+0,014 | -0,137+0,028 [ 0,084 +0,027* [ 0,250+ 0,024
TPN 75 mg/kg +1SO 0,030 + 0,004 0,019+0,008 | 0,034+0,002 [ 0,041+0,004 |-0,070+0,006*** 0,069+ 0,003 0,142 +0,011 | -0,120+0,021 | 0,044+0,011 | 0,236+ 0,041
TPN 50 mg/kg 0,040 + 0,004 0,021 +0,007 | 0,037+0,003 [ 0,036+0,027 |-0,065+0,004*** 0,027 + 0,022 0,042+0,035 | -0,125+0,018 | 0,018+0,011 | 0,366+0,017
NIF 3mg/kg +1SO 0,065 + 0,004 0,017 +0,006 | 0,043+0,001 [ 0,041+0,008 |-0,083+0,005*** 0,074+ 0,037 | 0,167+0,003 | -0,166+0,013 | 0,051+0,012 | 0,186+ 0,002
(B)

Onda P (mV) OndaP (s) P-R(s) Q-R-S (s) Onda Q(mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) OndaT(mV) R-R(s)
Controle salina 0,048 + 0,008 0,018+ 0,008 | 0,047+0,007 | 0,035+0,001 -0,043 + 0,009 0,090 + 0,007 0,017+0,001 | -0,148+0,030 | 0,292+0,02 0,340+ 0,02
Controle 1ISO 0,00 +0,00** 0,00+0,00 |0,00+0,00***| 0,037+0,003 |-0,121+0,003*** 0,052 +0,017 0,118+0,040 | -0,102+0,040 [ 0,079+0,014 | 0,202 +0,017**
TPN 25 mg/kg +1SO 0,004 £ 0,012 0,010+ 0,002 |0,027 +0,007** 0,032 +0,001 -0,115 + 0,007 0,087 + 0,006 0,192+0,017 | -0,020+0,010 | 0,181 +0,035 0,192 + 0,006
TPN 50 mg/kg +1SO 0,011+0,001 0,016 +0,004 0,024 +0,007** 0,042+0,002 | -0,074+0,015* | 0,060+ 0,025 0,105+ 0,043 | -0,294+0,006 [ 0,098+0,016 | 0,315%0,017*
TPN 75 mg/kg +1SO 0,027+ 0,010 0,024 + 0,022 |0,041+0,002** 0,038+0,002 | -0,069 +0,015* 0,070 + 0,007 0,139+0,017 | -0,210+0,034 | 0,195+0,015 | 0,300+ 0,021**
TPN 50 mg/kg 0,040 + 0,008 0,026 + 0,002 D,044 +0,001**4 0,038 +0,002 |-0,022 +0,010*** 0,065 + 0,002 0,124+ 0,006 | -0,400+0,016 | 0,087 +0,010 | 0,282+ 0,026*
NIF 3mg/kg +1SO 0,032 + 0,006 0,023 +0,001 P,040+0,001**4 0,034 + 0,001 -0,094 + 0,007 0,037+ 0,020 0,064 +0,033 | -0,118+0,002 | 0,020+0,002 | 0,353 + 0,033***

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando ***p<0.001, **p<0.01 e *p<0.05
(Infartado vs salina/TPN vs infartado/NIF vs infartado). WT (n=5) SHR(n=4).




TABELA 10 - Registros eletrocardiogragicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatizagdo II ap6s o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente

exposicao ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

98

(A)
Onda P (mV) OndaP (s) P-R(s) Q-R-S (s) Onda Q(mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) Onda T (mV) R-R(s)
Controle salina -0,0031+0,009 |0,022+0,006|0,038+0,003| 0,038+0,005 | -0,018+0,007 [0,090+0,006( 0,140 +0,016] -0,111+0,020 | 0,069 +0,014 0,398 +0,016
Controle ISO 0,0224 +0,002*** | 0,020 £ 0,005 | 0,032+ 0,001| 0,033+0,002 | -0,034 +0,007 0,071 +0,008| 0,139+0,020 | 0,047 +0,001*** | 0,109 +0,019 | 0,292 +0,006***
TPN 25 mg/kg +1SO 0,0212£0,009 |0,016 +0,003|0,028 +0,006| 0,033+0,001 | -0,051+0,010 |[0,079 +0,007| 0,184 +0,023| -0,087 +0,027***| 0,090 + 0,007 | 0,206 *+0,027**
TPN 50 mg/kg +1S0O | -0,0262 +0,004***| 0,034 + 0,012 (0,045 +0,012| 0,034 +0,002 | -0,043 +0,013 |0,065 +0,011| 0,128 +0,031| -0,089 +0,023***| 0,085 + 0,015 0,274 +0,027
TPN 75 mg/kg +1S0O | -0,0234 +0,004***|0,016 +0,003(0,029 +0,007| 0,038 +0,003 | -0,024 +0,005 |0,070 +0,004| 0,154 +0,008| -0,082 +0,017***| 0,040 +0,005| 0,212 + 0,018**
TPN 50 mg/kg -0,0208 +0,005***(0,206 +0,004(0,038 +0,002| 0,039 +0,003 | -0,034 +0,003 |0,071 +0,024| 0,091 +0,003| -0,084 + 0,003***| 0,044 +0,019| 0,311 +0,006
NIF 3mg/kg +1SO 0,051 +0,002** [0,018 +0,002(0,045 +0,008| 0,035 +0,005 | -0,032 +0,002 |0,080 +0,002| 0,173 +0,003| -0,181 +0,003 |-0,023 +0,071| 0,200 + 0,004**
(B)
OndaP(mV) | OndaP(s) P-R(s) Q-R-S (s) Onda Q(mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) OndaT(mV) R-R(s)

Controle salina 0,044+ 0,008 |0,021+0,006|0,043 +0,003| 0,041+0,003 | -0,035+0,003 |0,090+0,008| 0,166 + 0,027 | -0,122 +0,032 | 0,182 + 0,045 | 0,312 40,033
Controle I1SO 0,000+0,00 |0,000+0,00*| 0,000+0,00 | 0,032+0,001 | -0,061+0,014 |0,057 +0,019 | 0,124 + 0,042 |0,042 + 0,006**| 0,102 + 0,016*| 0,202 + 0,015
TPN 25 mg/kg +1SO| 0,005 +0,004 | 0,012 +0,003| 0,024 +0,06 | 0,033+0,002 | -0,032+0,015 |0,076+0,012| 0,162 + 0,023 |-0,144 + 0,031*{ 0,078 +0,019 | 0,200+ 0,006
TPN 50 mg/kg +1SO| 0,018+0,008 | 0,016+ 0,004 |0,033 +0,009| 0,041+0,004 | -0,037+0,007 | 0,063 +0,027| 0,113 + 0,049 0,202 + 0,026**] 0,009 + 0,062* | 0,340+ 0,007
TPN 75 mg/kg +1SO| 0,137+0,099 |0,020+0,007*| 0,085 + 0,036 | 0,041+0,002 | -0,058+0,011 | 0,083 +0,004| 0,147 + 0,008 0,198 + 0,039** 0,127 0,025 | 0,295+ 0,022
TPN 50 mg/kg 0,090+ 0,003 [0,019 +0,001* 0,036 +0,029| 0,040+0,002 | -0,045+0,005 | 0,081 +0,003| 0,125 +0,030 {0,234 + 0,026** 0,076+0,008 | 0,264+ 0,028
NIF 3mg/kg +1SO | 0,017+0,006 |0,015+0,005|0,026+0,009| 0,032+0,001 | -0,082+0,011 |0,061+0,007| 0,103 + 0,008 | -0,017 +0,002 | 0,044 + 0,002 | 0,268 + 0,088

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando ***p<0.001, **p<0.01 e *p<0.05
(Infartado vs salina/TPN vs infartado/NIF vs infartado). WT (n=5) SHR(n=4).
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TABELA 11 - Registros eletrocardiogragicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatizagdo III apds o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e
subsequente exposi¢do ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

(A)
Onda P (mV) OndaP (s) P-R (s) Q-R-S (s) Onda Q (mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) Onda T (mV) R-R(s)
Controle salina 0,058 + 0,013 0,016 + 0,002 0,024 +0,003 | 0,035 £+0,016 | -0,162 +0,034 | 0,071 +£0,011 | 0,117 +0,018 -0,041 +0,018 | 0,057+0,011 | 0,397 +0,019
Controle ISO -0,057 £ 0,008**% 0,272 + 0,003*** | 0,041+0,002 | 0,036 +0,003 -0,298 +0,052 | 0,064 +0,008 | 0,107 +0,002 0,042 + 0,025 | 0,044 +0,013 | 0,440 +0,114
TPN 25 mg/kg +1SO |0,036 +0,006*** 0,052 +0,033***| 0,022 +0,001 | 0,032 +0,009 -0,400 +0,060 | 0,062 +0,007 | 0,128 +0,017 -0,087 +0,041 | 0,039 +0,014 | 0,214 +0,002
TPN 50 mg/kg +1SO |0,041+0,009***| 0,022 +0,002***| 0,041 +0,052 | 0,033 +0,001 -0,192 +0,048 | 0,080 +0,015 0,150 +0,034 -0,070 +0,026 | 0,062 +0,014 | 0,282 +0,029
TPN 75 mg/kg +1SO 0,043 +0,010*** 0,018 +0,003***| 0,029+0,003 | 0,036+0,001 -0,308 +0,063 | 0,075 £0,010 0,154 +0,027 | -0,200 +0,080| 0,043+0,016 | 0,242 +0,022
TPN 50 mg/kg 0,047 £ 0,011***| 0,018 + 0,004*** | 0,029+0,004 | 0,034 + 0,001 -0,158 £ 0,059 | 0,071+0,009 0,108 0,018 -0,024+0,014 | 0,071+0,023 | 0,466 +0,079
NIF 3mg/kg +1SO 0,031 +0,006***( 0,017 + 0,001*** | 0,023+0,001 | 0,038 + 0,006 -0,306 £ 0,044 | 0,066 +0,007 0,140 + 0,015 -0,204+0,011 | 0,101+0,019 | 0,206 + 0,006
(B)
OndaP (mV) OndaP (s) P-R(s) Q-R-S (s) Onda Q(mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) OndaT(mV) R-R(s)

Controle salina 0,040 + 0,005 0,104 £ 0,022 0,014 £ 0,006 0,036 + 0,002 -0,039+0,003 | 0,098+0,022 | 0,151+0,048 | -0,100+0,050| 0,233+0,053 |0,328 £0,032
Controle ISO 0,00+ 0,00 0,00 +0,00 0,00 + 0,00* 0,034+0,001 | -0,052+0,011 | 0,072+0,012 | 0,149+0,030 | -0,159 + 0,055 |0,095 + 0,010**| 0,262 + 0,036
TPN 25 mg/kg + 1SO 0,035 + 0,009 0,017 +£0,002 |0,026 +0,003***| 0,035+0,001 -0,147+0,043 | 0,058 +0,025 | 0,115+0,049 | -0,235+0,089| 0,078 +0,009 |0,240 £ 0,007
TPN 50 mg/kg +1SO 0,018 + 0,001 0,019+0,001 (0,028 +0,003***| 0,035+0,001 | -0,339+0,012 | 0,042+0,016 | 0,080+ 0,003 | -0,309+0,010| 0,064 +0,006 |0,252 + 0,021
TPN 75 mg/kg + 1SO 0,024 + 0,009 0,017 +0,001 |0,041+0,001***| 0,034+0,005 -0,031+0,004 | 0,062+0,008 | 0,119+0,020 | -0,127+0,018 | 0,131+0,024 |0,295 + 0,030
TPN 50 mg/kg 0,026 £ 0,009 0,012+0,003 |0,072 £0,003***| 0,038 +0,002 -0,128+ 0,065 | 0,054+0,019 | 0,092+0,038 | -0,202+0,027| 0,089+ 0,023 |0,250+0,018
NIF 3mg/kg +1SO 0,115+ 0,086 0,020 + 0,005 (0,035 +0,006***| 0,033+0,005 | -0,213+0,051 | 0,033+0,003 [ 0,066+0,007 | 0,077+0,001 | 0,019+0,001 |0,353 + 0,062

Analise estatistica ANOVA one-way seguido

(Infartado vs salina/TPN vs infartado/NIF vs infartado). WT (n=5) SHR(n=4).

de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando ***p<0.001, **p<0.01 e *p<0.05
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TABELA 12 - Registros eletrocardiogragicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatizagdo aVR apds o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e
subsequente exposi¢do ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

(A)

OndaP (mV) OndaP (s) P-R(s) Q-R-S (s) OndaQ(mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) OndaT(mV) R-R(s)
Controle salina 0,061 + 0,010 0,013 + 0,001 0,018 + 0,002 0,038 + 0,001 -0,420+0,090 | 0,056+0,005 | 0,080+0,024 | -0,145+0,064 | - 0,044+0,097 | 0,368 +0,016
Controle ISO -0,044 £ 0,020***| 0,019 £ 0,002 0,025 + 0,001 0,038 + 0,001 -0,152+0,012* | 0,053+0,005 | 0,102+0,018 | -0,334+0,017 | 0,100+ 0,002 0,308 +0,010

TPN 25 mg/kg +1SO| -0,024 + 0,003 0,028 + 0,014 0,019+0,003 | 0,036+0,003 | -0,586+0,083**| 0,055+0,002 | 0,118+0,007 | -0,175+0,066| 0,110+0,020 [ 0,216+0,083
TPN 50 mg/kg +1SO| -0,040+ 0,018 0,022 + 0,002 0,028+0,007 [ 0,032 +0,002 -0,167+0,027 | 0,052+0,007 { 0,111+0,001 | -0,346+0,010( 0,026+0,009 | 0,296+0,030
TPN 75 mg/kg +1SO| -0,032 + 0,006 0,020 + 0,001 0,029+0,008 [ 0,035+0,003 -0,222+0,098 | 0,071+0,009 { 0,121+0,018 | -0,398+0,135( 0,067+0,027 | 0,227+0,057
TPN 50 mg/kg 0,050+ 0,011 0,012 £0,013 0,094+0,069 [ 0,035+0,008 -0,430+0,056 | 0,048+ 0,015 [ 0,075+0,024 | -0,097+0,022 0,049+0,009 | -0,430+0,056
NIF 3mg/kg +1SO 0,085+ 0,010*** | 0,013+0,001 | 0,017+ 0,021 | 0,034+0,023 | -0,553+0,027* | 0,068+0,004 | 0,146+0,033 | -0,170+0,034| 0,099+ 0,026 | 0,220+0,010

(B)

OndaP (mV) OndaP (s) P-R(s) Q-R-S (s) OndaQ(mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) OndaT(mV) R-R(s)
Controle salina 0,031+0,018 0,017 +0,001 0,027 + 0,005 0,036 + 0,003 -0,184+0,058 | 0,051+0,016 | 0,092+0,003 | -0,360+0,087| -0,117+0,019 | 0,300+ 0,040
Controle ISO -0,016+ 0,011 0,017 + 0,004 0,025 + 0,007 0,039+0,004 | -0,382+0,084**| 0,064+0,006 | 0,129+0,019 | -0,492+0,090|0,072 +0,038**% 0,246 + 0,037

TPN 25 mg/kg +1SO| -0,015 + 0,004 0,017 + 0,002 0,037 +0,004 0,035+0,001 |-0,101+0,032*** 0,073+0,015 [ 0,154+0,034 | -0,284+0,137| 0,0100,002 0,181 +0,037
TPN 50 mg/kg +1SO| 0,063 + 0,009 0,010+ 0,001 0,015+ 0,007 0,034+0,001 | -0,171+0,010**| 0,037+0,027 | 0,068+0,005 | 0,103+0,052 |-0,091+0,047** 0,287 +0,020
TPN 75 mg/kg +1SO| 0,061 +0,011 0,014 + 0,002 0,021 + 0,004 0,033+0,001 |-0,050+0,009*** 0,075+0,003 [ 0,157+0,005 | -0,135+0,010 0,00 +0,00 0,287 +0,020
TPN 50 mg/kg 0,061 + 0,018 0,010 + 0,002 0,016 + 0,001 0,033+0,003 |-0,052+0,007*** 0,020+0,002 [ 0,040+0,051 | -0,099 0,003 0,00 +0,00 0,238 + 0,009
NIF 3mg/kg +1SO 0,066 + 0,018 0,011 + 0,005 0,021 + 0,005 0,032+0,001 [-0,040+0,008*** 0,028 +0,002 | 0,046+0,004 | -0,053+0,004| 0,015+ 0,001 0,340+ 0,053
Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando ***p<0.001, **p<0.01 e *p<0.05
(Infartado vs salina/TPN vs infartado/NIF vs infartado). WT (n=5) SHR(n=4).
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TABELA 13 - Registros eletrocardiogragicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatizacdo aVL apds o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e
subsequente exposi¢do ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

(A)

Onda P (mV) OndaP (s) P-R(s) Q-R-S (s) Onda Q (mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) Onda T (mV) R-R(s)
Controle salina 0,050+ 0,021 0,017+0,001 | 0,034+0,005 | 0,039+0,003 -0,354+0,071 0,062 + 0,007 0,081+0,023 |-0,101+0,033| 0,031+0,013 | 0,337+ 0,039
Controle ISO 0,064 +0,008 0,022+0,002 | 0,041+0,001 | 0,034+0,027 |-0,146+0,035**% 0,100+ 0,013 0,125+0,017 | -0,116+0,016| 0,029+ 0,002 | 0,346 + 0,029
TPN 25 mg/kg +1SO -0,005 £ 0,007 0,049+0,029 | 0,034+0,001 | 0,038+0,003 |-0,059+0,009**% 0,079 +0,004 0,168 +0,019 | -0,095+0,009( 0,024 + 0,004 | 0,226 +0,023*
TPN 50 mg/kg +1SO 0,053 +0,012 0,021+0,007 | 0,041+0,003 | 0,035+0,001 |-0,089+0,010**% 0,065+ 0,014 0,126 +0,038 | -0,100+0,015| 0,043 +0,014 | 0,302 £ 0,030
TPN 75 mg/kg +1SO 0,026 + 0,009 0,192+0,001 | 0,040+0,019 | 0,046 +0,005 |-0,057 +0,013**% 0,068 + 0,003 0,134 +0,005 | -0,062+0,032| 0,030+ 0,001 | 0,254 + 0,020
TPN 50 mg/kg 0,035 + 0,006 0,021+0,005 | 0,041+0,002 | 0,039+0,005 |-0,057 +0,016**% 0,078 + 0,007 0,146 +0,021 | -0,079+0,020( -0,010+0,006| 0,314 + 0,020
NIF 3mg/kg +1S0O -0,015 £ 0,004 0,020+0,003 | 0,043+0,002 | 0,041+0,007 |-0,080+0,007**% 0,071+ 0,008 0,156 + 0,003 |-0,143+0,017| 0,002 +0,001 | 0,233 +0,013*
(B)

Onda P (mV) OndaP (s) P-R(s) Q-R-S (s) Onda Q (mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) Onda T (mV) R-R(s)
Controle salina 0,022 + 0,001 0,013+0,009 | 0,017+0,005 | 0,032+0,001 | -0,142+ 0,009 | 0,073 +0,006 0,127+0,033 | -0,214+0,019| 0,128+0,042 | 0,272 + 0,048
Controle ISO -0,008 £0,003** | 0,013+0,031 | 0,027 +0,007 | 0,034+0,001 |-0,033+0,006**% 0,060+ 0,007 0,125+0,021 | -0,177 £0,048(0,026 + 0,010*4 0,258 + 0,037
TPN 25 mg/kg +1SO 0,003 + 0,006 0,020+0,001 | 0,036 +0,002 | 0,034 0,002 -0,053+0,018 0,082 + 0,007 0,170+0,022 | -0,041+0,009| 0,086+ 0,007 | 0,237 +0,011
TPN 50 mg/kg +1SO [ 0,010 + 0,003* 0,015+0,004 | 0,037+0,001 | 0,036+0,002 | -0,100+ 0,017*| 0,082+0,011 0,147 +0,011 | -0,159+0,042| 0,068 + 0,006 | 0,300+ 0,032
TPN 75 mg/kg +1SO [ 0,020 +0,001** | 0,017 +0,002 | 0,037+0,004 [ 0,030+0,001 |-0,183+0,027**% 0,073+0,011 0,142 +0,019 | -0,137+0,029| 0,030+ 0,001 | 0,295 + 0,029
TPN 50 mg/kg 0,020 £ 0,009** | 0,023+0,003 | 0,034+0,003 | 0,035+0,001 |-0,077 +0,018**% 0,034+ 0,002 0,074 +0,006 |-0,133+0,021| 0,053+0,018 | 0,194 + 0,040
NIF 3mg/kg +1S0 0,00+ 0,00 0,017+0,006 | 0,030+0,001 | 0,034+0,010 -0,038 + 0,006 0,022 + 0,002 0,310+0,003 |-0,076+0,012| -0,001+0,001| 0,343+ 0,062

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando ***p<0.001, **p<0.01 e *p<0.05
(Infartado vs salina/TPN vs infartado/NIF vs infartado). WT (n=5) SHR(n=4).
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TABELA 14 - Registros eletrocardiogragicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatizagdo aVF apds o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN)
subsequente exposi¢do ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c).

