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RESUMO 
 

Introdução: O infarto agudo do miocárdio ocupa o primeiro lugar na mortalidade e 

morbidades como desfecho clínico das doenças cardiovasculares prexistente, 

contribuindo para o aumento dos óbitos precoces no mundo. A complexidade da 

farmacoterapia do infarto associada à inexistencia de fármacos cardioprotetores tem 

incentivado o desenvolvimento de estratégias de cardioproteção. Assim, os compostos 

de origem natural representam moléculas candidatas a novos fármacos. Neste contexto,  

α-terpineol (TPN) é um monoterpeno cíclico de origem natural que exibe ações 

cardiovasculares como: ação vasorelaxante endotélio-dependente e efeito anti-

hipertensivo agudo em ratos espontanemente hipertensos (SHR). TPN é um composto 

majoritário do óleo de Protium heptaphylum, também possui ação vasorelaxante. No 

entanto, ações cardioprotetoras do TPN são desconhecidas. Objetivo: Avaliar o efeito 

cardioprotetor do TPN frente à um modelo de isquemia miocárdica. O estudo foi 

aprovado pelo comitê de ética nº09/2015. 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 16º os animais foram 

anestesiados (Cetamina 80 mg/kg + Xilazina 4 mg/kg i.p.) e foram realizados ensaios 

bioquímicos, morfométricos, hemodinâmicos, reatividade baroreflexa e 

eletrocardiográficos. Os ventrículos e aortas foram usados para determinar os níveis de 

cálcio e para avaliar a reatividade vascular. Adicionalmente, uma curva dose-resposta 

intravenosa do TPN em animais hipertensos não anestesiados foi realizada. Docking 

molecular também foi realizado. Resultados: TPN aumentou a sobrevivência dos 

animais ao infarto induzido, reduziu a área de necrose no miocardio, preveniu as 

alterações eletrocardiográficas e inibiu a liberação de marcadores cardíacos, além disso, 

TPN inibiu a elevação da frequência cardíaca induzida por isoproterenol. TPN preveniu 

o desbalaço sobre os níveis de cálcio em ventrículos e aortas. Adicionalmente, TPN 

produziu dilatação coronariana e neovascularização endotelial em aortas de ratos. TPN 

também aumentou a potência e o efeito máximo da reatividade vascular de ratos 

hipertensos e infartados. TPN induziu bradicardia intravenosa dose-dependente, que foi 

significativamente atenuada na presença de um bloqueador de receptores muscarínicos. 

Estudos de docking molecular mostraram que TPN possui afinidade eletrônica para 

receptores muscarínicos M2 e em canais para cálcio voltagem dependentes produzindo 

bloqueio similar a nifedipina. Conclusão: Alpha-terpineol produz cardioproteção em 

ratos e seus mecanismos parecem envolver receptores M2 cardíacos e o bloqueio sobre 

os VOCC´s. TPN pode servir como molécula candidata a fármaco cardioprotetor no 

IAM. Entretanto, novos estudos são necessários para eluciadar o completo mecanismos 

desta ação. 

 

Palavras-chave: Alpha-tepineol; Cardioproteção; Infarto do miocárdio; 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, α-

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 nº09/2015. 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 16º day, rats were anesthetized (Ketamine 80 

mg/kg + Xylazine 4 mg/kg i.p.) 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 M2 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 M2 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 Introdução 

As doenças de origem cardiovascular ocupam os primeiros lugares nos índices 

relevantes em saúde pública ao redor do mundo, contribuindo para o aumento no 

número de comorbidades e mortes globais (WHO, 2017; WHO, 2018). Dentre as 

doenças cardiovasculares, o infarto agudo do miocárdio representa o agravo 

cardiovascular que mais tem contribuído para o aumento de mortes globais.  Assim, o 

infarto agudo do miocárdio e as síndromes coronarianas contribuem para o aumento das 

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

Os fatores de risco não modificáveis como a hereditariedade e etnias podem 

colaborar para o surgimento de patologias cardiovasculares. Entretanto, os fatores de 

risco modificáveis, correlacionado com estilo de vida são considerados mais graves para 

o desenvolvimento de doenças cardiovasculares precoces como do infarto agudo do 

miocárdio e suas complicações (LANAS et al, 2007; LÜSCHER, 2018; WHO, 2018). 