(A)

OndaP (mV) OndaP (s) P-R(s) Q-R-S (s) Onda Q(mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) OndaT (mV) R-R(s)
Controle salina 0,083 +0,023 0,016 + 0,001 0,028 + 0,005 0,037+0,001 | -0,258+0,031 | 0,060+0,004 | 0,112+0,020 | 0,101+0,076 | 0,044+ 0,001 {0,396+ 0,012
Controle ISO 0,035+0,011 0,022 +0,003 (0,300 +0,004***| 0,034+0,001 | -0,364 0,005 |0,604+0,003**4 0,107+0,018 | 0,027+0,004 | 0,039+0,008 (0,444 +0,127
TPN 25 mg/kg +1SO 0,042 + 0,008 0,016 +0,001 |0,022 +0,001***| 0,035+0,001 -0,428 £ 0,066 [0,059 +0,004**4 0,117+0,011 | -0,114+0,060| 0,051+ 0,008 |0,258 + 0,039
TPN 50 mg/kg +1SO 0,046 + 0,013 0,058 +0,031 (0,080 +0,005***| 0,096+0,008 | -0,334+0,0081 |0,063+0,001**4 0,120+ 0,029 | -0,125+0,007 | 0,048+0,011 (0,288 + 0,028
TPN 75 mg/kg +1SO 0,034 + 0,009 0,018 +0,001 |0,030+0,004***| 0,037+0,019 -0,204 £ 0,065 0,069 +0,007**4 0,129+0,017 | -0,260+0,083 | 0,051+ 0,022 |0,298 +0,042
TPN 50 mg/kg 0,041+ 0,010 0,015+0,001 (0,026 +0,003***| 0,036+0,014 | -0,186+0,036 |0,074+0,011**4 0,138+ 0,032 | 0,086+0,003 | 0,058 +0,013 |0,308 + 0,033
NIF 3mg/kg +1SO 0,044 £ 0,012 0,016 +0,001 |0,022 £0,002***| 0,037+0,014 -0,410+ 0,060 0,074 £ 0,009**% 0,150+ 0,025 | 0,237+0,090 | 0,085+ 0,032 |0,246+0,015
(B)

Onda P (mV) OndaP (s) P-R(s) Q-R-S (s) Onda Q (mV) Q-T(s) QTc (s) S-T(s) OndaT(mV) R-R(s)
Controle salina 0,040 + 0,005 0,104 £ 0,022 0,014 + 0,006 0,036 + 0,002 -0,039+ 0,003 | 0,098+0,022 | 0,151+0,048 | -0,100+0,050| 0,233+0,053 |0,328 +0,032
Controle ISO 0,00+ 0,00 0,00+0,00 0,00+ 0,00* 0,034 +£0,001 -0,052+0,011 | 0,072+0,012 | 0,149+0,030 | -0,159 + 0,055 |0,095 + 0,010**| 0,262 + 0,036
TPN 25 mg/kg +1SO 0,035 + 0,009 0,017 +£0,002 (0,026 +0,003***| 0,035+0,001 | -0,147+0,043 | 0,058+0,025 [ 0,115+0,049 | -0,235+0,089 | 0,078 +0,009 (0,240 + 0,007
TPN 50 mg/kg +1SO 0,018 £ 0,001 0,019+0,001 |0,028 +0,003***| 0,035+0,001 -0,339+0,012 | 0,042+0,016 | 0,080+0,003 | -0,309+0,010| 0,064 +0,006 |0,252 +0,021
TPN 75 mg/kg +1SO 0,024 + 0,009 0,017 +0,001 (0,041 +0,001***| 0,034+0,005 | -0,031+0,004 | 0,062+0,008 [ 0,119+0,020 | -0,127 + 0,018 | 0,131+0,024 (0,295 + 0,030
TPN 50 mg/kg 0,026 £ 0,009 0,012+0,003 |0,072 £0,003***| 0,038 +0,002 -0,128+ 0,065 | 0,054+0,019 | 0,092+0,038 | -0,202+0,027| 0,089+ 0,023 |0,250+0,018
NIF 3mg/kg +1SO 0,115+ 0,086 0,020 + 0,005 [0,035+0,006***| 0,033+0,005 | -0,213+0,051 | 0,033+0,003 [ 0,066+0,007 | 0,077+0,001 | 0,019+0,001 |0,353 +0,062

Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando ***p<0.001, **p<0.01 e *p<0.05

(Infartado vs salina/TPN vs infartado/NIF vs infartado). WT (n=5) SHR(n=4).



103

5.2.7 Avaliacio morfométrica da hipertrofia cardiaca pds-infarto induzido por
isoproterenol

Isoproterenol induziu um aumento significativo nos pardmetros morfométricos
cardiacos em ratos do grupo infartado (ISO) nas duas linhagens experimentais. O peso
dos coragdes imidos foi significativamente aumentado apo6s a administracao subcutanea
de isoproterenol em comparacdo aos respectivos controles salina (Grafico 7A e 8A,
pags 105 e 106). O tratamento prévio com TPN reduziu de modo significante o peso
dos coracdes umidos em ambas as linhagens de ratos quando comparados aos
respectivos controles infartados.

O tratamento subagudo ndo alterou de modo significante o peso corpéreo em
nenhum dos grupos antes e apds o tratamento, nas duas linhagens de ratos. Quando os
coragdes dos ratos induzidos ao infarto foram equilibrados sobre o peso corpdreo, o
aumento da massa cardiaca manteve-se alterada em ambas as linhagens experimentais
em comparacdo aos controles salina. No entanto, o peso cardiaco quando equilibrado
sobre o peso do fémur, foi aumentado no grupo infartadoem comparagdo com o grupo
controle salina apenas em ratos wistar (Grafico 7C e 8C, pags. 105 e 106).

Verificou-se um aumento relativo no peso cardiaco de ratos infartados em ambas
as linhagens experimentais (Grafico 7D e 8D, pags. 105 e 106) . A mesma resposta foi
encontrada quando se verificou a diferenca das espessuras ventriculares esquerda
(Grafico 7E e 8E, pags. 105 e 1006).

O pré tratamento com TPN foi capaz de reduzir o peso dos coragdes imidos em
ambas as linhagens experimentais comparados aos respectivos controles infartados
(Grafico 7A, pag. 105). Quando analisado o peso cardiaco equilibrado pelo peso
corpéreo o tratamento prévio com TPN produziu uma reducdo sobre este pardmetro a
partir da dose de 50 mg/kg+ISO (Grafico 7B e 8B, pags. 105 e 106). O equilibrio do
peso cardiaco em fun¢@o do peso do fémur, manteve o resultado anterior apenas nos
grupos de ambas as linhagem experimentais (Grafico 7C e 8C, pags.105 e 106).

Em comparacdo ao grupo infartado com isoproterenol, o tratamento subagudo
preveniu o aumento relativo do peso cardiaco nas duas linhagens de ratos (Grafico 7D e
8D, pags 105 e 106).Quando foram analisadas as espessuras ventriculares esquerda,
TPN preveniu o aumento da parede ventricular em ambas as linhagens (Grafico 7E e
8E, pags 105 e 106). Na linhagem de ratos SHR, TPN produziu uma diminui¢do dose
dependente (TPN 25 mg/kg + ISO vs TPN 75 mg/kg + ISO) (Grafico 7E, pag. 105). O
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tratamento de TPN 50 mg/kg sem ISO ndo produziu alteragdes hipertroficas, os
resultados obtidos foram semelhantes ao grupo controle salina em ambas as linhagens.
Nifedipina, também produziu alteracdes significantes sobre a hipertrofia pos-
infarto induzido por ISO apenas sobre o peso dos cora¢des imidos (Grafico 7A e 8A,
pags. 105 e 106), peso cardiaco sobre peso corporeo (Grafico 7B e 8B, pags. 105 e 106),
peso cardiaco versus o peso do fémur: (Grafico 7D e 8D , pags. 105 e 106), aumento
relativo do peso cardiaco: (Grafico 7B e 8B, pags 105 e 106)e espessura ventricular

esquerda (Grafico. 7E e 8E, pags 105 e 106).
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GRAFICO 7- Avaliagdo hipertrofica pos-infarto agudo do miocérdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em
ratos WT. (A) peso dos coragdes umidos (B) Razdo do peso cardiaco sobre o peso corpéreo (C) Razdo do peso cardiaco
sobre o peso do fémur (D) (E) Diferenca da espessura ventricular esquerda. Analise estatistica ANOVA one-way
seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado significativo quando *p<0.05**p<0.01***p<0.001 (salina vs
Infartado/TPN VS Infartado/ Nifedipina vs Infartado). n=5.
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GRAFICO 8-Avaliagio hipertréfica pos-infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em
ratos SHR. (A) peso dos coragdes umidos (B) Razdo do peso cardiaco sobre o peso corpéreo (C) Razdo do peso
cardiaco sobre o peso do fémur (D) (E) Diferenca da espessura ventricular esquerda. Analise estatistica ANOVA one-
way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado significativo quando *p<0.05**p<0.01***p<0.001 (salina vs
Infartado/TPN VS Infartado/ Nifedipina vs Infartado). n=5.
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5.2.8- Avaliacio histopatologica do remodelamento cardiaco pés-infarto agudo do
miocardio.

A administracdo em doses macicas e repetidas de isoproterenol (85 mg/kg s.c
2x) em ambas as linhagens de ratos, foi capaz de induzir resposta adaptativa pos lesdo
de isquemia-reperfusdo do tipo hipertrofica concéntrica, com reducido da complacéncia
ventricular esquerda e aumento da massa ventricular sem o neogénese miofibrilar.

O aumento da massa ventricular esquerda deu-se por aumento da matriz
extracelular, devido a deposi¢ao de colageno intersticial fibrilar. Estes resultados podem
ser visualizados através da figura 14 ¢ 15 pags. 108 ¢ 109. Em cortes histopatologicos
de coracdes de ratos wistar (WT) e espontaneamente hipertensos (SHR) corados com
tricromio de gomori (TG), observa-se um aumento na expressdo de colagenos
intefibrilar corados em azul, enquanto que as miobrifrilar coram-se em rosa ou roxo.

O pré-tratamento com TPN na presenga de isoproterenol, foi capaz de inibir o
remodelamento hipertrofico pds lesdo isquémica nos coragdes de ratos em ambas as
linhagens de ratos. A resposta alcancada com o tratamento foi progressiva quando
comparadas as doses testadas, e em sua maxima dose testada obteve-se uma resposta
semelhante aos grupos controle salina (Figura 14 e 15, pags. 108 e 109).

Quando observada a resposta do tratamento com TPN 50 mg/kg na auséncia de
isoproterenol, percebe-se que ndo houve alteracdes significantes sobre a histoarquiterura
cardiaca, os resultados apresentados nas figuras 14 e 15, mostram maior grau de
semelhanga com ratos controles salina, indicando preservacdo do estado saudavel
cardiaco, sem resposta remodeladora pos-lesdes cardiacas.

O tratamento com nifedipina 3mg/kg na presenca de isoproterenol foi capaz de
atenuar a resposta remodeladora nos coragdes dos ratos, mostrando efeito similar aos

grupos tratados com TPN.
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FIGURA 14- Microfotografias de miocardios de ratos WT, apés o tratamento prévio com o
monoterpeno (TPN). Miocardios corados em tricromio de gomori, aumento de 20 X. C=
colageno

Controle infartado (ISO)

Controle salina 0,9%

NIF 3mg/kg +1SO
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FIGURA 15 - Microfotografias de miocardios de ratos SHR, apos o tratamento prévio com o
monoterpeno (TPN). Miocardios corados em tricromio de gomori, aumento de 20 X. C=
colageno
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5.3- Avaliacao dos niveis lipidicos
5.3.1- Niveis séricos de colesterol total

Ao avaliar os niveis séricos de colesterol total, observou-se, que o isoproterenol
ndo causou, quaisquer alteragdes significantes na linhagem wistar. Entretanto, em ratos
da linhagem espontaneamente hipertensa e infartada, houve aumento significativo nos
niveis séricos de colesterol total (Grafico 9A e 9B, pag. 111).

O pré-tratamento com TPN, ndo alterou de modo significante os niveis de
colesterol total em ratos wistar, em comparagdo com seus respectivos (Grafico 9A, pag
111). Embora em ratos espontaneamente hipertensos e imfartados, o tratamento prévio
com TPN inibiu de modo significante o aumento dos niveis de colesterol frente a
indugdo com isoproterenol (Grafico 9B, pag. 111). O tratamento subagudo com TPN 50
mg/kg na auséncia de isoproterenol, ndo causou alteracdes significantes em comparacao
com o grupo controle salina em ambas as linhagens experimentais (Grafico 9A e 9B,
pag. 111).

O tratamento com nifedipina na presenga de isoproterenol induziu inibigdo
significante dos niveis de colesterol total apenas em ratos da linhagem SHR (grafico 9A

e 9B, pag. 111).

5.3.2- Niveis séricos de triglicérides

Isoproterenol foi capaz de induzir aumento nos niveis séricos de triglicérides em
ambas as linhagens experimentais quando comparado aos respectivos controles salina
(Grafico 10A e 10B, pag. 112).

O tratamento prévio com TPN foi capaz de reduzir de modo significante os
niveis séricos triglicérides em ambas as linhagens experimentais em comparacido aos
respectivos controles infartados (grafico 10B, pag 112). Os resultados do pré-tratamento
com TPN na presenca de isoproterenol ocorreu de maneira independente de dose. O
tratamento com TPN 50 mg/kg na auséncia de isoproterenol ndo foi significativamente
alterado em ambas as linhagens experimentais em compara¢do aos grupos controle
salina.

Nifedipina 3mg/kg na presencga de isoproterenol, inibiu de modo significante o
aumento do triglicerideo produzido por isoproterenol em ambas as linhagens

experimentais em comparagdo aos controles infartados (Grafico 10A e 10B, pag 112).
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GRAFICO 9- Niveis séricos de colesterol total apos o infarto agudo do miocardio induzido por
isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Analise estatistica ANOVA one-
way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado significativo quando *p <0.05 **p
<0.01 e ***p <0.0001 (Infartado versus salina) ou (TPN versus infartado). n=5.



112

A)
150 _
- *kkk . 1 Salina
k) — ' Il Infartado (ISO)
1004 |- BE TPN 25 mglkg + ISO
Y @ TPN 50 mg/kg + ISO
(] **
i) - 1 TPN 75 mg/kg + ISO
'S 50- TPN 50 mg/kg sem I1SO
=) Bl NIF 3mg/kg + I1ISO
=
0
B)
Fkkk |
—| I
4007 Hxxx — I

-y

o

S 300-

E

4

S 200+

@

L

5, 100-

l: *kkk *kkk

0- Tl r— ) em

Grafico 10- Niveis séricos de triglicérides ap6s o infarto agudo do miocardio induzido por
isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Andlise estatistica ANOVA one-
way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado significativo quando *p <0.05 **p
<0.01 e ***p <0.0001 (Infartado versus salina) ou (TPN versus infartado). n=>5
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5.4 Avaliacido dos mecanismos relacionados aos efeitos cardioprotetores
5.4.1- Avaliacio dos efeitos antioxidantes in vitro induzido por TPN

5.4.1.1- Avaliacio da atividade sequestradora radicalar

Nos testes de atividade sequestradora radicalar, TPN ndo produziu efeitos
antioxidantes de modo significativo. Quando avaliada a curva concentragdo-resposta de
inibicdo da formacao de radical ABTSe, TPN produziu inibicao > 2,0 % de atividade na
maxima concentracao testada TPN 400pug/mL (Tabela 15, pag. 114).

Quando avaliada a atividade sequestradora radicalar no teste DPPH, TPN também
ndo produziu efeitos antioxidantes de modo relevante. Ao avaliar a curva concentragio-
resposta de inibi¢do da formagdo do radical DPPH na propor¢do de solventes: 30%
metanol e 70% agua, TPN produziu efeito de inibi¢do > 1% da formagdo de DPPH na
maxima concentracdo testada TPN 100ug/mL (Tabela 15, pag. 114).

Avaliando-se a atividade sequestradora radicalar no teste DPPH, desta vez
alterando a proporg¢do de solventes para: 50% metanol e 50% agua, houve persisténcia
do resultado obtido nos teste DPPH anterior. TPN produziu efeitos de inibigdo > 1% da
formacdo de DPPH na méaxima concentragdo testada TPN 300pg/mL (Tabela 15, pag
114).

5.4.1.2 — Avaliacao do poder de reducao de Fe*!

Ao avaliar a atividade antioxidante do TPN em modelo de reducdo-oxidagao, TPN
também ndo produziu efeitos significantes. A curva concentragcdo-resposta obtida na
presenca de TPN, foi estatisticamente ndo significativa para a capacidade de TPN
reduzir fons Fe'" a Fe*". Assim, na maxima concentracio testada houve um reduzido
nivel na diferenca entre absorbancias observadas na oxidacio de Fe*" a Fe** na presenca

de TPN (Tabela 15, pag.114).

5.4.1.3- Avaliacido da atividade complexante com Fe'*

Quando avaliada a capacidade do TPN complexar-se com fons Fe’~ observa-se que
a curva concentragdo-resposta obtida foi superior ao padrdo de complexacdo EDTA.
Assim, TPN produziu efeitos significantes no teste de complexag¢do com ions Fe*'. TPN

produziu uma concentragdo efetiva superior ao EDTA (Tabela 16, pag.114).
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TABELA 15 — Perfil antioxidante do monoterpeno (TPN) em testes de atividade sequestradora radicalar in vitro frente aos radicais DPPH, ABTS e poder
redutor de ferro (Fe*")

Metodologia empregada

ABTS” DPPH - 30% metanol/4gua (m/v) DPPH - 50% metanol/igua (m/v) Redugiio de Fe(IIT)
C,. ngmL’ %ol . C, . ngmL’ Yol . C,..ngmL’ %ol C,.,ngmL’ Aabs 700,
400 1,3 100 1,9 300 2,9 100 0,034

TABELA 16 — Perfil antioxidante do monoterpeno (TPN) em testes de atividade complexadora radicalar in vitro frente ao ferro no estado de oxidagio Fe*

Capacidade de complexacio de Fe(III)

Compostos
Faixa Linear, - Curva analitica R EC,,
E ° 2+
pgmL’ (e pontos %l=aCp +b pgmL’
TPN 2,5-10,0 4 %I = 9,00 (£0,4) CFf —2,51 (£2,29) 0,9980 5,8

EDTA 1,0-5.0 4 %l=17,12 (£0,74)C,. +598 (+2,12) 0,9981 2,6
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5.4.1.4- Avaliacdo da atividade sequestradora radicalar de espécies derivadas do
oxido nitrico.

Ao avaliar a capacidade antioxidante do TPN frente a formacdo de espécies
derivadas do 6xido nitrico, verificou-se que TPN produziu reduzido nivel de inibigdo da
formacdo de espécies reativas do Oxido nitrico. TPN produziu efeito de maneira
dependente do tempo na concentragdo testada, entretanto, no tempo maximo de teste, a
inibi¢do da formacgdo das espécies reativas de nitrogénio induzida por TPN foi de 30%
em 160 min (Grafico 11A, pag. 116).

Em comparagdo com os antioxidantes naturais, acido galico produziu 70 % de
inibi¢do da formagdo de espécies reativas de nitrogénio em 160 minutos. Trolox, um
antioxidante sintético produziu maximo efeito em 160 minutos com 65 % de inibigdo de
espécies reativas de nitrogénio (Grafico 11 A, pag. 116).

Em relacdo a concentracdo de espécies reativas de nitrogénio obtidas no teste
verificou-se que o metabolismo do nitroprussiato de sodio induziu a formacdo de
espécies reativas de nitrogénio (ERN) dependente do tempo e no tempo méaximo de 160
minutos obteve-se concentracdo superior a 80ug/mL de ERN , entretanto na presenca do
TPN a concentracdo maxima obtida de ERN em 160 minutos foi de 20 pg/mL ( Grafico
11B, pag. 116).

Na presenca do acido galico a concentracdo de ERN obtida em 160 minutos foi de
30 pg/mL e na presenga do trolox, as concentracdes de ERN obtida em 160 minutos foi

de 40 pg/mL.(Grafico 11 B, pag 116).
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GRAFICO 11- Atividade antioxidante do TPN no teste de atividade sequestradora radicalar in
vitro frente as espécies reativas derivados do 6xido nitrico (ERN) em fun¢go do tempo.(A) % de
inibi¢do da formagao de ERN (B) Concentragdes de NO formado pg/mL.
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5.4.2- Avaliacio dos efeitos cardiovasculares induzidos por TPN

5.4.2.1- Avaliacdo das alteracdes hemodinimicas induzidas por TPN pés-infarto
agudo do miocardio.

Isoproterenol induziu alteragdes hemodinamicas significativas pos-infarto agudo
do miocardio, A administragdo subcutidnea de isoproterenol induziu reducdo sobre os
parametros pressoricos e aumento da frequéncia cardiaca em comparagdo ao grupo
controle salina em ambas as linhagens experimentais (Graficos 12 e 13 pags. 118 e
119). Os parametros pressoricos basais das linhagens de ratos podem ser visualizadas

através do grafico 28, pag.226 (Anexo I).

O pré-tratamento com TPN ndo produziu alteragdes significantes nas pressoes
arteriais em comparagdo ao grupo infartado em ambas as linhagens, entretanto, o
tratamento prévio com TPN inibiu o aumento da frequéncia cardiaca induzido pelo

isoproterenol (Grafico 12 e 13, pags. 118 e 119).

O tratamento com TPN 50 mg/kg na auséncia da indu¢do com isoproterenol
produziu diferengas significantes nos parametros pressoricos em comparacdo com ratos
controles salina em ambas as linhagens experimentais, quando observado o efeito do
TPN 50 mg/kg na frequéncia cardiaca na auséncia de isoproterenol, TPN reduziu a
frequéncia cardaca apenas em ratos tratados da linhagem wistar em comparacdo com

seu respectivo controle salina (Grafico 12 e 13 pags. 118 e 119).

O tratamento com nifedipina na presenca de isoproterenol, ndo alterou os
parametros pressoricos quando comparados ao grupo controle infartados em ambas as
linhagens experimentais. Mas, alterou de modo significante a resposta sobre a
frequéncia cardiaca em comparag@o aos respectivos controles infartados (Graficos 12 e

13 pags. 118 e 119).



150
T 200-
B 1004
: 100 - S160] =
£ B E
s £ 100-
E 50 g
50 -
0 (]
150 -+ 400 -
— T 300-
2 100+ T
S —
£ o 2 2001
) )
< 504 il
o 100 -
0 0

— *%
*%

[ Salina

Hl Infartado (ISO)

Bl TPN 25mg/kg + ISO
B TPN 50 mg/kg + ISO
[ TPN 75 mg/kg +ISO
TPN 50 mg/kg

Bl NIF 3mg/kg + ISO

*k%k
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5.4.2.2- Avaliacdo da demanda miocardica de oxigénio apdés o infarto agudo do
miocardio induzido

A administra¢do subcutinea de isoproterenol foi capaz de alterar a reperfusio
miocardica, produzindo um aumento significante sobre a demanda de oxigénio
fornecida ao miocardio em ambas as linhagens experimentais em compragdo aos seus
respectivos controles (Grafico 14A e 14B pag. 121). Contudo o pré-tratamento com
TPN foi capaz de inibir o aumento da taxa de oxigénio ofertada ao miocardio de modo
significante nas duas linhagens experimentais de maneira independente de dose (Grafico
14B, pag 121).

O tratamento subagudo de TPN 50 mg/kg na auséncia de isoproterenol nao
alterou de modo significante a taxa de oxigena¢do miocardica em comparacdo com o
grupo controle salina nas duas linhagens experimentais (Grafico 14A e 14B pag.121).
Nifedipina 3mg/kg na presenca de isoproterenol também inibiu de modo significante a
demanda miocardica de oxigénio nas duas linhagens experimentais. (Grafico 14A e
14B, pag 121).
5.4.2.3- Avaliacio morfolégica das coronarias apdés o infarto induzido por
isoproterenol.

A exposi¢do subcutdnea repetida ¢ em alta dose de isoproterenol, induziu
aparente reducdo do fluxo sanguineo corondrio, reduzindo a reperfusdo miocardica,
devido ao estreitamento das artérias coronarias esquerda, direita, circunflexa e em
especial houve aparente redugdo sobre a espessura da artéria coronaria descendente
anterior esquerda, em ambas as linhagens experimentais. (Figuras 16 e 17 pag.122).

O tratamento prévio com TPN foi capaz de produzir aparente efeito dilatador das
artérias coronarias, de maneira dose dependente, aumentando a reperfusdo miocardica,
mesmo na presencga de isoproterenol, em especial quando analisada a artéria coronaria
descendente anterior esquerda em comparagdo com o grupo infartado com isoproterenol
nas duas linhagens de ratos (Figuras 16 e 17 pag. 122).

O tratamento subagudo com TPN na auséncia de isoproterenol induziu aparente
efeito dilatador coronariano, quando comparado aos grupos controle salina e infartado,
em ambas as linhagens experimentais aumentando a reperfusdo miocardica, observando
dilatacdo sobre a corondria descendente anterior esquerda (Figura 16 e 17 pag. 122).
Nifedipina, ndo apresentou quaisquer alteracdes sobre a morfologia dos ramos
coronarianos em nenhuma das duas linhagens experimentais, na presenca de

isoproterenol (Figura 16 e 17, pag. 122).
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GRAFICO 14- Demanda miocardica de oxigénio apds o infarto agudo do miocardio induzido
por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT (B) SHR. Analise estatistica ANOVA
one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerado significativo quando *p>0.05
**#p<0.01 e ***p<0.001 (Infartado versus salina) ou (TPN versus infartado). WT n=5/ SHR

n=4.
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FIGURA 16- Aspectos morfoldgicos de coragdes isolados de ratos wistar (WT) apos o tratamento subagudo. n=5
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FIGURA 17- Aspectos morfolégicos de coracdes isolados de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) apds o tratamento subagudo. n=5
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5.4.2.4- Avaliacao histopatoldégicas das aortas toracicas apos o infarto induzido por
isoproterenol.

Através de cortes histologicos transversais dos ramos toracicos adrticos, corados
em hematoxilina-cosina (H&E), pode-se observar que isoproterenol apresentou aparente
efeito dilatador em ambas as linhagens de ratos. Ao realizar a medida do diametro do
limen aortico observou-se, porém nao haver diferengas estatisticas quando comparados
aos seus respectivos controles salina (Figura 18 e figura 19 pags. 124 ¢ 125).

O tratamento prévio com TPN induziu aparente efeito dilatador nos ramos
toracicos aorticos, porém quando analisado estatisticamente o didmetro interno aodrtico
ndo foi significativamente alterado em comparacdo com os grupos controles infartados e
salina (Figura 18 e figura 19 pags. 124 e 125). Em ratos SHR, a resposta manteve-se
semelhante a linhagem de ratos wistar (Figura 18 e figura 19 pags. 124 e 125).

O tratamento subagudo com TPN 50 mg/kg na auséncia de isoproterenol,
manteve aparente efeito dilatador adrtico, porém quando comparados estatisticamente
com seus respectivos controles salina, ndo houve alteracao significante sobre o didmetro
luminal adrtico em ambas as linhagens experimentais (Figuras 18 ¢ 19 pags. 124 e 125).

Nifedipina ndo mudangas sobre as aortas em ambas as linhagens experimentais
quando comparados aos respectivos controles (Figuras 18 ¢ 19 pags. 124 e 125).Quando
os ramos aodrticos toracicos foram analisados em cortes longitudinais, em coloragdo
tricromio de gomori (TG), observou-se que os ratos que foram induzidos ao infarto com
isoproterenol apresentaram aparente reducdo sobre a tunica intima e aumento da tlnica
media sem alterar a tunica adventicia, nas comparagdes com seus respectivos controles
salina, em ambas as linhagens experimentais (Figuras 20 e 21 pags. 126 ¢ 127)

O pré-tratamento com TPN na presenca ou auséncia de isoproterenol, induziu
aparente aumento progressivo e dose dependente da tunica intima em comparagdo com
os grupos controles infartada e salina, sem alterar as tinicas média e adventicia.
(Figuras 20 e 21 pags. 126 e 127). O tratamento com nifedipina, nao produziu alteragdes

sobre a histoarquitetura dos ramos aorticos toracicos (Figuras 20 e 21 pags. 126 e 127).
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FIGURA 18- Microfotografias de aortas de ratos wistar (WT) apds o tratamento prévio com o
monoterpeno (TPN). Aortas coradas em H&E, aumento de 4 x.
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FIGURA 19- Microfotografias de aortas de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) apds o
tratamento prévio com o monoterpeno (TPN). Aortas coradas em H&E, aumento de 4 x.
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FIGURA 20- Microfotografias de aortas de ratos wistar, apos o tratamento prévio com o
monoterpeno (TPN). Aortas corados em tricromio de gomori, aumento de 100x. TA= Tunica
adventicia/ TM= Ttnica média/ TI= Tunica intima/ L= Lumen/ AP= area perivascular
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FIGURA 21- Microfotografias de aortas de ratos SHR, apo6s o tratamento prévio com o
monoterpeno (TPN). Aortas corados em tricromio de gomori, aumento de 100x. TA= Tinica
adventicia/ TM= Ttnica média/ TI= Ttnica intima/ L= Lumen/ AP= area perivascular
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5.4.2.5 — Avaliacdo da reatividade vascular em artérias mesentéricas pos-infarto
agudo do miocardio

O infarto induzido por isoproterenol, ndo foi capaz de induzir alteracdes
significantes na potencia ¢ no efeito maximo contratil frente a fenilefrina em artérias
mesentéricas isolada de ratos espontaneamente hipertensos (Grafico 15 e tabela 17,
pags. 129 e 130). O tratamento prévio com TPN e subsequente exposi¢do subcutanea de
isoproterenol também ndo produziram diferencas significantes na poténcia frente a
contracdo induzida por fenilefrina, comparado aos seus respectivos controles, em ratos
espontaneamente hipertensos (Grafico 15 e tabela 17 pags. 129 e 130).

Entretanto reduziu de modo significante o efeito maximo apenas nas doses de 25
mg/kg e 75 mg/kg em relagdo aos controles (Grafico 15 e tabela 17, pags. 129 e 130). O
tratamento subagudo com TPN 50 mg/kg na auséncia de indug¢do ao infarto com
isoproterenol, ndo alterou de modo significante a poténcia ou o efeito maximo contratil
induzido por fenilefrina em artérias mesentéricas isoladas de ratos espontaneamente
hipertensos, quando comparados aos respectivos controles (Grafico 15 e tabela 17, pags.
129 e 130). O pré-tratamento com nifedipina e subsequente indugdo ao infarto com
isoproterenol ndo alterou a poténcia da contragdo induzida por fenilefrina em artérias
mesentéricas isoladas de ratos espontaneamente hipertensos em comparagdo aos
controles, entretanto aumentou de modo significante o efeito maximo contratil induzido
por fenilefrina (Grafico 15 e tabela 17, pags. 129 e 130).

Quando avaliada a reatividade vascular frente ao relaxamento induzido por
nitroprussiato de sodio em artérias mesentéricas de ratos espontaneamente hipertensos,
houve aumento significante na potencia e no efeito maximo induzido por isoproterenol
(Grafico 16 e tabela 18 pags. 130 e 131). O tratamento prévio com TPN foi capaz de
aumentar de modo significante a poténcia do vasorelaxamento induzido por
nitroprussiato de sodio em artérias mesentéricas isolada de ratos espontaneamente
hipertensos nas menores doses testadas, comparado ao infarto induzido por
isoproterenol (Grafico 16 e tabela 18 pags.130 e 131).

TPN também foi capaz de reduzir de maneira significante o efeito maximo
relaxante induzido por nitroprussiato de sodio em artérias mesentéricas isoladas de ratos
espontaneamente hipertensos, na presenca de isoproterenol, apenas nas doses de 25
mg/kg e 75 mg/kg, quando comparado ao grupo controle infartado (Grafico 16 e tabela
18, pags. 130 e 131).
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O tratamento subagudo com TPN 50 mg/kg na auséncia de isoproterenol, ndo
alterou o vasorelaxamento produzido por nitroprussiato de sodio em artérias
mesentéricas de ratos hipertensos em comparag@o ao grupo controle salina (Grafico 16 e
tabela 18, pags. 130 e 131). O pré-tratamento com nifedipina na presenca de
isoproterenol, foi capaz de aumentar de modo significante a poténcia e o efeito maximo
do vasorelaxamento induzido por nitroprussiato de sodio em comparagdo aos
respectivos controles (Grafico 16 e tabela 18 pags. 130 ¢ 131).

Ademais, as diferencas na curva concentragdo-resposta entre as linhagens de
ratos na reatividade vascular em artérias mesentéricas superiores isoladas de ratos frente
a contracdo induzida por fenilefrina e relaxamento induzido por nitroprussiato de sodio

podem ser visualizadas no grafico 30, pag. 228 (Anexo III)

A)

Salina
Infartado (ISO)

TPN 25 mg/kg + ISO
TPN 50 mg/kg + ISO
TPN 75 mg/kg + ISO

TPN 50 mg/kg sem ISO
NIF 3mg/kg + ISO

teoaw o

Contracgao (g)

10 9 8 7 6 5
-log [FEN] M

GRAFICO 15- Reatividade vascular frente a contragdo obtida pela curva concentragdo-resposta de fenilefrina
apos o infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos SHR. Analise
estatistica ANOV A one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. n=5
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TABELA 17 — Comparagao dos valores de E s, € pD, dos anéis de artéria mesentérica superior isolada
de rato sem endotélio funcional, frente as contragdes com fenilefrina (107'°-10° M),

Grupos pD» Emax
Experimentais M) (2)
Salina 6,22 +£0,08 0,67 + 0,02
Infartado (ISO) 6,25 +0,09 0,68 + 0,04
TPN 25 mg/kg + ISO 6,04 £ 0,07 0,56 £ 0,02*
TPN 50 mg/kg + ISO 6,35+ 0,09 0,63 £0,01
TPN 75 mg/kg + ISO 6,24 +0,07 0,46 +0,03""
TPN 50 mg/kg sem ISSO 6,20 + 0,04 0,63 + 0,02
NIF 3mg/kg + ISO 6,39 £ 0,04 0,75 £ 0,03*

Os valores estdo expressos com média = E.P.M. Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos
teste Newman-keuls, significante quando *p< 0.05(TPN vs infartado/ NIF vs infartado/ NIF vs salina)
**%%p<0.0001 (TPN vs Infartado) ou (TPN vs. salina).

B)
0.0- -6~ Salina
) -o- Infartado (ISO)
-# TPN 25 mg/kg + ISO

0.2 -= TPN 50 mg/kg + ISO
@ -+ TPN 75 mg/kg + ISO
e -~ TPN 50 mg/kg sem ISO
S 0.4- -+ NIF 3mg/kg + ISO
£
o
X
o
g 0.6 -
o
[72)
©
>
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1.0-

12 10 8 6
-log [NPS] M

GRAFICO 16- Reatividade vascular frente ao vasorelaxamento obtido pela curva concentragdo-resposta de
nitroprussiato de sddio apds o infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos
SHR. Analise estatistica ANOV A one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. n=5
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TABELA 18- Comparagéo dos valores de E,; € pD, dos anéis de artéria mesentérica superior isolada de
rato sem endotélio funcional, frente ao relaxamento com NPS (3 x 10™''- 107 M).