Neste contexto, apesar das melhorias do manejo terapêutico das doenças 

cardiovasculares e em especial a complexidade da farmacoterapia que envolve o infarto 

agudo do miocárdio, o infarto continua a ser a primeira doença no ranking de doenças 

que mais mata indivíduos ao redor do mundo (SBC, 2015; WHO, 2018). É válido 

ressaltar ainda a inexistência de classe farmacológica cardioprotetora. 

A este respeito, a comunidade científica tem reunido esforços na busca por 

estratégias de cardioprevenção, entre elas a terapia celular e a farmacoterapia (SPATH 

et al, 2016, SLUIJTER et al, 2014; HAUSENLOY et al, 2017). A amplitude de 

compostos disponíveis por produtos de origem natural e suas ações biológicas tem 

crescido na literatura, em complementaridade o número de depósitos de patentes de 

substâncias de origem natural também tem crescido ao longo dos anos e por estas razões 

são consideradas como moléculas candidatas a fármacos (NEWMAN & CRAGG, 

2016). Não obstante, o emprego dos compostos terpênicos como fonte de novas 

moléculas terapêuticas tem movimentado o mercado econômico das indústrias 

farmacêuticas na última década (WANG et al, 2005). Em especial, os monoterpenos 

tem se revelado como moléculas capazes de produzir ações cardiovasculares e podem 

representar promissor emprego terapêutico (SANTOS et al, 2011; ALVES-SILVA et al, 

2016). 
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Alpha-terpineol (TPN) um monoterpeno alcoólico é que possui diversas 

atividades farmacológicas descritas na literatura como: ação antitumoral envolvendo a 

supressão do NF-KB (HASSAN et al 2010); anticonvulsivante e sedativa por 

modulação central (DE SOUSA et al, 2011) gastroprotetora reduzindo os níveis de 

TNF-α (SOUZA et al, 2011); antinociceptiva e antiinflamatória envolvendo bloqueio da 

COX-2 e da iNOS (QUINTANS-JÚNIOR et al, 2011; DE OLIVEIRA et al, 2012) e em 

modelos de hiperalgesia induzem modulação de receptores oipóides e serotoninérgicos 

(OLIVEIRA et al, 2016; GUIMARÃES 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 é um dos compostos majoritários da resina obtida de Protium 

hepthaphylum. Protium hepthaphylum é uma arvore nativa do Brasil, pertencente à 

família Burseraceae, que se distribui no norte e nordeste do país. Conhecida 

popularmente como “almecega” ou “breu-branco” possui emprego tradicional por 

comunidades indígenas em rituais curandeiros e religiosos. Estudos recentes 

demonstraram que o óleo essencial de obtido das resinas de P. hepthaphylum produziu 

ações 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 responsável pelas atividades vasorelaxantes do óleo 

essencial obtido de P. hepthaphylum. TPN também possui ações anti-hipertensivas 

agudas e hipotensoras em diferentes modelos de hipertensão (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 

miocárdio induzido por isoproterenol em ratos.  
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2 Revisão da literatura 

 

2.1 Considerações gerais sobre infarto agudo do miocárdio 

O infarto agudo do miocárdio (IAM) é uma das patologias do aparelho 

cardiovascular que é conceituado como uma doença relacionada à diminuição do aporte 

de oxigênio ofertado e demandado às células cardíacas prejudicando as funções 

metabólicas do coração (THYGESEN, 2012). A isquemia miocárdica é comumente 

associada ao mal prognostico cardíaco provocando mortes súbitas e comorbidades como 

a insuficiência cardíaca progressiva (CAHIL & KHARBANDA, 2017). 

Assim a isquemia miocárdica contribui para o agravo das doenças 

cardiovasculares. Considera-se assim, que os índices relevantes em saúde como: número 

de pacientes acometidos pelo infarto, número de indivíduos com risco isquêmico, taxa 

de morbidade e taxa de mortalidade, devam ser monitorados ao redor do mundo, visto 

que a doença isquêmica miocárdica é responsável por 37 % da mortalidade no mundo 

(RAHIMI et al, 2015).  