Grupos pD» Emax
Experimentais M) (2)
Salina 7,84 + 0,06 0,62 + 0,02
Infartado (ISO) 8,22 £ 0,07** 0,74 £ 0,02*
TPN 25 mg/kg + ISO 8,48 + 0,07 0,54 +0,01""
TPN 50 mg/kg + ISO 8,55+ 0,08 0,66 + 0,01
TPN 75 mg/kg + ISO 8,05 + 0,05 0,55+ 0,06
TPN 50 mg/kg sem [SO 8,08 £0,07 0,61 +0,02
NIF 3mg/kg + ISO 8,71 + 0,08 0,80 + 0,03%*

Os valores estdo expressos com média = E.P.M. Analise estatistica ANOVA one-way seguido de pos
teste Newman-keuls, significante quando *p< 0.05 (Infartado (ISO) vs salina/TPN vs infartado (ISO)
**p<0.01 (Infartado (ISO) vs salina/ TPN vs infartado (ISO)/ NIF vs infartado (ISO)/ NIF vs salina)
***p<(0.001 (TPN vs Infartado/ NIF vs Infartado)

5.4.2.6- Avaliacio da sensibilidade baroreflexa pés-infarto agudo do miocardio

A administragdo de isoproterenol ndo foi capaz de induzir alteragdes
significantes sobre a sensibilidade baroreflexa frente a estimulagdo com fenilefrina
8ug/kg i.v em ambas as linhagens de ratos infartados quando comparado aos respectivos
controles salina (Grafico 17A e 17B, pag. 133).

De modo similar, o tratamento prévio com TPN ndo produziu mudangas
significantes sobre o ganho bradicardico induzido por fenilefrina em ambas as linhagens
de ratos quando comparados aos respectivos controles (Grafico 17A e 17B, pag. 133).
O tratamento com TPN 50 mg/kg na auséncia do infarto induzido por ISO também nédo
produziu alteracdes sobre o ganho bradicardico em ratos das duas linhagens
experimentais em relagdo aos respectivos grupos controles (Grafico 17A e 17B, pag.
133). O tratamento prévio com nifedipina também ndo alterou significativamente a
sensibilidade baroreflexa em ambas as linhagens experimentais em compara¢do aos
respectivos controles (Grafico 17A pag. 133).

Em relagdo ao tempo de acdo da fenilefrina, a administragdo de isoproterenol
induziu aumento significativo no tempo de agdo da fenilefrina em ratos infartados
espontaneamente hipertensos em relagdo ao respectivo controle. O tratamento prévio
com TPN inibiu o aumento do tempo de agdo da fenilefrina em ratos hipertensos e

infartados quando comparado ao grupo infartado (Gréfico 18B, pag. 134). O tratamento
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prévio com TPN 50 mg/kg na auséncia de isoproterenol ndo produziu alteragdes no
tempo de agdo quando comparado ao grupo salina (Grafico 18A e 18B, pag. 134). O
tratamento prévio com nifedipina inibiu o aumento do tempo de acdo da fenilefrina em
ratos hipertensos ¢ infartados quando comparado ao infartado (Grafico 18B, pag. 134).

Ao avaliar a sensibilidade baroreflexa frente a estimulagdo com nitroprussiato de
sodio 50ug/kg i.v., isoproterenol induziu redu¢do no ganho taquicardico comparado ao
grupo controle salina em ambas as linhagens experimentais (Grafico 19A e 19B, pag
135). O pré-tratamento com TPN ndo alterou a resposta taquicardica estimulada com
nitroprussiato de s6dio em ratos normotensos em comparagdo com seu resperctivo
controle infartado. Entretanto, melhorou o ganho taquicardico em ratos hipertensos e
infartado em comparagdo ao respectivo controle infartado (Grafico 19A e 19B, pag
135). O tratamento subagudo com TPN 50 mg/kg na auséncia de isoproterenol reduziu
o ganho taquicardico frente a estimulacdo com nitroprussiato de sodio quando
comparado aos seus respectivos controles infartados e salina na linhagem wistar
(Grafico 19 A, pag. 135). Porém, ndo mudou a resposta taquicardica estimulada com
nitroprussiato de sodio de ratos hipertensos em comparacdo ao respectivo controle
salina (Grafico 19B, pag. 135). Nifedipina prejudicou o ganho taquicardico em ratos
normotensos ¢ infartados quando comparado aos respectivos grupos controle (Grafico
19A, pag. 135). Mas, o tratamento prévio com nifedipina, aboliu de modo significante o
prejuizo taquicardico induzido por isoproterenol frente a estimulagdo com nitroprussiato
de sodio em ratos hipertensos e infartados em comparagdo ao respectivo controle
infartado (Gréafico 19B, pag. 135).

Em relacdo ao tempo de agdo do nitroprussiato de sodio, na linhagem de ratos
wistar, ndo houve alteragdes significantes na presenca ou auséncia de isoproterenol:
infartado (Grafico 20A pag. 136). O tratamento com TPN nio alterou o tempo de acdo
do nitropussiato de s6dio em ratos da linhagem normotensa infartada em comparagao
aos respectivos controles (Grafico 20A, pag. 136). O tratamento com TPN 50 mg/kg na
auséncia de isoproterenol ndo produziu mudangas no tempo de acdo do nitroprussiato de
sodio em comparacdo com seus respectivos controles na linhagem de ratos normotensos
(Grafico 20A pag. 136). Nifedipina, também ndo alterou de modo significante o tempo
de acdo do nitroprussiato de sddio na presenca de isoproterenol em ratos normotensos
(Grafico 20A pag. 136).

Contudo, em ratos da linhagem hipertensa, isoproterenol induziu aumento no

tempo de agdo do nitroprussiato de sodio (Grafico 20B, pag. 136). Enquanto que o
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tratamento com TPN foi capaz de reestabelecer o tempo de agdo do nitroprussiato de
sodio na presenca de isoproterenol (Grafico 20B, pag. 136). TPN 50 mg/kg na auséncia
de isoproterenol, ndo produziu mudangas significantes sobre o tempo de agdo do
nitroprussiato de sédio comparado ao grupo controle salina (Grafico 20B pag. 136). O
pré-tratamento com nifedipina reduziu o tempo de agdo do nitroprussiato de sédio na
presenga de isoproterenol quando comparado ao grupo infartado (Grafico 20B, pag.

136).
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GRAFICO 17- Sensibilidade baroreflexa frente a fenilefrina 8pg/kg i.v. apds o infarto agudo do miocardio
induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos (A) WT e (B) SHR. Analise estatistica ANOVA one-way
seguido de pos-teste Newman-Keuls. WT=5/SHR=4
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GRAFICO 18- Tempo de agdo da fenilefrina 8pg/kg i.v. no teste de sensibilidade baroreflexa apds o infarto
agudo do miocardio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos (A) WT e (B) SHR. Analise
estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. WT=5/SHR=4
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GRAFICO 19- Sensibilidade baroreflexa frente ao nitroprussiato de sodio 50pg/kg i.v. apos o infarto agudo do
miocardio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos (A) WT e (B) SHR. Anadlise estatistica
ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. WT=5/SHR=4
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GRAFICO 20- Tempo de agdo do nitroprussiato de sodio 50pg/kg i.v. no teste de sensibilidade baroreflexa
apos o infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos (A) WT e (B) SHR.
Andlise estatistica ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. WT=5/ SHR=4
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5.4.2.7- Avaliacao da resposta colinérgica pos-infarto agudo do miocardio

A administragdo subcutanea de isoproterenol em ratos da linhagem wistar
reduziu de maneira significante as respostas pressoricas da acetilcolina 8ug/kg i.v. de
ratos normotensos quando comparados ao grupo controle salina. (Grafico 21, pag. 138).
O pré-tratamento com TPN também induziu reducdo da reatividade pressorica frente a
estimulacdo com acetilcolina em comparagdo ao grupo controle salina nas menores
doses testadas em linhagens normotensas (Grafico 21, pag. 138) , mas ndo divergiu das
respostas pressoricas de ratos normotensos e infartados quando comparados ao
respectivo grupo infartado (Grafico 21, pag. 138).

O tratamento com TPN 50 mg/kg na auséncia de isoproterenol, ndo produziu
alteracdes significantes na resposta pressorica da acetilcolina de ratos da linhagem
wistar quando comparado ao controles infartado, mas foi diferente do grupo controle
salina (Grafico 21, pag. 138). Nifedipina obteve resposta colinergica semelhante ao
tratamento com TPN na presenca de isoproterenol (Graficos 21 e 22 pags. 138 e 139).

Em ratos da linhagem hipertensa, a administragdo de isoproterenol, ndo produziu
quaisquer alteragdes significantes sobre as respostas pressoricas induzidas pela
acetilcolina. (Grafico 22 pag. 139). O tratamento prévio com TPN nao alterou de modo
significante as respostas pressoricas induzidas por acetilcolina na presenga de
isoproterenol em ratos hipertensos (Grafico 22 pag. 139). O tratamento com TPN 50
mg/kg na auséncia de isoproterenol também ndo alterou a resposta pressorica em
comparag¢do aos seus respectivos controles experimentais salina (Grafico 22 pag. 139).

As respostas bradicardicas induzidas por acetilcolina 8ug/kg i.v. ndo foram
estatisticamente alteradas por isoproterenol em ambas as linhagens experimentais,
(Grafico 22 pag. 139). O tratamento prévio com TPN nao alterou de modo significante a
bradicardia induzida pela acetilcolina na presenga de isoproterenol em ambas as
linhagens de ratos (Graficos 21 e 22 pags. 138 e 139). O tratamento subagudo com TPN
50 mg/kg na auséncia de isoproterenol, também ndo causou mudangas significantes na
bradicardia induzida por acetilcolina em ambas as linhagens experimentais (Graficos 21
e 22 pags. 138 e 139). Nifedipina também nao foi capaz de induzir mudangas sobre a
bradicardia induzida por acetilcolina em ambas as linhagens experimentais (Graficos 21

e 22 pags. 138 ¢ 139).
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Quando avaliado o tempo de ag@o da acetilcolina na reatividade cardiovascular,
observa-se que isoproterenol ndo foi capaz de alterar o tempo de atividade colinérgica
em ambas as linhagens experimentais (Grafico 23A e 23B pag. 140)

Porém, ao verificar o tempo de acdo frente a acetilcolina 8ug/kg i.v. em ratos
tratados com TPN na presenga ou auséncia de isoproterenol, observa-se uma reducdo
significante apenas em animais da linhagem espontaneamente hipertensa, em
comparagdo aos seus respectivos controles (Grafico 23B, pag. 140).

Nifedipina nao foi capaz de induzir alteragdes significantes sobre o tempo de
acdo da acetilcolina na presenca de isoproterenol em ambas as linhagens experimentais

em comparagdo aos seus respectivos controles (Grafico 23A e 23B, pag. 140).
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GRAFICO 23- Tempo de agdo da acetilcolina 8 pg/kg i.v. apés o infarto agudo do miocardio induzido por
isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos (A) WT e (B) SHR. Analise estatistica ANOVA one-way seguido de
pos-teste Newman-Keuls. WT=5/SHR=4
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5.4.2.8- Avaliacao das concentrac¢oes cardiovasculares de calcio

O uso de isoproterenol subcutaneo foi capaz de produzir altera¢des significantes
sobre os niveis de calcio em ratos da linhagem wistar. A dosagem de célcio demonstrou
que isoproterenol diminuiu os niveis séricos de célcio (grafico 24A pag. 143) assim
como, reduziu os niveis intracelulares de calcio total em aortas (Grafico 24C pag. 143)
enquanto que aumentou os niveis intracelulares de calcio total (Grafico 24B, pag. 143).

Em ratos da linhagem wistar, o pré-tratamento com TPN na presenca de
isoproterenol inibiu a redug¢do dos niveis séricos de calcio de modo significante nas
menores doses testadas (Grafico 24A pag. 143). O tratamento prévio com TPN
interferiu nos niveis intracelulares de calcio aodrticos nas menores doses testadas
(Grafico 24C pag. 143). Em adicdo, o pré-tratamento com TPN na presenga de
isoproterenol inibiu de modo significante o aumento nos niveis intracelulares de calcio
ventricular em todas as doses testadas de maneira independente de dose (Grafico 24B
pag. 143).

O tratamento com TPN 50 mg/kg na auséncia de isoproterenol causou reducgao
significante nos niveis intracelulares de calcio ventricular em comparagdo aos
respectivos controles em ratos da linhagem wistar (Grafico 24B pag. 143). TPN 50
mg/kg na auséncia de isoproterenol também causou reducdo significante nos niveis de
calcio nas aortas (Grafico 24C pag. 143), bem como, reduziu os niveis séricos de calcio
(Grafico 24A pag. 143).

Nifedipina produziu respostas semelhantes ao tratamento com TPN na presenca
de isoproterenol, reduzindo os niveis séricos de calcio (Grafico 24A pag. 143), também
reduziu os niveis de calcio sobre os ventriculos (Grafico 24B, pag. 143), assim como,
também reduziu os niveis intracelulares de calcio sobre as aortas (Grafico 24C,
pag.143). Em ratos da linhagem espontaneamente hipertensa, isoproterenol nao alterou
de modo significante sobre os niveis séricos de calcio (Grafico 24D pag. 143). Mas,
aumentaram de modo significante os niveis de calcio ventricular (Grafico 24E, pag.
143), assim como, também aumentou os niveis de calcio sobre as aortas (Grafico 24F
pag. 143).

O pré-tratamento com TPN foi capaz de aumentar de modo significante os niveis
séricos de calcio na presenca de isoproterenol, nas menores doses testadas em ratos
espontaneamente hipertensos (Grafico 24D pag. 143). O tratamento prévio com TPN

reduziu o aumento dos niveis de calcio sobre as aortas na presenga de isoproterenol em
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todas as doses testadas de modo dependente de dose (Grafico 24F pag. 143). O pré-
tratamento com TPN aboliu o aumento dos niveis intracelulares de calcio ventricular na
presenca de isoproterenol em todas as doses testadas de modo independente de dose
(Grafico 24E pag. 143).

O tratamento subagudo com TPN 50 mg/kg na auséncia de isoproterenol, ndo
produziu mudangas significantes sobre os niveis séricos de calcio em comparagdo aos
respectivos controles em ratos espontaneamente hipertensos (Grafico 24D pag. 143). Do
mesmo modo, TPN 50 mg/kg na auséncia de isoproterenol, ndo produziu alteracdes
significantes sobre os niveis de calcio aortico (Grafico 24F pag. 143), assim como, ndo
alterou os niveis de célcio ventricular quando os niveis de calcio eram comparados ao
grupo controle salina (Grafico 24E, pag. 143)

Nifedipina ndo alterou os niveis de célcio sérico na presenca de isoproterenol em
ratos espontaneamente hipertensos (Grafico 24D pag. 143) e aboliu o aumento dos
niveis intracelulares de calcio em aortas de ratos espontaneamente hipertensos na
presenca de isoproterenol (Grafico 24F pag. 143), do mesmo modo, aboliu o aumento
dos niveis intracelulares de célcio ventricular induzido por isoproterenol em ratos

espontaneamente hipertensos (Grafico 24E pag. 143).
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GRAFICO 24 - Niveis de célcio total apos o infarto agudo do miocérdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos:
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5.4.2.9- Efeitos cardiovasculares intravenosos induzidos por TPN

A administracdo intravenosa de TPN nas doses 1, 5 e 10 mg/kg em ratos
espontaneamente hipertensos nio anestesiados e ndo infartados induziu hipotensdo e
bradicardia nas maiores doses testadas. Os efeitos cardiovasculares induzidos por TPN
ocorreram de modo dose dependente, tanto sobre a hipotensdo quanto sobre a
bradicardia (Grafico 25 pag. 145). TPN também foi capaz de induzir efeito dose
dependente sobre o tempo de acdo na bradicardia induzida (Grafico 25 pag. 145).

Em ratos hipertensos anestesiados (tiopental sédico 45 mg/kg i.p.) a hipotensdo
foi aumentada na maior dose (Grafico 26 pag. 146), enquanto a bradicardia induzida
foram significativamente alteradas nas menores (Grafico 26 pag. 146). Na presenca de
hexameténio (20 mg/kg i.v.), houve alteracdo na hipotensdo apenas na menor dose
(Grafico 27 pag.147), enquanto a bradicardia foi significativamente alterada nas duas
primeiras doses (Grafico 27 pag.147). Na presenca de atropina (2 mg/kg i.v.), houve
atenuacdo da bradicardia em todas as doses testadas, sem alterar a hipotensdo induzida

(Grafico 27 pag. 147).
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GRAFICO 25- Efeitos cardiovasculares induzidos por TPN em ratos espontdneamente hipertensos ndo-
anestesiados e ndo-infartados nas doses de 1, 5 ¢ 10 mg/kg i.v. Os resultados sdo expressos em M+ EPM e

analise estatistica ANOVA one-way seguido de Newmans-keuls considerados significante quando *p<0.05
**p<0.001 e ***p<0.0001. n=7
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GRAFICO 26- Efeitos Cardiovasculares induzidos por TPN em ratos espontaneamente hipertensos ndo infartados e
anestesiados nas doses de 1, 5 ¢ 10 mg/kg i.v. Os resultados estdo expressos em M= EPM e andlise estatistica teste®t”

student e considerados significante quando *p<0.05 **p<0.001 e ***p<0.0001. n=>5
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GRAFICO 27 -Efeitos cardiovasculares induzidos por TPN em ratos espontaneamente hipertensos ndo-infartados apos
hexametonio (20 mg/kg i.v.) e atropina (2 mg/kg) nas doses 1, 5 e 10 mg/kg i.v. Os resultados estdo expressos em M+
EPM e analise estatistica teste “t” student e considerados significante quando *p<0.05 **p<0.001 e ***p<0.0001. n=5
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5.4.2.10- Docking molecular do TPN em alvos cardiacos

Ao realizar ensaio in silico, verificou-se que TPN possui médio valor de
hidrofobicidade, com cLog P= 2,3. No preparo gridbox molecular, TPN demonstrou
em seu mapa eletrostatico maior grau reativo na hidroxila livre situada na posicao alpha
da porcao alifatica ligada ao anel aromatico (representada pela cor vermelha), devido a
ligacdo organica do tipo simples (C-OH), conferindo menor grau de estabilidade e
menor grau reativo, tornando-se mais susceptiveis as reacdes nucleofilicas, enquanto na
porcdo aromatica, houve menor grau reativo (representada pela cor verde) devido a
presenga de ligagcoes duplas do tipo IT que conferem maior rigidez molecular e maior
grau de estabilidade. Figura 22B, pag. 149.

O ensaio de docking molecular revelou que TPN apresentou energia de afinidade
significante para: albumina =-7,7 kcal/mol vs. -8,5 kcal/mol do 4cido palmitico;
também apresentou significante energia de afinidade para NO sintase =-7,1kcal/mol vs -
8,4 kcal/mol de tetraidrobiopterina e de modo semelhante apresentou elevada energia de
afinidade para o sitio dihidropiridinico de canais para calcio voltagem dependente tipo
L=-4,8 kcal/mol vs -5,7 kcal/mol da nifedipina, assim como para o receptor muscarinico
tipo M,=-6,9 kcal/mol vs -6,5 kcal/ mol da acetilcolina.

Quando analisado o tipo de ac¢do produzida por TPN no receptor muscarinico, é
possivel observar que TPN atua preferencialmente como um agonista de receptores
muscarinicos M,, devido a equiparavel energia de afinidade do seu agonista
muscarinico M, iperoxo (-6,7 kcal/mol) enquanto que a energia de afinidade se
distancia do valor de afinidade eletronica do antagonista de receptores M, atropina (-
11,5 kcal/mol).

Ao observar as interacdes formadas pelo TPN no receptor muscarinico My,
verifica-se que TPN ¢ capaz de interagir com os residuos de aminoacidos: serina 107
(SER107), tirosina 430 (TYR 430), tirosina 104 (TYR 104) e tirosina 426 (TYR 426).
Figura 31B, pag.150. Enquanto o agonista iperoxo interage com os residuos de
aminodcidos: tirosina 426A (TYR 426A) triptofano 400A (TRP 400A) e asparagina
404A (ASN 404 A). Figura 24A, pag.151.

Quando analisadas as interacdes que TPN ¢ capaz de produzir no sitio
dihidropiridinico de canais para célcio voltagem dependente tipo L, verifica-se que TPN
liga-se aos residuos de aminodcidos: triptofano 52 (TRP 52), fenilalanina 19 (PHE 19) e
fenilalanina 68 (PHE 68). Figura 23B, pag.150. Nifedipina estabelece intera¢des entre
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os residuos de aminodcidos histidina 256 (HIS 256), fenilalanina 253 (PHE 253),
alanina 249 (ALA 259) e isoleucina 477 (ILE 457) no sitio dihidropiridinico. Figura
23A, pag. 150.

FIGURA 22- Docking molecular na analise do composto monoterpeno. (A) Estrutura molecular do
monoterpeno (TPN) (B) Mapa eletrostatico do monoterpeno (TPN)
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Fonte: Autor, 2019.
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FIGURA 23- Docking molecular frente ao sitio de agdo dihidropiridinico em canais para calcio tipo L. (A) ligagdo molecular da nifedipina no sitio
de acdo dihidropiridinico (B) Ligacdo molecular do monoterpeno (TPN) no sitio de acdo
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Fonte: Autor, 2019.
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FIGURA 24- Docking molecular frente ao sitio de agdo em receptores muscarinicos M, de ratos. (A) ligacdo molecular do iperoxo no sitio de agao
(B) Ligacao molecular do monoterpeno (TPN) no sitio de agéo.
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6 DISCUSSAO

O presente trabalho propos-se a avaliar a possivel atividade cardioprotetora do
monoterpeno TPN e seus mecanismos intrinsecos a atividade farmacoldgica, frente a
um modelo de infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol. Para isto foram

utilizadas abordagens experimentais: in vivo, in vitro, ex-vivo € in silico.

A RDC 251/1997 do Conselho Nacional de Saude orienta que em estudos pré-
clinicos para desenvolvimento de moléculas candidatas a novos farmacos e seus
prototipos, devem ser estudados os aspectos toxicologicos prévios como requisito de
garantia para a seguranga de medicamentos (CNS, RDC 251/1997). De acordo com
Hansen & Bross 2010, o uso do ensaio de viabilidade celular em linhagens de células da
imunidade sdo usadas como estratégia adotada para avaliar a toxicidade de novos
farmacos (HANSEN & BROSS, 2010). Em adig¢do, Postnikova e colaboradores,
descreveram a proximidade entre as relagdes existentes nos ensaios de triagem de novos
agentes terapéuticos baseados modelos de viabilidade celular in vitro com células
primarias da imunidade com os efeitos toxicantes de farmacos em estudos clinicos

(POSTNIKOVA et al., 2018).

Assim, atividade citotoxica do composto foi testada em culturas celulares de
macrofagos da linhagem J774, para investigar acdes toxicas do composto, visando a
insercdo do monoterpeno avaliado como possivel candidato a farmaco cardiovascular

em posterior avaliacdo farmacoloégica em modelo in vivo

De acordo com a escala de citotoxicidade descrita na ISO 10993-5 de 1999, TPN
variou sua resposta de maneira concentragdo dependente, na menor concentracdo
testada demonstrou efeito ndo citotoxico (viabilidade celular > 90 %), enquanto na
maior concentracdo testada revelou-se moderadamente citotoxico (viabilidade celular =
50-79 %) (ISO 10993-5, 1999). E valido ressaltar, que ndo foi possivel determinar a
Clsp9, do composto, visto que os niveis de citotoxicidade ndo atingiram 100% de
citotoxicidade nas concentragdes avaliadas (grafico 1 pag.77). Estes achados em
conjunto corroboram que TPN, quando utilizado nas concentracdes escolhidas no

presente estudo, ndo esteja induzindo efeitos toxicos significativos.



153

Com base neste resultado, a atividade cardioprotetora em testes in vivo, do TPN,
no infarto agudo do miocardio, em modelo de lesdo por isquemia-reperfusdo induzido

por isoproterenol foi avaliada.

Deste modo, avaliou-se a capacidade do TPN induzir sobrevivéncia em ratos
frente a inducdo de infartos produzidos com isoproterenol. Os resultados mostram queo
tratamento com TPN aumentou a sobrevivéncia dos ratos normotensos (WT) e

hipertensos (SHR) frente ao infarto induzido com isoproterenol.

A administragdo repetida de ISO em alta dosagem (85 mg/kg s.c. 2x) pode
induzir infartos letais in vivo nos ratos, apesar do isoproterenol, ser considerado um
método eficaz na busca por novas terapias experimentais por ndo produzir alta
letalidade, apresentando DLs;= 680 mgkg (RAHMATHULLA & DEVI, 2013;
SADDIQUI et al, 2016). Nos testes in vivo, verificou-se que nos grupos controles
infartados, houve um aumento de mortes induzidas pelo infarto com isoproterenol.
Entretanto, o tratamento prévio com TPN foi capaz de aumentar de modo significante o
percentual de sobrevivéncia a letalidade induzida por isoproterenol nas doses testadas

em ambas as linhagens experimentais (Grafico 2A e 2B, pag 79).

Nifedipina, um bloqueador dos canais para célcio tipo L voltagem dependente,
possui atividade cadioprotetora em modelo de infarto por lesdes de isquemia-reperfusao
em modelo in vitro Langendorff (NAYLER, 1990). Em nosso estudo, utilizou-se a
nifedipina como grupo controle para o ensaio de cardioprote¢do, deste modo, elegeu-se
a dose de 3 mg/kg, uma dose amplamente utilizada em estudos anti-hipertensivos
(YAMANAKA et al., 1991; WANG et al., 2006). Nifedipina, também foi capaz de
aumentar o percentual de sobrevivéncia aos infartos letais induzidos por isoproterenol
em ambas as linhagens de ratos em comparag@o aos grupos infartados (Grafico 2A e 2B,
pag.79). O aumento na sobrevivéncia em testes in vivo aos infartos letais podem indicar
que o TPN inibiu os agravos das lesdes cardiacas produzidas pela catecolamina
produzindo cardioprotecdo. O tratamento com TPN 50 mg/kg, na auséncia de
isoproterenol, ndo produziu alteragdes significantes no percentual de sobrevivéncia em
comparagdo aos seus respectivos controles salina e infartados em ambas as linhagens de

ratos (Grafico 2A e 2B, pag 79).

Para verificar o efeito cardioprotetor induzido por TPN sobre o miocardio,

avaliou-se o grau e a extensao das lesdes miocardicas produzidas por isoproterenol no
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teste colorimétrico trifeniltetrazolio. Ja esta descrito que a lesdo isquémica no coracao
produz morte celular dependente das vias mitocondriais (NING et al., 2000; MARIN-
GARCIA, et al., 2001). Assim, avaliacdes necropsiais, sdo uteis para verificar a
magnitude dos infartos sobre o coragdo, sendo rotineiros em institutos de medicina legal

(KOTABAGTI et al.,2000; KAKIMOTO et al.,2013).

Também ja ¢ descrito que isoproterenol € capaz de induzir IAM, causando
reducdo na 4area viavel cardiaca por mecanismos de ativacdo de necrose celular,
provocando alteragdes na funcionalidade mitocondrial e assim exercendo papel crucial
no desenvolvimento patoldgico nas lesdes de isquemia-reperfusio (SANCHEZ et al.,

1997).

Nao obstante, o emprego da viabilidade celular dos cardiomidcitos com
trifeniltetrazolio, tem sido largamente empregado em avaliacdes farmacologicas pré-
clinicas de cardioprote¢do (MOHAN et al., 2010; AMAN et al., 2012; CHEN et al,,
2015). Os sais de trifeniltetrazolio sdo incolores em solugdes aquosas e sdo convertidos
a formazan de maneira dependentes dos sistemas NADPH redutases mitocondriais,
tornando-se uma solugdo vermelha. Células viaveis adquirem coloracdo vermelha que
se depositam no citosol na forma de cristais insoliveis e representa o miocardio
remanescente viavel, enquanto, que células degradadas, possuem o sistema oxido-
redutases nas matrizes mitoncodriais desnaturados, assim, a conversdo dos sais de
trifeniltetrazolio ndo ocorrem, e as regides de necrdticas permanecem na coloracio

amarelo-palidas ou brancas (KLEIN et al., 1981; KHALIL et al.,2006).

Os resultados obtidos demonstraram que TPN foi capaz de inibir o
desenvolvimento de areas de necrose de maneira dependente de dose em ambas as
linhagens de ratos em comparag@o aos grupos de ratos infartados (Grafico SA e 5B, pag.
84). A Nifedipina também foi capaz de inibir a formag¢ao de areas de necrose, reduzindo
o percentual de area de necrose nas duas linhagens de ratos, em comparagdo aos grupos

infartados (Grafico 5A e 5B, pag. 84).

Ao analisar macroscopicamente, verificamos que os grupos salina em ambas as
linhagens apresentam coloracdo vermelha em toda a extensdo cardiaca transversal,
enquanto que os grupos controles infartados de ambas as linhagens, apresentam areas

brancas ou amarelas que correspondem 4s areas de necrose formadas durante as lesdes
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de isquemia-reperfusdo, enquanto outras areas permanecem em cor vermelha,
correspondendo ao miocardio remanescente. O tratamento prévio com TPN apresenta
maior proporcionalidade de regides vermelhas que amarelas, demonstrando a
propriedade de inibir a formagao de areas de necrose em todas as extensdes transversais
cardiacas analisadas no sentido apice-base (Figura 10 e figura 11, pag. 84). Os
resultados apresentados pela nifedipina foram similares ao tratamento prévio com TPN

na presenga de isoproterenol (Figura 10 e figura 11, pag.85 Grafico SA e 5B, pag. 84).

O tratamento com TPN 50 mg/kg na auséncia de isoproterenol, ndo produziu
mudangas significantes sobre a viabilidade miocardica quando comparados aos seus
respectivos controles salina e infartado em ambas as linhagens experimentais (Grafico
S5A e 5B, pag. 84). Os resultados acima apresentados indicam que o tratamento
subagudo com TPN nas doses testadas, assim como, com a nifedipina, ¢ capaz de
reduzir tanto o grau de severidade quanto a extensdo do infarto produzidos por lesdes de
isquemia-reperfusdo induzidos por isoproterenol em modelo in vivo em linhagens de
ratos normotensas ¢ hipertensas, ¢ ainda que haja uma relacdo de dose-dependéncia na

cardioprote¢do induzida pelo TPN.

Ja ¢ apontado que isoproterenol ¢ capaz de produzir alteracdes em
microestruturas cardiacas, que sdo demostradas em analises histopatologicas (RONA,
1985). E descrito que exposigdes frequentes de isoproterenol, ¢ capaz de induzir as
seguintes alteracdes na histoarquitetura cardiaca: aumento na invasdo de leucdcitos no
miocardio, degeneracdo e separagdo miofibrilar, edema, hemorragia miocardica, e
alteracdes degenerativas nucleares: picnose, carioreexe e caridlise, além de
remodelamento hipertrofico cardiaco sem neogénese celular, como resposta adaptativa
de sobrevida as agressdes de injuria isquemica (WEXLER & JUDD, 1970; LOBO-
FILHO, et al., 2011; RAMATHULLA, et al., 2013).

Os resultados histopatoldgicos apresentados neste estudo mostram que o infarto
produzido por isoproterenol foi capaz de mimetizar todos os processos patologicos de
lesdes por isquemia-reperfusdo, induzindoaumento na invasdo de leucdcitos nos
miocardios em comparagdo aos controles salina em ambas as linhagens experimentais,
produzindo intensa miocardite, além disto, produziu degeneracdes e rupturas fibrilares,
edema e alteragdes progressivas e degenerativas nucleares em laminas de coragdes

coradas com hematoxilina e eosina (Figura 12 e figura 13, pags. 87 ¢ 88).
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Ao realizar a contagem dos leucdcitos totais, verificou-se que houve um
aumento significante sobre o numero de polimorfos totais em comparacdo aos controles
salina em ambas as linhagens experimentais (tabela 1 e tabela 2, pag. 89) o mesmo
ocorreu quando quantificou-se a presenga de nucleos em picnose (tabela 3 e tabela 4,

pag.90) cariorrexe (tabela 5 e tabela 6, pag. 91) e caridlise (tabela 7 e tabela 8, pag. 92).

Os resultados do tratamento prévio com TPN mostram redugéo significante em
todos os parametros histologicos analisados nas doses testadas, quando na presenca de
isoproterenol, indicando que TPN foi capaz de prevenir as alteragdes sobre a
histoarquitetura. O tratamento prévio com nifedipina, também foi capaz de inibir as

alteracdes histologicas produzidas por isoproterenol.

Os resultados histopatologicos encontrados neste estudo foram similares aos
estudos cardioprotetores de produtos naturais descritos na literatura (SHUKLA, et al.,
2010; BRAMACHARI. et al 2014; OJHA, et al.,2016). Assim, algumas moléculas
derivadas de produtos naturais tém atraido a atencdo farmacéutica devido ao potencial
cardioprotetor produzido frente ao infarto previamente induzido em avaliagdes pré-

clinicas, prevenindo alteragdes histologicas.

Contudo, em humanos, os infartos sdo clinicamente diagnosticados com base na
unido de analises: laboratoriais (através da detec¢do de marcadores biologicos),
eletrocardiograficas (através de alteragdes em ondas e segmentos elétricos cardiacos)

hemodinamicas e de imageamento (SBC, 2017; PANDEY & GUPTA, 2011).

Neste contexto, para avaliar o potencial cardioprotetor de TPN foram
mensuradas as alteragdes sobre os marcadores bioquimicos, bem como sobre a atividade
elétrica cardiaca e parametros hemodindmicos apds o infarto induzido com

isoproterenol nas linhagens experimentais.

A Creatino-fosfoquinase ¢ uma enzima formado por um conjunto de trés
isoformas. A CK-MB ¢ mais abundante no musculo cardiaco e¢ sua libera¢do em
grandes quantidades no sangue estd associado a morte de cardiomidcitos por lesdes de
isquemia-reperfusdo no infarto do miocardio, e por este motivo, ¢ usada junto com a CK
total (CK-NAC) no diagnoéstico precoce do infarto do miocardio desde a década de
1970. (WHITE et al., 1985). Apesar, de novas metodologias serem propostas para o

diagnoéstico prévio do TAM, o emprego da creatino-fosfoquinase total ¢ MB
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permanecem entre os métodos mais uteis, sensiveis e eficazes no manejo clinico e
rotineiro do infarto nos ultimos anos (CHAN & LEONG, 2010; MYTHILI &
MALATHI, 2015; HAJAR, 2016).

De maneira analoga, o uso do isoproterenol como método de mimetizar o [AM
em modelos experimentais tem se demonstrado eficaz no aumento da
creatinofosfoquinase total e sua isoforma especifica (CK-MB), em amostras sanguineas
de pequenos animais de laboratério (BERNAUER, 1978; LOBO-FILHO, et al., 2011;
KOLMANOVA, et al., 2015). Por esta razdo, creatino-fosfoquinase total e suas
isoformas vem sendo exaustivamente utilizada como método de identificacdo
farmacologica em estudos de atividade cardioprotetora de produtos naturais ou

compostos sintéticos (WONG, et al., 2017).

Os resultados descritos neste trabalho mostraram que a indugdo com
isoproterenol foi capaz de aumentar de modo significante os niveis de
creatinofosfoquinase total e isoforma MB em ratos das duas linhagens experimentais em
comparagdo com seus respectivos controles salina, de modo similar aos achados na
literatura (Grafico 3 e 4 pags.80 e 82). O tratamento prévio com TPN foi capaz de inibir
de modo significante a liberacdo destes marcadores enzimaticos nos soros sanguineos
nas duas linhagens experimentais em comparacdo com seus respectivos controles
infartados, demonstrando ag@o cardioprotetora (Grafico 3 e 4 pags. 80 e 82). O
tratamento prévio com TPN na auséncia de isoproterenol ndo alterou de maneira
significante os niveis de creatinofosfoquinase total e MB em comparagdo com animais
controles salina, revelando que o tratamento com TPN nao produz lesdes miocardicas

citotdxicas.

O tratamento subagudo com nifedipina também foi capaz de inibir a liberagdo
destes marcadores de lesdo cardiaca no soro das duas linhagens experimentais em
comparagdo com seus respectivos controles infartados (Grafico 3 e 4, pags. 80 e 82),
evidenciando atividade cardioprotetora, corroborando com os estudos de NAYLER, et

al., 1990 que demonstraram a agdo cardioprotetora da nifedipina em modelo ex vivo.

O eletrocardiograma vem sendo considerado o exame de maior utilidade no
diagnostico rapido e precoce das lesdes de injuria miocardica (GOLDBERGER et al.,
2018). As alteracdes eletrocardiograficas no infarto costumam caracterizar-se de acordo

com a fase evolutiva ¢ localizagdo das lesdes miocardicas. Em fun¢ao da fase evolutiva,
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lesdes de isquemia-reperfusdo com duragdo inferior a 20 minutos de hipdxia/anoxia,
costumam produzir alteracdes na onda T do eletrocardiograma, reduzindo a amplitude
ou invertendo-se no plano elétrico (LUNA, et al. 2012). As Lesdes miocardicas mais
persistentes iniciam mecanismos de reentrada e por este motivo, causam mudangas
sobre o segmento ST do eletrocardiograma, que se caracteriza por depressdo do
segmento ST na derivatizagdo DI e supradesnivelamento reciproco na derivatizagao DII
no ECG, sendo comumente chamadas de imagens eletrocardiograficas em espelho

(ZIMETBAUM, et al., 2003; O'GARA, et al., 2013).