Na Europa, as doenças cardiovasculares produzem 11,3 milhões de novos casos 

anualmente, causam 3,9 milhões de mortes anuais e o infarto é a primeira causa das 

mortalidades das doenças cardiovasculares. Sendo assim produz alto índice de 

internações 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 prevalência do IAM seja de cerca de 

300-400 mil casos/ano e 1 óbito a cada 6 casos (SBC, 2004; ROGER et al, 2007). 

Entretanto acredita-se que este número possa ser subestimado em função de casos 

subnotificados. 

Em adição, os custos com internações hospitalares e cuidados à saúde dos 

pacientes acometidos pelo IAM sobrecarregam os cofres públicos. A união europeia 

dispõe anualmente de 53% do fundo monetário destinado a saúde somente para as 

doenças cardiovasculares o equivalente a 11 bilhões de euros, sendo €18.875,775 

destinados aos tratamentos do infarto (EHNHEART, 2017).  

Nos Estados Unidos, o custo com internações hospitalares de pacientes 

infartados reflete 20% da sua arrecadação fiscal, representando cerca de US$15.889,00 

por paciente hospitalizado (AFANA et al, 2015). Estes dados estão em consonância 
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com nosso país, no Brasil, estima-se que o tratamento padrão incluindo as intervenções 

cirúrgicas de implante de stents coronários seja em torno de R$ 8.211.654,50 anuais 

para o sistema único de saúde, o que reflete um gasto de aproximadamente R$ 

23.461,87 por paciente com intervenção cirúrgica ou R$ 12.873,69 se a intervenção 

cirúrgica não for necessária (MARQUES et al, 2012).  

Para melhor prognóstico nos desfechos clínicos do infarto, o diagnóstico precoce 

do infarto se faz necessário. Em sua maioria, as metodologias utilizadas no diagnóstico 

do infarto são eficazes e possuem alta sensibilidade em sua acurácia guiando os 

profissionais clínicos ao correto diagnóstico do IAM (PIEGAS et al, 2005). O 

diagnóstico do IAM baseia-se na utilização de marcadores séricos enzimáticos e não-

enzimáticos, alterações na atividade elétrica cardíaca medidas através do 

eletrocardiograma, mudanças nos parâmetros hemodinâmico, além de disfunções na 

função cardíaca verificadas através do ecocardiograma (PANDEY & GUPTA, 2011). 

Dentre os marcadores séricos do infarto a troponina I e a isoforma MB da 

creatino fosfoquinase são considerados os marcadores mais sensíveis e seletivos para as 

lesões cardíacas isquêmicas (WU et al, 1996, PANDEY & GUPTA, 2011). Entretanto, 

as dosagens séricas de mioglobina, lactato desidrogenase tipo II e as transaminase como 

a transaminase glutâmica oxalacética e a transaminase oxalacética pirúvica são 

rotineiramente utilizada como auxiliar no diagnóstico do IAM (JAFFE et al, 1996; 

PRABODH et al, 2012). 

A troponina I é uma proteína intracelular dos miócitos, integrante de um 

complexo de três proteínas (troponina T, troponina C e troponina I) participantes do 

processo de excitação-contração de dois dos tecidos musculares: cardíaco e esquelético. 

Porém não participam do processo de contração do músculo liso e sua liberação 

sanguínea é intimamente relacionada com lesões musculares e sensivelmente alterada 

nas lesões cardíacas, sendo utilizada no diagnóstico precoce de pacientes infartados, 

pois eleva-se na corrente sanguínea entre as 6 primeiras horas do início da lesão 

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

  A creatino-fosfoquinase é uma enzima intracelular de tecidos musculares que 

possui a função de fornecer moléculas energéticas durante a contração muscular no 

ciclo de Krebs, compostas por três isoformas (CK-MM, CK-BB e CK-MB), divergem 

em sua localização e abundância. A creatino fosfoquinase MB é uma isoforma que suas 
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concentrações séricas elevam-se entre 12 e 24 horas após o início da lesão isquêmica e 

permanecem em altas concentrações durante 30 horas mantendo-se estável no soro de 

pacientes infartados. A concentração total das três isoformas mantem-se estável por até 

72 horas e por esta razão são consideradas seguras para o correto diagnóstico das lesões 

cardíacas por isquemia-reperfusão (PULEO et al, 1990; PIEGAS et al,2005;MOTTA, 

2011; DANESE & MONTAGNA, 2016).    