A oclusdo de ramos coronarios com isquemia superior a 6 horas, costumam
produzir o aprofundamento da onda Q, nas mesmas derivatizagdes que as alteragdes do
segmento ST manifestam-se, ¢ sdo consideradas um sinal de presenga de necrose
transmural, entretanto necroses com tempo de anoxia superior a 12 horas, iniciam
processo de perda da onda R, alterando o intervalo R-R nas mesmas derivatizagdes.
Entretanto, as altera¢des no intervalo R-R também podem representar alteragdes sobre o
ritmo cardiaco e podem ser ndo patoldgico, portanto faz-se necessario avaliar o conjunto
de alteracdes eletrocardiograficas, no intuito de identificar de modo precoce lesdes por
injuria, para melhor escolha do manejo clinico do infarto (ZIMETBAUM, et al., 2003;
O’GARA, et al., 2013).

Outras alteragdes secundarias ao infarto podem ser vistos no eletrocardiograma,
como: alteragdes sobre o ritmo sinusal, alterando a despolarizagdo atrial que ¢ marcada
por alteracdes na amplitude e duragdo na onda P (LUNA, 2012) e bloqueios de
conducdo caracterizados por ativacdo de mecanismos de reentrada desviando a
condugdo do potencial de acdo pos-infarto agudo do miocardio, com mudangas sobre o
intervalo P-R (SHAMROTH & BRADLOW, 1964; GINEFRA, et al,
2005;GOLDBERGER, 2006).

Em relacdo a sua localizacdo, as alteracdes sobre derivatizagdes precordiais
constumam ser mais precisas em relacdo a parede lesionada e profundidade das lesdes.
Entretanto, nas derivatizagcOes periféricas as alteragdes no segmento ST usualmente
ocorrem nas lesdes isquémicas da parede ventricular esquerda anterior se ocorrer:
elevagdo no segmento ST nas derivatizagdes I ¢ aVL associado a elevacdo do segmento
ST em V2, indicando bloqueio no primeiro ramo diagonal, ou depressdo do segmento

ST em aVL, indicando oclusdo do ramo distal na artéria coronaria descendente
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esquerda, bem como, elevacdo do segmento ST em aVR, indicando oclusdo no ramo
proximal septal da artéria coronaria descendente esquerda (PANDEY & GUPTA,
2011).

As lesoes isquémicas ocorrem na parede ventricular esquerda inferior somente
se: ocorrer elevacdo do segmento ST na derivatizagdo DIII for maior que na DII,
denotando, oclusdo do ramo arterial circunflexo coronario direito ou se a elevacdo do
segmento ST for maior na derivatizacdo DII que na DIII, apontando oclusdo do ramo

arterial circunflexo coronario esquerdo (PANDEY & GUPTA, 2011).

J4 esta claramente descrito que isoproterenol ¢ capaz de induzir infarto agudo do
miocardio mimetizando as alteracdes eletrocardiograficas previstas nas lesdes de
isquemia-reperfusdo com ocorréncia em humanos e em ratos (KELA, et al., 1980;

YADAV, 2014).

Neste trabalho, observou-se que isoproterenol induziu alteragdes significantes
sobre o eletrocardiograma em comparagdo com seus respectivos controles, compativeis
com as lesdes de injuria do IAM (Tabelas 9-14, pags 97-102). Em relagéo a duragdo das
lesdes, o isoproterenol induziu lesdes de isquemia, alterando a onda T, na derivatizacdo
DI no grupo infartado da linhagem wistar, e nas derivatizagdes DII, aVL, aVR e aVF
no grupo infartado da linhagem espontaneamente hipertensos, entretanto, também
produziu alteragdes no segmento ST, apresentando-se em espelho nas derivatizacdes DI
¢ DII nas duas linhagens de ratos infartados , assim como, produziu o aprofundamento
da onda Q patologica em DI nas duas linhagens de ratos infartados (Tabelas 9-14, pags
97 e 102).

Isoproterenol também foi capaz de produzir alteragdes secundéarias no
eletrocardiograma. No grupo de ratos infartados da linhagem wistar houve mudanga
sobre o ritmo sinusal, causando retardo sobre a despolarizagdo atrial, visto na
derivatizacdo DII, enquanto em ratos infartados da linhagem espontaneamente
hipertensos, houve parada sinusal, vistos pela auséncia da onda P nas derivatizagdes DI,
DIl e aVF, antingindo o ponto isoelétrico. Sobre o bloqueio atrio-ventricular,
isoproterenol induziu retardo sobre condugdo no atrio-ventricular produzindo bloqueio
de condugao atrio-ventricular de grau I, infra hissiano, devido o retardo na passagem do

potencial de acdo do intervalo P-R na derivatizagdo aVF do eletrocardiograma em
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ambas as linhagens de ratos infartados comparado aos seus respectivos controles salina

(Tabelas 9-14, pags. 97-102).

Em relacdo a localizagdo, percebeu-se que isoproterenol induziu maior grau de
lesdo sobre a parede inferior esquerda em infatados da linhhagem de ratos
espontaneamente hipertensos devido a elevagdo de o segmento ST ter sido maior
derivatizacdo DIII que na DII. Enquanto em ratos infartados da linhagem wistar, ndo foi
possivel prever a localizagdo dos infartos, pois ndo se observou elevagdo significante na

derivatizacdo DIII.

O tratamento prévio com TPN foi capaz de inibir as alteracdes sobre o segmento
ST do eletrocardiograma quando induzidos ao infarto em todas as doses testadas. TPN
também reduziu de maneira significante o aprofundamento da onda Q patologica,
demonstrando efeito cardioprotetor nas lesdes de injuria persistente. Entretanto, TPN
ndo preveniu as alteragdes sobre a onda T na presenca de isoproterenol (Tabelas 9-14

pags. 97 e 102).

Deste modo, verificou-se, que TPN foi capaz de prevenir as lesdes de isquemia-
reperfusdo miocardicas superiores a 20 minutos, mas nao foi eficaz na prevengdo de
lesdes com tempos inferiores. Contudo, faz-se necessarios novos experimentos, com
abordagens ex-vivo para melhor avaliagdo farmacoldgica do composto no ensaio tempo

dependente.

O tratamento prévio com TPN também foi capaz de prevenir o bloqueio de
conducdo atrio-ventricular de grau I induzido por isoproterenol. Portanto, TPN preveniu
de maneira significante o aumento do intervalo P-R na derivatizacdo aVF, protegendo o
coragdo de alteragdes sobre o ritmo cardiaco frente a indugdo de lesdes de isquemia-
reperfusdo. Em relacdo ao ritmo sinusal, TPN demonstrou tendéncia em prevenir
desbalango sobre o ritmo sinusal, assim como, em prevenir a parada sinusal. No entanto,

ndo foram estatisticamente significantes, nas doses testadas.

De modo similar, o tratamento com nifedipina foi util na prevengao das lesdes
de isquemia-reperfusdo prolongada induzida por isoproterenol e ndo preveniu as lesoes
isquémicas breves. Nifedipina preveniu os desvios de conducdo atrio-ventriculares de
grau I, corrigiu a desregulag@o do ritmo e reverteu a parada sinusal. E também inibiu a

redu¢do do intervalo R-R na presenca de isoproterenol, inibindo a taquicardia induzida
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pelo isoproterenol no infarto agudo do miocardio (Tabelas 9-14 pags. 97 e 102).
corroborando com o efeito cardioprotetor da nifedipina descrito por NAYLER et al,

1990.

Ainda, o tratamento prévio com TPN, na auséncia de isoproterenol,ndo produziu
alteracdes significantes no eletrocardiograma, mas reduziu a taquicardia induzida por

isoproterenol no intervalo R-R, sem alterar o ritmo cardiaco.

Nos ultimos anos, a proteina C reativa, uma mucoproteina produzida pelo
figado, liberada na corrente sanguinea e seus altos titulos nos orgdos, tem sido
considerada um importante biomarcador para o infarto agudo do miocardio na fase
inflamatéria (DEDOBBELEER et al, 2004; MARTINS et al, 2011; CHACKO et al.,
2018), ao mesmo tempo que tem sido considerado um importante fator de risco para a

isquemia miocardica (COZLEA et al., 2013; CREA & MORROW, 2018).

De maneira similar, isoproterenol tem demonstrado a capacidade de elevar os
niveis de proteina C reativa em ratos em associagdo a miocardite induzida no IAM
mimetizado por este agonista f-adrenérgico (ZAAFAN, M et al, 2012; SHUKLA, et al,
2015). Por este motivo, os baixos niveis de proteina C reativa tem sido considerada um
importante biomarcador nos estudos de cardioprotecdo de produtos naturais frente ao

IAM induzido por isoproterenol (UPAGANLAWAR et al, 2011).

Os resultados deste trabalho mostram que isoproterenol foi capaz de induzir
aumento significante sobre os niveis ventriculares de proteina C reativa, demonstrando
que houve inducdo de inflamagdo miocardica associada ao IAM produzido pela
administracdo subaguda de doses repetidas de isoproterenol em comparagdo aos seus
respectivos controles salina (Grafico 6, pag. 94). Estes resultados confirmam os
resultados previamente mostrados na migracdo e invasdo de polimorfos nucleares na
contagem de leucdcitos totais em miocardios demonstrando a eficécia de isoproterenol
induzir miocardite em ratos pelo método de infarto por isoproterenol (Tabelas 1 e 2 pag.
89).

O tratamento prévio com TPN preveniu o aumento dos niveis de proteina C
reativa de modo significante, nas doses testadas (Grafico 6 pag. 94). Assim, demonstra-
se a eficacia de TPN em produzir cardioprotecdo na fase inflamatoria do infarto

induzido por isoproterenol. De modo similar, o tratamento subagudo com nifedipina
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também reduziu de maneira significante os niveis de proteina C reativa na presenca de
isoproterenol (Grafico 6 pag. 94). O tratamento prévio com TPN na auséncia de
isoproterenol ndo produziu alteracdes significantes nos niveis de proteina C reativa

quando comparados aos seus respectivos controles salina (Grafico 6, pag. 94).

Estudos recentes t€ém apontado que os as dislipidemias ¢ um importante fator de
risco para a doenca isquémica cardiaca, assim os altos niveis de colesterol total e
triglicérides mostram-se desfavoraveis para o prognostico cardiaco em humanos,
aumentando os desfechos clinicos de mortalidade (ANAND et al, 2008; KIANI et al;
2016; RATHORE et al; 2018). O potencial protetor do TPN nestes fatores de risco,

monitorando os niveis de colesterol total e triglicérides no soro dos ratos

Estd descrito que isoproterenol ¢ capaz de provocar desbalanco sobre o
metabolismo glicidico e lipidico em ratos durante o desenvolvimento do infarto agudo
do miocardio experimental (LIU et al, 2013; WONG et al, 2017). Ja esta claramente
descrito que agonistas beta-adrenérgicos sdo capazes de aumentar a recirculagdo dos
acidos graxos devido ao estimulo lipolitico em adipdcitos, gragas a agdo exercida em
receptores B-adrenérgicos tipo III, ativando a fosfolipase como segundo mensageiro e
consequente fosforilacdo da proteina kinase tipo A (PKA), e claro envolvimento dos
canais para cdlcio voltagem dependentes, aumentando o influxo citosélico de calcio
(PHILIPSON, 2002; SAMANI et al, 2016) e dos estoques intracelulares de calcio, com
envolvimento da ciclase de adenilil (AC) na reprogramacdo do metabolismo lipidico

(MAUS et al., 2017).

Deste modo, os niveis lipidicos tém sido monitorados em estudos de atividade
cardioprotetora de produtos naturais no modelo isoproterenol (UPAGANLAWAR et al,
2011; WONG et al, 2017). Em nosso estudo, isoproterenol foi capaz de induzir aumento
nos niveis de colesterol total, quando comparados com seus respectivos controles salina.
Do mesmo modo, a indugdo do TAM foi capaz de aumentar os niveis séricos de
triglicérides em ratos ao serem comparados com seus respectivos controles salina

(Grafico 10 pag 111).

O tratamento prévio com TPN inibiu de modo significante o aumento dos niveis
de colesterol total e triglicérides, em todas as doses testadas. Deste modo, TPN ¢ capaz

de atuar na prevencdo dos fatores de risco para a doenga isquémica cardiaca,
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demonstrando sua ag@o cardioprotetora, reduzindo o risco de mortalidade no estudo

experimental (Graficos 9 e 10, pags.111 e 112).

Ao mesmo tempo, o tratamento subagudo com TPN na auséncia de isoproterenol
ndo produziu quaisquer alteragdes sobre os niveis lipidicos, portanto, ndo alteraram de
modo significante as taxas de colesterol total ou triglicérides em nenhuma das linhagens

de ratos em comparagdo com seus respectivos controles salina (Grafico 9, pag.111).

Foi reportado recentemente, que nifedipina é capaz de reduzir a isquemia em
camundongos obesos, melhorando a revascularizagdo, devido a reducdo na recirculacao
lipidica vascular, promovida pelo bloqueio do influxo de calcio em processos lipoliticos

nos tecidos adiposos marrom (KITO et al, 2012).

Em nossos experimentos, nifedipina inibiu de modo significante os niveis de
colesterol total e triglicérides na presenga da inducdo de infarto com isoproterenol em
comparagdo aos animais infartados, os resultados foram similares aos estudos de KITO
et al, 2012 que mostram redugdo dos niveis lipidicos em um modelo de isquemia
induzido por dieta hipercalorica e foi complementar aos estudos cardioprotetores ex-

vivo explicitados por NAYLER et al, 1990.

A prevencdo do desbalanco sobre niveis lipidicos induzidos por TPN foram
similares aos resultados da nifedipina. Estes efeitos em reduzir os niveis lipidicos
podem ser correlacionados ao bloqueio do influxo de célcio em canais para calcio
voltagem dependentes, inibindo a recirculagdo e desbalango lipidico induzido por

isoproterenol.

Também ja estd claramente descrito que apos o IAM, o estimulo de reparo
tecidual ¢ ativada, induzindo a formacdo de hipertrofia cardiaca concéntrica, como
mecanismo de adaptagdo, apos o estimulo de agressdo e defesa celular (ERTL &
FRANTZ, 2005). Este mecanismo ocorre sem génese de novos cardiomidcitos e deve-se
a deposig@o de colageno na matriz extracelular (JUGDUTT, 2003). Este mecanismo de
hipertrofia cardiaca por remodelamento ventricular é considerado uma defesa as
agressoes de hipoxia/anodxia e previne a fatalidade no infarto. Porém, em longo prazo a
hipertrofia cardiaca gera redugdo na complacéncia dos ventriculos e induz disfuncao

ventricular e insuficiéncia cardiaca, produzindo morbidades e risco cardiovascular



164

(FRENCH & KRAMER, 2007; ZORNOFF et al, 2009; GALLI & LOMBARDI, 2016;
AZEVEDO et al., 2016; HASSEL et al, 2017).

O infarto produzido por isoproterenol é capaz de mimetizar a hipertrofia
cardiaca pos-infarto agudo do miocardio, sem génese de novos cardiomiocitos, com
aumento da deposicio de colageno na matriz extracelular (REMIAO, 2002; LIAUDET
et al, 2014). A disfun¢do ventricular do remodelamento cardiaco, contribui para a
evolucdo da cardiomiopatia e induzem insuficiencia cardiaca ao longo do tempo com
envolvimento da ativagdo do sistema renina-angiotensina, aumentando a morbidade e
mortalidade (SETHI & DHALLA, 1995; GRIMM et al, 1998; BROOKS & CONRAD,
2009; LOBO-FILHO et al, 2011).

Em nossos experimentos, isoproterenol também foi capaz de induzir aumento na
morfometria dos ventriculos, produzindo hipertrofia ventricular esquerda (Graficos 7 e
8, pags.105 e 106). Ao analisar os ventriculos em experimentos histologicos corados
com tricromio de gomori, um corante que evidencia a presenga de colageno da matriz
extracelular, percebeu-se que houve aumento na deposi¢do de colageno intersiticial, em
substituicdo das células cardiacas das areas de necrose ventricular (Figuras 14 e 15 pags

107 ¢ 108).

O tratamento prévio com TPN inibiu o aumento morfométrico, indicando
prevencao da hipertrofia pos-infarto em comparagdo aos respectivos grupos infartados
(Graficos 7 e 8 pags. 105 e 106). O mesmo foi observado nos cortes histologicos
corados com tricromio de gomori, verificou-se que o tratamento prévio com TPN inibiu
o desenvolvimento da fibrose induzida por isoproterenol, reduzindo o coldgeno

intersticial da matriz extracelular (Figuras 14 e 15 pags. 107 ¢ 108).

Do mesmo modo, o tratamento prévio com TPN na auséncia de isoproterenol,
ndo produziu alteracdes significantes na morfometria ventricular. Assim, evidencia-se
que ndo houve desenvolvimento de hipertrofia cardiaca em animais tratados com TPN
na auséncia de isoproterenol (Graficos 7 ¢ 8 pags. 105 ¢ 106). Quando analisados os
cortes histologicos dos ventriculos de ratos tratados com TPN na auséncia de
isoproterenol, ndo produziu aumento na deposi¢do de coldgeno na matriz extracelular

em ambas as linhagens experimentais (Figuras 14 e 15, pags. 107 e 108).
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O tratamento com nifedipina também foi capaz de prevenir as alteragdes na
morfometria apds o infarto induzido (Grafico 7 e 8, pags. 105 e 106), Portanto,
demonstrando que houve inibi¢do da hipertrofia desenvolvida apos o infarto induzido
por isoproterenol. Ao analisar os cortes histologicos de ventriculos houve redugdo na
deposicdo de colageno intersiticial, reduzindo o grau de fibrose no remodelamento

induzido (Figuras 14 e 15 pags. 107 ¢ 108).

Estes resultados foram similares ao estudo descrito por Sandmann e cols, 2001,
demonstrando que bloqueadores de canais para calcio como mibefradil, verapamil e
anlodipina, foram capazes de reduzir de maneira significante o remodelamento cardiaco
e a hipertrofia induzida e a insuficiéncia cardiaca pds-infarto (SANDMANN et al,
2001).

Ap6s a verificagdo do efeito cardioprotetor do TPN, este trabalho objetivou-se
em verificar quais os possiveis mecanismos de a¢do estavam relacionados a atividade
cardioproterora induzida por TPN. Diversos mecanismo de acdo podem ser
correlacionados com os efeitos cardioprotetores, em sua maioria devem-se a acdo
enzimatica ou ndo enzimatica antioxidante (DHALLA et al, 2000; PUGSLEY et al
2003; FARIAS et al, 2017), ativag¢ao das vias mitocondriais, aumentando a fosforilagao
oxidativa e incremento sobre o metabolismo no ciclo de Krebs (CARREIRA et al, 2011;
DONGWORTH et al, 2014; FORINI et al, 2015; PANEL et al, 2017), inibi¢ao das vias
de apoptose e morte celular (LI et al, 2006; KOSHINUMA et al,2014) ou agdes
dependentes da ativacdo de alvos cardiovasculares (GARCfA-DORADO et al, 2017;
LEE et al, 2017; HAUSENLOY et al, 2017).

Em adig@o, diversos produtos naturais s3o capazes de ativar as vias de
cardioprote¢do por multiplos mecanismos demonstrando-se eficazes na cardioprote¢ao
produzida frente ao [AM induzido (UPAGANLAWAR et al, 2011; WONG et al, 2017).
Assim nés avaliamos os mecanismos intrinsecos a agdo cardioprotetora do TPN aqui

descrita.

E claramente descrito que o IAM produz um aumento significante na geragdo de
espécies radicalares derivadas de oxigénio, assim como, espécies derivadas de
nitrogénio (SIMPSON & LUCCHESI 1985; ZWEIER & TALUKDER, 2006;
VERNARDOS et al, 2007). De modo similar, isoproterenol ¢ capaz de induzir o

aumento de espécies radicalares durante o desenvolvimento de infarto em
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cardiomidcitos isolados e em animais de laboratério (ZHANG et al, 2005;REMIAO et
al, 2002; BOVO et al, 2012; BOVO et al, 2015). Em contrapartida, os compostos
antioxidantes foram apontados por desempenharem importante papel na cardioprotegao
frente a injiria de reperfusdo miocardica através do sequestro de espécies radicalares

(JEROUDI et al, 1994).

Assim, avaliou-se o potencial sequestrador de espécies radicalares induzido por
TPN em testes in vitro, demonstrando sua acdo antioxidante. Entretanto, as associagdes
dos resultados dos testes in vitro revelam que TPN possui reduzida atividade
sequestradora radicalar e por tanto pouco efeito antioxidante. Assim nos refutamos a
hipotese do TPN possuir significante acdo antioxidante como mecanismo proposto para

os efeitos cardioprotetores aqui demonstrados.

Em comparagdo os diversos compostos naturais testados no modelo in vitro que
possuiam atividade cardioprotetora descrita na literatura (KAGLI et al, 2005; TAN et
al,2005; HO et al, 2014; LI et al, 2013; PRINCE et al, 2009; RYU et al, 2016),
obtiveram efeitos antioxidantes superiores ao induzidos por TPN, deste modo a
evidéncia da agdo antioxidante induzida por TPN em desempenhar papel fundamental
no efeito cardioprotetor do TPN no estudo in vivo aqui explicitado torna-se baixa ou

nula.

Diante desta premissa, resolvemos avaliar as repercussdes cardiovasculares
produzidas por TPN na presenga ou auséncia do isoproterenol apds o tratamento
subagudo. Ja ¢é reportado na literatura que isoproterenol ¢ uma catecolamina sintética,
que farmacologicamente ativa receptores beta-adrenérgicos (MARTINSSON et al,
1989) e assim, produzem a reduzem a pressdo arterial devido sua agdo vasodilatadora
reduzindo a resisténcia periférica total, mediada por receptores [, adrenérgicos
(KIEFFER & ABEL, 2016) e aumentam o débito cardiaco devido ao aumento da
frequéncia cardiaca pela indug¢do de efeitos cronotropicos, inotropicos, dromotropicos e
lusitropicos positivos no coracdo, mediados por receptores B, adrenérgicos (AVERIN

et al, 2010; ENGELHARDT & AHLES, 2014; KIEFFER & ABEL, 2016).

O aumento sobre a frequéncia cardiaca induzida por isoproterenol desenvolve
papel fundamental na sobrecarga de célcio e trabalho cardiaco extenuante e, portanto

exercem papel crucial na lesdo de isquemia-reperfusdo induzida por isoproterenol
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(BLOOM & DAVIS, 1972; LOHSE et al, 2003; BRUM et al, 2006; RAMATHULLA
& DEVI, 2013).

Em nossos experimentos, a administragdo subcutanea de isoproterenol reduzindo
a pressdo arterial média, sistolica e diastolica e aumentou a frequéncia cardiaca,
comparados aos seus respectivos grupos controles salina (Graficos 12 e 13, pags. 118 e
119), isto se deve a atividade B, adrenérgica vascular, reduzindo a resisténcia periférica
total. Isoproterenol, também foi capaz de induzir aumento na frequéncia cardiaca
(Graficos 12 e 13, pags. 118 e 119) estes efeitos s@o atribuidos as atividades
cronotropicas, inotropicas, dromotropicas e lusitropicas positivas induzidas por

isoproterenol.

O tratamento prévio com TPN ndo produziu alteracdes significantes nos valores
pressoricos duas linhagens experimentais, na presenca de isoproterenol quando
comparados aos respectivos controles infartados (Graficos 12 e 13, pags. 118 ¢ 119).
Entretanto, apresentaram redugdo nos parametros pressoricos em comparagdo com 0s
grupos controles salina (Graficos 12 e 13, pags. 118 e 119). Estes efeitos sdo oriundos
da ativagdo beta-adrenérgica induzida por isoproterenol. Contudo, o tratamento prévio
com TPN inibiu de maneira significante o aumento da frequéncia cardiaca induzida por
isoproterenol (Grafico 12 e 13, pags. 118 e 119). Estes resultados mostram a capacidade
do TPN em de modular acdes cardiacas, impedindo ativacdo do cronotropismo,

inotropismo, dromotropismo e lusitropismo positivo induzido por isoproterenol.

O tratamento subagudo com TPN na auséncia de isoproterenol induziu reducao
na pressdo arterial em ratos normotensos, assim como, produziu efeito anti-hipertensivo
em ratos da linhagem espontaneamente hipertensa em comparagdo com seus respectivos

controles salina (Grafico 12 e 13 pags. 118 ¢ 119).

O tratamento subagudo com nifedipina, um bloqueador de canais para calcio
clinicamente usado no tratamento da hipertensdo arterial, ndo produziu alteracdes
significantes na pressdo arterial quando comparados com ratos controles infartados
(Grafico 12 e 13 pags. 118 e 119), entretanto inibiu de modo significante o aumento da
frequéncia cardiaca na presenga de isoproterenol (Grafico 12 ¢ 13, pags 118 e 119).
Estes resultados revelam inotropismo negativo induzido por bloqueadores de canais
para calcio, descritos na literatura (EZZAHER et al, 1991; PUNT et al, 1998; BLOCH,

2017). Também ¢ descrito que bloqueadores de canais para calcio produzem acgdes
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cardioproteroras devido ao inotropismo produzido em cardiomiocitos (SCHWINGER et

al,1990; SANDMANN et al, 2001).

O sistema baroreflexo ¢ notavelmente um mecanismo fisiologico de rapido
ajuste e controle da pressdo arterial (GUYNET, 2006; VALENTI et al, 2010). Também
¢ claramente conhecido que a hipertensdo arterial e o infarto agudo do miocardio sdao
capazes de induzir de modo significante falhas na ativacdo do sistema baroreflexo em
modelos experimentais, produzindo reducdo na efetividade dos controles
hemodinamicos (DOWARD et al, 1985; FLUCKIGER et al, 1985; KRUEGER et al,
1997; KAWADA et al, 2014; AIRES et al, 2017). As falhas na ativac¢ao baroreflexa sao
apontadas como preditores para os desfechos clinicos correlacionados a mortalidade
apos o IAM, devido a redugdo do tonus autondmico produzido pelo infarto (LA

ROVERE et al, 1998).

Os estudos de Zengh et al, 1999 demosntram que ratos hipertensos possuem
severa disfuncdo baroreflexa, devido a hiperativacdo do sistema nervoso autonémico
simpatico, responsavel pela manutencdo da hipertensdo espontidnea e consequente
depressdo das respostas colinérgicas, afetando a sensibilidade do sistema baroreflexo,

controle da pressdo arterial e variabilidade cardiaca (ZENGH et al, 1999).

Kriiger e cols, 1997 foram reafirmados por Aires et al, 2017, onde mostram que
no infarto do miocardio, hé severa lesdo sobre os baroceptores cardiacos e aorticos no
sistema cardiovascular, prejudicando a ativagdo do controle autonémico cardiovascular,
a disfuncdo baroreflexa gera descontrole dos pardmetros pressoricos e consequente
evolugdo do infarto para a mortalidade (KRUEGER et al, 1997; AIRES et al, 2017).
Nossos estudos corroboram com os estudos de Zengh e Aires, revelando que possuem
menor controle do sistema baroreflexo, produzindo menor sensibilidade do baroreflexo

na preseng¢a de estimuladores farmacolédgicos do sistema baroreflexo.

Em nosso estudo, observamos que o infarto produzido por isoproterenol nao foi
capaz de produzir alteragdes sobre o ganho bradicardico induzido pela administracdo
intravenosa de fenilefrina, um agonista de receptores adrenérgicos, assim ndo houve
reducdo na sensibilidade do sistema baroreflexo induzida pelo infarto com isoproterenol
em ambas as linhagens experimentais (Grafico 17 pag. 133). Entretanto, quando
observado o tempo de acdo dos efeitos cardiovasculares induzidos por fenilefrina,

verificamos que houve um retardo sobre o efeito cardiovascular adrenérgico, quando
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comparado aos respectivos controles salina apenas em ratos espontaneamente

hipertensos (Grafico 18 pag. 134).

Quando investigado o ganho taquicardico induzido pela administracdo de
nitroprussiato de so6dio, um nitrovasodilatador que doa de modo espontaneo o6xido
nitrico, verificou-se que houve significante reducdo sobre a sensibilidade do sistema
baroreflexo, induzindo redugdo sobre o ganho taquicardico. Ao observar o tempo de
acdo dos efeitos cardiovasculares produzidos por nitriprussiato de sodio, também
verificamos que em animais infartados houve um retardo significante apenas em ratos

espontaneamente hipertensos (Graficos 19 e 20 pags. 135 e 136).

O tratamento prévio com TPN nio foi capaz de prevenir altera¢des significantes
sobre as falhas do sistema baroreflexo, tanto na presenca da administragdo intravenosa
de fenilefrina, quanto do nitroprussiato de sodio (Graficos 17 e 19 pags.133 e 135).
Contudo, preveniu o retardo das respostas cardiovasculares produzidos pelos agentes

farmacologicos em ratos infartados e hipertensos (Graficos 18 e 20 pags. 134 ¢ 136).

Nossos estudos corroboram com os estudos de Ribeiro, 2012 quando analisadas
as melhoras sobre o baroreflexo, entretanto, na presenga de infarto, TPN foi incapaz de
prevenir de modo significante a disfung@o baroreflexo. O tratamento com nifedipina nao
foi capaz de produzir melhoras no sistema baroreflexo no infarto com isoproterenol
tanto na presenca de fenilefrina (Graficos 17 e 18 pags. 133 e 134) quanto na presenca

de nitroprussiato de sodio (Graficos 19 e 20, pags. 135 e 136).

Para melhor avaliar a integridade ou disfungdo no sistema autondémico
colinérgico no infarto agudo do miocardio experimental, avaliamos as respostas
cardiovasculares colinérgicas mimetizada pela administracdo intravenosa de
acetilcolina. Verificamos que a resposta pressorica induzida por acetilcolina foi
significantemente reduzida na presenga do infarto em ratos da linhagem normotensa e
infartada, mas ndo foi estatisticamente diferente sobre ratos infartados e hipertensos
(Graficos 21 e 22 pags. 138 e 139). Quando analisada a resposta cardiaca, verificamos
que o infarto ndo alterou de modo significante a bradicardia induzida por acetilcolina
em ambas as linhagens de ratos (Graficos 21 e 22 pags. 138 e 139). Em relagdo ao
tempo de acdo da acetilcolina intravenosa ndo houve alterag@o significante (Grafico 23
pag. 140). Os resultados sugerem que o infarto por isoproterenol ndo produziu

disfungdo colinérgica nos ratos, porém a redugdo no tempo de acdo da acetilcolina de
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ratos tratados com TPN indica possivel ocupacdo dos receptores muscarinicos, que

foram confirmados no ensaio in silico.

TPN ndo alterou de maneira significante as respostas cardiovasculares da
acetilcolina, na presenca ou auséncia do infarto por isoproterenol (Graficos 21 e 22,
pags. 138 e 139). Porém, reduziu de modo expressivo e significante o tempo de acdo
das respostas cardiovasculares induzidas por acetilcolina na presenga ou auséncia do
infarto induzido por isoproterenol em ambas as linhagens de ratos (Grafico 23 pag.
140). O tratamento subagudo com nifedipina nao produziu alteragdes significantes nas
respostas cardiovasculares produzidas por acetilcolina intravenosa, tanto sobre a
hipotensao e bradicardia induzida quanto sobre o tempo de agdo em ratos normotensos e
infartados (Graficos 21, 22 e 23, pags. 138, 139 e 140), em ratos da linhagem
espontaneamente hipertensa e infartada, nifedipina reduziu apenas o tempo de agdo da

acetilcolina, sem alterar os parametros pressoricos ou cardiacos (Grafico 23 pag. 140).

E estabelecido que o IAM induz disfungdes endoteliais em ratos (CHEN et al,
2011; KANDHAI-RAGUNATH et al 2016), alterando a morfologia em grandes vasos
(KONG et al, 2013) e a funcionalidade de pequenas artérias, tornando artérias
mesentéricas hiporeativas e artérias coronarias hiperreativas (STASSEN et al, 1997;

COUTO etal, 2012)

Ao analisar os cortes histologicos de aortas toracicas, observou-se que houve
aparente aumento no didmetro do limen adrtico apds o infarto induzido por
isoproterenol, entretanto, ndo foi estatisticamente diferente, em comparagdo com os
grupos controles salina (Figuras 18 e 19 pags. 124 e 125) O tratamento prévio e
subagudo com TPN produz aparente aumento no didmetro do limen aértico toracico na
presenca ou auséncia do infarto com isoproterenol, porém ndo foram estatisticamente
diferentes entre os grupos em ambas as linhagens experimentais (Figuras 18 e 19 pags.
124 e 125). O tratamento prévio com nifedipina ndo produziu aparente aumento no

diametro do limen vascular (Figuras 18 e 19 pags. 124 ¢ 125).

Quando foram analisados os cortes histologicos de aortas tordcicas no eixo
longitudinal, observou-se que o infarto induzido por isoproterenol produziu reducdo
sobre a camada da tinica intima vascular (Figuras 20 e 21 pags. 126 e 127). No entanto,
o tratamento subagudo com TPN produziu um aumento expressivo sobre a tinica intima

vascular na presenca ou auséncia do infarto induzido por isoproterenol (Figuras 20 e 21
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pags. 126 e 127). Estes resultados nos levam a crer que TPN ¢ capaz de induzir
respostas angiogenicas, aumentando as camadas internas vasculares. Porém, novos

experimentos sao necessarios para confirmar esta acao.

O tratamento subagudo com nifedipina ndo produziu efeitos significantes sobre a
camada intima vascular, porém, apresentou aparente redugdo na tunica média vascular,
correspondente a camada muscular lisa (Figuras 20 e 21 pags. 126 e 127) quando

comparados aos controles infartados.

A tunica intima frequentemente ¢ descrita como a camada vascular que
corresponde ao endotélio vascular como componente majoritario (GERRITY &
CLIFF,1972; KHAN et al; 2000; LIBBY et al, 2011) e por esta razdo o aumento desta
camada tem sido correlacionado com beneficios cardiovasculares (HEENEMAN et al,
2003). Deste modo, acreditamos que a neovascularizagdo € 0s mecanismos
angiogenicos possam se correlacionar com os efeitos cardioprotetores induzidos por
TPN, aumentando a disponibilidade de fatores relaxantes derivados do endotélio como
o 6xido nitrico, e assim promovam melhorias nas fungdes vasculares, contribuindo para

a acdo cardioprotetora.

Investigou-se as alteragdes produzidas por isoproterenol sobre a morfologia
macroscopica de ramos arteriais e em coragdes de ratos infartados com isoproterenol.
ndo houve alteragdes significantes na artéria coronaria descendente esquerda (Figuras
16 e 17 pag 122). Entretanto, o tratamento subagudo com TPN induziu aparente efeito
dilatador sobre a artéria coronaria descendente esquerda de maneira dose dependente, na
presenca ou auséncia de isoproterenol (Figura 16 e 17 pag 122). Em contraste, o
tratamento subagudo com nifedipina ndo produziu alteragdes significantes sobre a
artéria coronaria descendente esquerda, em comparacdo com seus respectivos controles
(Figura 16 e 17 pag. 122). Portanto, admite-se que TPN possa influenciar alteracdes
sobre o tonus vascular coronariano e possa contribuir na reducdo das lesdes miocardicas
de isquemia-reperfusdo. No entanto, novos estudos sdo necessarios para melhor avaliar

esta resposta.

Ao investigar a reatividade vascular de artérias mesentéricas, verificou-se que o
infarto induzido por isoproterenol ndo alterou de modo significante a poténcia e o efeito
maximo do estimulo vasocontratil frente a fenilefrina, um agonista o;.adrenérgico, em

artérias mesentéricas superiores isolados de ratos espontaneamente hipertensos em
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comparagdo ao respectivo controle salina (Grafico 15 e tabela 17, pags.129 e 130) assim
o infarto pelo método simpaticomimético ndo mudou a reatividade vascular contratil em
ratos da linhagem hipertensa. Todavia, quando se verificou a reatividade vascular
induzida pelo estimulo vasorelaxante de nitroprussiato de s6dio, um doador espontaneo
de oOxido nitrico em artérias mesentéricas isoladas e perfundidas de ratos
espontanenamente hipertensos, verificou-se que houve mudanga tanto na poténcia
quanto no efeito maximo relaxante induzido por nitroprussiato de sodio (Grafico 16 e

tabela 18 pags. 130 e 131).

Os resultados aqui demosntrados revelam que o infarto induzido por
isoproterenol foi capaz de induzir disfuncdo na resposta vascular frente aos estimulos
relaxantes. Ja esta descrito, que isoproterenol pode ativar receptores P-adrenérgicos em
artérias de resisténcia reduzindo o ténus vascular produzindo reducgdo na pressao arterial
(GARLAND et al, 2011; ENGELHARDT & AHLES, 2014). Também ja foi
demonstrado que o nitroprussiato de sodio reduz a resisténcia periférica total, devido a
acdo doadora de 6xido nitrico (LOVREN & TRIGGLE 2000; HOTTINGER et al,
2014).

O tratamento subagudo com TPN foi capaz de reduzir de maneira significante o
efeito maximo (E,;x) da fenilefrina na presenca do infarto induzido por isoproterenol
sem alterar a poténcia farmacolédgica (pD,) de maneira independente de dose, porém, na
auséncia do infarto TPN ndo reduziu estatisticamente a resposta vasocontratil da
fenilefrina em comparacgdo ao controle salina (Grafico 15 e tabela 17, pags. 129 e 130).
Enquanto, o tratamento com TPN foi capaz de aumentar o efeito vasorelaxante do
nitroprussiato de sédio, tanto no efeito maximo (Emax) quanto na potencia farmacologica
(pD3), de modo independente de dose na presenga de isoproterenol. Mas, na auséncia de
isoproterenol o tratamento subagudo com TPN nao foi significativamente diferente nos

parametros farmacoldgicos avaliados em comparag@o ao controle salina.