Mioglobina é um pequeno peptídeo responsável pelo transporte de oxigênio para 

os músculos esquelético e cardíaco. Assim a redução na disponibilidade de oxigênio 

ofertada ao coração pode ser mensurada e torna-se útil no diagnóstico precoce do 

infarto, devido aos níveis séricos aumentarem em 1 hora após a lesão isquêmica, 

mantendo máxima liberação entre 4 à 12 horas à injúria, porém  retornam aos níveis 

basais rapidamente após as 12 horas do infarto. Por este motivo seu uso é desvantajoso 

no diagnóstico tardio não sintomático do infarto e seu aumento também está envolvido 

no processo de degradação do óxido nítrico muscular (OHMAN et al, 1990; MYTHLI 

& MALATHI, 2015). 

Embora estes sejam os marcadores de lesões cardíacas mais úteis no diagnóstico 

do infarto do miocárdio, novos métodos de detecção têm crescido visando a prevenção 

do desenvolvimento do infarto em pacientes de risco. Neste contexto, a utilização de 

pequenas moléculas como o micro RNA´s mostra-se eficaz na correlação do aumento 

deste segundo mensageiro na resposta de hipóxia em pacientes infartados, e novos kits 

de diagnóstico estão sendo desenvolvidos visando a inserção de uma terapêutica 

cardiovascular menos invasiva, além da redução dos custos hospitalares relacionados ao 

internamento destes pacientes nas unidades de terapia intensiva em cardiologia 

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

Ainda que o uso de marcadores bioquímicos seja clinicamente relevante no 

diagnóstico do infarto, o eletrocardiograma ainda é o recurso mais aplicado no 

diagnóstico do infarto (PANDEY & GUPTA, 2011). As mínimas mudanças bioelétricas 

no coração são perceptíveis nos traçados eletrocardiográficos, e por esta razão é 

possível localizar os pontos focais de micro lesões por injúria, verificar se as lesões 

desenvolvidas são recentes ou passadas, além de ser possível quantificar a área de 

ocorrência do infarto, podendo assim avaliar o grau de comprometimento cardíaco do 
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infarto desenvolvido nos pacientes (HERRING & PATERNSON, 2006; HWANG 

2014). 

Durante o IAM, as principais alterações eletrocardiográficas manifestadas são: 

mudanças da onda T, indicando que a isquemia miocárdica desenvolvida durou tempo 

inferior a 20 minutos, depressões ou elevações do segmento ST do eletrocardiograma, 

com durabilidade superior a 20 minutos de anóxia e aprofundamento da onda Q, 

apontando para uma necrose resultante de uma anóxia persistente (PIEGAS et al, 2005; 

GOLDBERGER et al, 2018). Quanto à localização do infarto desenvolvido, as 

alterações nas derivatizações precordiais são mais sensíveis às mudanças bioelétricas 

nas paredes miocárdias, sendo mais úteis na precisão das artérias ocluídas e suas 

respectivas paredes lesionadas, entretanto, as derivatizações periféricas também podem 

ser correlacionadas com a origem das coronárias oclusas e suas terminações 

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

O eletrocardiograma também pode ser útil na identificação de eventos pós-

infarto ou ainda na detecção de patologias cardíacas decorrentes do infarto como: 

arritmias atriais e ventriculares, fibrilação atrial, falhas na condução do potencial de 

ação por bloqueios de ramos e feixes, mecanismos de reentrada e desvios de condução 

elétrica e ainda bloqueios átrio-ventriculares (PASOTTI et al, 2006; LEMMER & 

VLAHAKES, 2010; COPPOLA et al, 2013; YAHALOM et al, 2013). Outras 

metodologias cardiológicas vêm sendo aplicadas na identificação do infarto agudo em 

pacientes infartados como o ecocardiograma, alterações sobre a homeostasia nos 

parâmetros hemodinâmicos assim como na demanda miocárdica de oxigênio calculado 

através do produto da pressão arterial em função da frequência cardíaca (EGINEER et 