Dessa maneira, verificamos que TPN foi capaz de modular a¢des vasculares,
melhorando as respostas vasorelaxantes do nitroprussiato, prevenindo a disfuncao
vascular em ratos hipertensos. Os resultados do TPN aqui apresentados corroboram com
o estudo de SABINO, 2013, que mostra que TPN ¢é capaz de produzir mudangas no

tonus de artérias mesentéricas isoladas de ratos hipertensos por L-NAME, envolvendo
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alvos de acdo independente de endotélio, como o0s canais para célcio voltagem

dependentes (SABINO, 2013).

O tratamento subagudo com nifedipina na presenca do infarto induzido por
isoproterenol alterou apenas o efeito maximo (Eni) da curva concentracdo-resposta
vasocontratil da fenilefrina, mas aumento a poténcia (pD-) e o efeito maximo (Enix) da
curva concentragdo-resposta induzida por nitroprussiato de sédio quando comparados
aos respectivos controles em ratos espontaneamente hipertensos. Nifedipina promoveu
melhora da reatividade vascular, devido ao bloqueio do influxo de célcio voltagem

dependente em artérias mesentéricas isoladas de ratos hipertensos.

Nao obstante, os resultados apresentados na avaliacdo ex-vivo do TPN e da
nifedipina, na reatividade vascular em artérias de resisténcia foram similares aos
resultados encontrados nos ensaios in vivo na reatividade do sistema baroreflexo frente

aos mesmos estimulos farmacologicos.

Assim resolvemos avaliar o envolvimento da sinalizacdo de célcio nas respostas
cardioprotetoras, através da dosagem dos niveis de célcio intracelular em aortas e
ventriculos isolados de ratos, ademais foram dosados os niveis séricos de calcio na
presenga ou auséncia do infarto induzido por isoproterenol. E amplamente descrito que
o infarto agudo do miocardio produz mudangas sobre a sinalizagdo de calcio nos
coragdes, induzindo sobrecarga intracelular de calcio engatilhando a morte celular
mitocondrial e consequente sinalizagdo apoptdtica (BLOOM & DAVIS, 1972 BRUM et
al, 2006), o infarto por isoproterenol mimetiza este efeito sobre o influxo de célcio

miocardico (REMIAO, 2001).

Enquanto que substancias que previnem esta sobrecarga sejam através de
estimulos a SERCA ou sobre o bloqueio de canais para calcio voltagem dependente

previnem o infarto ingudo do miocardio (SANDMANN et al, 2001; EL-ANI, 2007).

O infarto agudo do miocardio induzido com isoproterenol aumentou de modo
significante os niveis ventriculares de calcio total em comparacdo com ventriculos de
ratos controles salina (Graficos 24B e 24E, pag. 143). Enquanto que o tratamento
subagudo com TPN inibiu de modo significante a sobrecarga de calcio intracelular nos
ventriculos (Grafico 24B e 24E, pag. 143). O tratamento subagudo com TPN na

auséncia do isoproterenol produziu redugdo significante dos niveis de calcio intracelular
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dos ventriculos (Grafico 24B e 24E, pag. 143). O tratamento subagudo com nifedipina
foi capaz de produzir significante reducdo dos niveis intracelulares de calcio dos
ventriculos de ratos em ambas as linhagens, na presenca do infarto induzido quando
comparados ao grupo controle salina. Estes resultados indicam o envolvimento do
influxo de calcio através dos canais para calcio voltagem dependentes no efeito

cardioprotetor induzido por TPN.

Ao analisar os niveis intracelulares de calcio em aortas, observou-se que o
isoproterenol aumentou as concentragdes de calcio apenas em aortas de ratos
hipertensos quando comparado com seu respectivo controle salina (Grafico 24C e 24F,
pag. 143), indicando sobrecarga de calcio. Entretanto o tratamento com TPN reduziu os
niveis de calcio (Grafico 24C e 24F pag. 143). Enquanto em aortas de ratos o tratamento
subagudo com TPN afetou as concentracdes de calcio somente em ratos wistar.
Nifedipina em tratamento suagudo também preveniu o aumento a do influxo de célcio

em aortas de ratos das duas linhagens experimentais (Grafico 24C e 24 F pag. 143).

Estes resultados sugerem participagdo dos canais para calcio voltagem
dependentes na modulagdo vascular promovida por TPN. Embora os efeitos
vasorelaxantes induzidos por TPN nos estudos de RIBEIRO, 2012 sejam atribuidos a
presencga de endotélio em artérias de ratos hipertensos, envolvendo a estimulagdo da via
de sinalizagdo NOS-GMPc. Em contrapartida, os estudos de SABINO, 2013
demonstram o envolvimento dos canais para calcio nas respostas vasorelaxantes de TPN
em artérias de ratos hipertensos por L-NAME. Os resultados aqui descritos podem
contribuir com os achados de ambos os estudos, revelando que TPN pode envolver o
bloqueio de canais para calcio em artérias de ratos normotensos e espontaneamente

hipertensos.

E bem reportado que os diferentes tipos de canais para célcio estdo implicados
na manutencdo da hipertensdo arterial espontanea, como aumento nos canais para calcio
voltagem dependentes, aumento nos niveis intracelulares de célcio sem aumento da
liberacdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico (GRAY et al 1993; ARII et al, 1999;
LIU et al, 2005) e redug¢do na no relaxamento arterial devido a ativagdo dos canais para
potassio sensiveis ao aumento de calcio intracelular (WESTON et al, 2010). Entretanto,
também j& foi evidenciada a reducdo na sensibilidade do sitio de ativacdo

dihidropiridinico dos canais para calcio voltagem dependentes em ratos
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espontaneamente hipertensos comparado com ratos wistar (EBATA et al, 1991;

FUKUDA et al, 2014).

Assim, a evidéncia do envolvimento dos canais para calcio no efeito
vasorelaxante do TPN apontado por SABINO cols, 2013 ainda que ndo encontrada
pelos estudos de RIBEIRO et al, 2012 deve-se a natureza do tipo de animal eleito para
os estudos vasorelaxantes, animais hipertensos L-NAME sdo pertencentes a linhagem
wistar e tornam-se hipertensos devido a reducdo na disponibilidade de 6xido nitrico pela
suplementagdo com inibidor das Oxido nitrico sintases, enquanto que ratos
espontaneamente hipertensos possuem origem génica modificada (FAZANS et al,
2001). Estas diferencas na sensibilidade dos canais para calcio voltagem dependentes
nas duas linhagens experimentais apontadas por EBATA, 1991 também sdo
evidenciadas nas concentracdes de calcio em aortas de ratos em nossos estudos e por
esta razdo possam divergir na modulacdo induzida por TPN entre os modelos

experimentais em semelhancga aos estudos de RIBEIRO, 2012 ¢ SABINO, 2013.

Os estudos de REMIAO, 2001 mostram que apds 24 horas do infarto induzido
por isoproterenol hd uma redugdo significante sobre os niveis séricos de célcio e
normalizagdo dos outros eletrélitos em ratos wistar (REMIAO, 2001). Nossos estudos
corroboram com os achados de REMIAO, 2001. Através do grafico 24A, pag. 143,
verifica-se que os niveis séricos de calcio foi significativamente afetada pelo infarto
induzido por isoproterenol em comparacdo ao respectivo controle salina. Entretanto, o
mesmo nao foi observado em ratos hipertensos e infartados (Grafico 24D pag. 143). A
divergéncia nos resultados obtidos deve-se as diferencas na natureza dos canais para
calcio e sua funcionalidade em ratos da linhagem espontaneamente hipertensa quando
comparados aos ratos da linhagem wistar (GRAY et al 1993; ARII et al, 1999; LIU et
al, 2005 EBATA et al, 1991; FUKUDA et al, 2014).

O tratamento prévio com TPN foi capaz de restaurar os niveis séricos de célcio,
porém ndo atingiu os niveis basais em comparacdo ao grupo controle salina (Grafico
24A pag.143). Na auséncia do isoproterenol, o tratamento prévio com TPN reduziu os
niveis séricos de calcio em comparagdo ao grupo controle salina em ratos wistar
(Grafico 24A pag. 143), o mesmo efeito foi observado com o tratamento com nifedipina
(Grafico 24A pag. 143). Em ratos hipertensos, TPN aumentou os niveis séricos de

calcio apenas na menor dose testada na presenca do isoproterenol quando comparados
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aos grupos controles e nifedipina ndo afetou a concentragdo sérica de calcio. Assim,
TPN foi capaz de modular ac¢des calcio-dependentes em ratos da normotensos e

infartados de modo similar a nifedipina.

Diante das alteragdes cardiovasculares induzidas por TPN na presenga e
auséncia de isoproterenol, tornou-se necessario investigar os efeitos cardiovasculares e
seus mecanismos induzidos pela administragdo intravenosa de TPN em ratos

espontaneamente hipertensos

A administragdo intravenosa de TPN induziu hipotensdo e bradicardia de modo
dependente de dose em ratos espontaneamente hipertensos ndo anestesiados e ndo
infartados (Grafico 25 pag.145). A bradicardia induzida por TPN aumentou o tempo em
funcdo da dose (Grafico 25 pag.145). O uso de tiopental sodico (45 mg/kg i.p.) foi
capaz de atenuar o efeito bradicardico induzido por TPN (Grafico 26, pag. 146).
Tiopental so6dico, um anestésico de uso geral é capaz de deprimir os reflexos
autondmicos do sistema nervoso, assim reduzem a ativagdo do sistema cardiovascular
(PEISS & MANNING, 1964). Neste contexto, a bradicardia induzida por TPN parecer

exercer alguma influéncia sobre o sistema autondémico cardiaco.

Para avaliar se o TPN reduz o tonus cardiaco por via indireta, utilizou-se
hexametdnio, um bloqueador ganglionar antagonista dos receptores nicotinicos, que
reduz as a¢oes do sistema nervoso autondmico diminuindo o controle homeostasico do
sistema cardiovascular através do nervo vago (BELESLIN 1972; DING 2017). A
presenca de hexametonio (20 mg/kg i.v.) alterou em menor grau a hipotensdo, porém
influenciou a bradicardia induzida por TPN (Grafico 27 pag 147), assim, as respostas
bradicardicas do TPN possui influéncia de mecanismos indiretos para reduzir o tonus
cardiaco, possivelmente através dos ganglios do sistema nervoso autondmico por

inervacao vagal.

As fibras C sdo fibras ndo mielinizadas que se conectam ao atrio a partir do
nicleo do trato solitario do tronco cerebral (CHENG et al., 1999; CHENG &
POWLEY, 2000). A estimulacdo destas fibras geram bradicardia através da ativacdo
colinérgica (NOSAKA et al., 1979; CLOZEL et al., 1985; JONES et al., 1995)
aumentando as concentragdes de substincia P nas termina¢des nervosas cardiacas,

porém este efeito pode ser inibido pela acgdo da atropina (WOOLLEY et al., 1987,
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HAXHIU-POSKURICA, 1992), mas o mesmo ndo ocorre com o hexametonio
(WOOLLEY et al.,1987).

Assim, utilizamos a atropina, um antagonista ndo seletivo de receptores
muscarinicos, que exerce influéncia principalmente sobre o tonus cardiaco, amentando a
contratilidade cardiaca via receptores M, com inibigdo do AMP¢ (PERERA et al, 2017).
A presenca de atropina (2 mg/kg i.v.) atenuou de maneira significativa a bradicardia
induzida por TPN, sem alterar a hipotensdo (Grafico 27 pag.147), deste modo as

respostas bradicardicas induzidas por TPN sdo mediadas por receptores muscarinicos.

Os receptores muscarinicos tem sido apontados por exercer papel fundamental
na cardioprotecao em lesdes de isquemia-reperfusdo, produzindo efeitos benéficos para
o sistema cardiovascular devido as suas multiplas fun¢des no organismo (SUN et al,
2011). A variedade dos subtipos de receptores muscarinicos pode suprimir a sinalizagdo
de micro RNA's mensageiros prevenindo a reag¢do de agressdao cardiaca em cadeia nos
sinais de lesdes iniciados e emitidos via micro RNA e assim desempenhando efeito
cardioprotetor (PAN et al, 2012) também podem preservar a fosforilagdo de conexinas e
reduzir a expressdo de cicloxigenases como mediadores inflamatdérios no infarto
produzindo atraso nas lesdes de injuria cardiaca (ZHAO et al, 2010) assim como podem
desenvolver efeitos diretos sobre as fungdes cardiovasculares, produzindo vasodilatacdo
coronariana evitando a lesdo por isquemia via receptores M3 em coronarias devido ao
aumento na disponibilidade de 6xido nitrico (RADICO et al, 2014) ou ainda produzindo
efeitos cardiacos evitando o descontrole do debito cardiaco, suprimento de oxigénio
cardiaco e das pressoes ventriculares (HARDOUIN et al 2002). Por estas razdes as vias
colinérgicas t€ém sido apontadas como novos alvos terapéuticos para as doengas

cardiacas como o infarto agudo do miocardio (ROY et al, 2014).

Neste contexto, nds avaliamos a capacidade de interacdo do TPN com os
variados alvos moleculares de interesse cardiovascular através de abordagem in silico.
Verificamos que TPN possui maior energia de eletroafinidade para o receptor
muscarinicos tipo 2 e sua energia de afinidade comportou-se de maneira similar aos
agonistas de receptores muscarinicos, no ensaio de comparacdo de atividade

agonista/antagonista.

TPN também demonstrou energia de eletroafinidade comparavel a nifedipina no

sitio de acdo dihidropiridinico em canais para calcio tipo L, e demonstrou afinidade
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eletronica para albumina como possivel carreador plasmatico. Assim, o respectivo
trabalho demonstra a acdo cardioprotetora induzida por TPN e seus possiveis

mecanismos de maneira resumida na figura 25, pag 178.

Figura 25- Representacdo esquematica do efeito cardioprotetor induzido por TPN e seus

possiveis mecanismos de agdo.
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Através dos resultados demostrados nesta tese, conclui-se que:

>

TPN produz efeito cardioprotetor em modelo experimental in vivo em

ratos das linhagens normotensa e espontaneamente hipertensa;

O efeito cardioprotetor do TPN mostrou-se mais eficazes na linhagem

hipertensa e infartada;

Os mecanismos correlacionados com o efeito cardioprotetor do TPN

envolvem modulagdes cardiovasculares;

O mecanismo cardiaco envolve duplo efeito: ativagdo de receptores
muscarinicos tipo 2 e inibi¢do dos canais para célcio tipo L voltagem

dependentes.

O tratamento subagudo com TPN produziu dilatagdo coronariana e

neovasculariza¢ao endotelial em aortas;

TPN representa um possivel candidato a farmaco cardioprotetor e pode
ser um importante agente na estratégia terapéutica de pacientes com risco

de infarto atuando na cardioprevencgao.
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8 Perspectivas

» Avaliar os possiveis efeitos cronotropicos e inotropicos negativos do TPN em

preparacdes de atrios e musculos papilares isolados e perfundidos de ratos;

> Avaliar o efeito vasorelaxante do TPN sobre artérias corondarias isoladas de

ratos;

» Avaliar a participacdo dos subtipos de receptores muscarinicos na resposta

cardioprotetora do TPN em cultura de cardiomiocitos;

» Avaliar a atividade antagonista de canais para calcio do TPN através do

isolamento pelo patch clamp;

» Determinar o estado energético do tecido cardiaco na presenca e auséncia do
TPN através de estudos com ressondncia magnética nuclear de fosfato durante a

funcdo contratil-relaxante de coragdes isolados e perfundidos;

» Avaliar a participagdo das vias mitocondriais no efeito cardioprotetor do TPN
em coragdes de ratos;

» Avaliar a atividade cardioprotetora de TPN associado a um nanocarreador em
ratos;

> Avaliar o efeito vasorelaxante do TPN sobre artérias de corddo umbilical
humano;

» Determinar a farmacocinética do TPN em modelo in vivo;

» Avaliar a atividade cardioprotetora do TPN em estudos clinicos.
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ANEXO I (Parametros pressoricos nas linhagens de ratos wistar e SHR)
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GRAFICO 28 — Parametros hemodinamicos basais nas linhagens de ratos WT e SHR. Resultados expressos em média £ ELP.M e analise estatistica teste “t”

student. Significantes quando *p<0,05 e ** p<0,001 N=5.
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ANEXO II (area de necrose ratos infartados wistar e SHR)
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GRAFICO 29 - Percentagem de area de necrose apés infarto agudo do miocardio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) nas linhagens de ratos WT e
SHR. Analise estatistica teste ”t” student. n=>5.
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Anexo III ( Reatividade vascular nas linhagens de ratos wistar e SHR)
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GRAFICO 30 — Reatividade vascular obtida pela curva concentragdo-resposta para: (A) fenilefrina (FEN) (10"°-10° M) e (B) nitroprussiato de sédio (NPS)
(3x 10" - 107 M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada, sem endotélio funcional de ratos Wistar (o) e ratos SHR (e). Valores expressos com média
+ e.p.m. Analise estatistica teste “t”student * p<0,05 e *** p<0,001 vs. WT. n=5
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cardioprotetores incentiva o desenvolvimento de estratégias de
cardioprotegdo. Assim, a-terpineol (TPN) é um monoterpeno que
exibe agdes vasorelaxante, mas ndo cardioprotetora. Este trabalho
objetivou-se em avaliar a cardioprote¢ao do TPN nas lesdes
cardiacas. Para isto ratos foram alocados em 6 grupos e tratados por
15 dias por via oral, em seguida induzidos ao infarto: (G1= salina
0,9%); (G2= Infartado salina 0,9%); (G3=TPN 25 mg/kg); (G4=TPN
50 mg/kg); (G5=TNP 75 mg/kg) e (G6=TPN 50 mg/kg sem ISO). No
16° os animais foram anestesiados e foram realizados ensaios
bioquimicos, morfométricos, hemodinamicos, reatividade baroreflexa
e eletrocardiograficos. Os resultados mostraram que TPN aumentou
a sobrevivéncia dos animais ao infarto induzido, reduziu a area de
necrose no miocardio, preveniu as alteragdes eletrocardiograficas e
inibiu a liberagdo de marcadores cardiacos, além disso, TPN inibiu a
elevagdo da frequéncia cardiaca induzida por isoproterenol.
Adicionalmente, TPN produziu dilatagdo coronariana e
neovascularizagdo endotelial em aortas de ratos. TPN induziu
bradicardia intravenosa e seus mecanismos envolvem receptores M2
cardiacos e o bloqueio sobre os VOCC's. Condui-se que o TPN
produz cardioproteg&o.
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