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

Diante a alta complexidade da evolução clínica 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 urgência (em geral 

realizado por serviços móveis de saúde), atendimento pré-hospitalar (fase de 

manutenção dos medicamentos do paciente até a chegada ao hospital), atendimento 

hospitalar intensivo, atendimento hospitalar de manutenção, alta hospitalar e por fim 
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farmacoterapia de reabilitação, visando à reinserção do paciente a sua rotina habitual 

(SBC, 2009). 

As primeiras horas do desenvolvimento do infarto são consideradas pontos de 

controle na terapêutica cardiovascular, devido ao período crítico de evolução clínica 

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 

lesão isquêmica. As diretrizes que norteiam as condutas terapêuticas do tratamento do 

IAM recomendam o uso imediato do eletrocardiograma nas 12 derivatizações, nas 

unidades móveis para avaliar imediatamente o grau e a extensão do infarto 

acompanhando a evolução clínica, assim como sua remissão (SBC, 2009; SBC, 2014; 

SBC, 2015).  O tratamento de urgência do serviço móvel baseia-se no tratamento de 

suporte a vida. Nesse sentido, são adotados os procedimentos descritos nas literaturas de 

suporte avançado de suporte ao coração, caracterizado pelo atendimento rápido com 

tomadas de decisão bem estabelecidas por protocolos internacionais e nacionais de 

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

De modo geral a conduta farmacoterapêutica do serviço de urgência inicia-se 

com a administração intranasal de oxigênio em casos onde o indivíduo possui um 

percentual de oxigênio saturado menor que 94% ou em casos de congestão pulmonar ou 

ainda em casos onde o paciente descreva dificuldade no ritmo respiratório, a 

oxigenoterapia é indicada na maior parte dos pacientes infartados contraindicado 

somente se o indivíduo permaneceu tempo maior que 90 minutos sem atendimento, 

devido ao aumento da resistência vascular sistêmica e redução do débito cardíaco, 

tornando a reperfusão cardíaca prejudicial ao indivíduo (BURLS et al, 2011; 

CABELLO et al, 2016). São também administrados analgésicos opióides endovenoso 

visando à redução do desconforto torácico e da ansiedade, nitratos orgânicos sublinguais 

para alívio da dor anginosa e aumento da reperfusão miocárdica (SBC, 2014; SBC, 

2015).  

O controle da homeostase sanguínea também deve ser controlado, visto que 

estudos de metanálise indicaram que a estase sanguínea com a formação de trombólise 

pré-hospitalar e hospitalar são favoráveis ao desfecho clínico negativo, do mesmo modo 

que o uso de trombolíticos 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; 

BJÖRKLUND et al, 2006). 

Desta maneira, o uso de antiplaquetários e trombolíticos são rotineiramente 

aplicados no tratamento pré-hospitalar no atendimento de suporte a vida, facilitando a 

degradação de trombos formados nas coronárias e reduzindo a adesão plaquetária para a 

prevenção da formação de novos trombos e assim diminuindo o risco de novas oclusões 

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

O atendimento hospitalar fundamenta-se através do nível de remissão do infarto 

devido às intervenções no atendimento pré-hospitalar, e controle cardiovascular 

previamente estabelecido, porém, a utilização de novas condutas são cruciais para 

investigar a necessidade de intervenções invasivas ou não invasivas na desobstrução 

coronária, além da manutenção do controle homeostásico cardiovascular para evitar a 

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

Assim a utilização da terapia farmacológica dependerá dos resultados 

apresentados em exames eletrocardiográficos, ecocardiográficos, marcadores 

bioquímicos e exames imageamento. Na fase de atendimento de urgência deseja-se 

conservar o controle hemostático e este deve ser realizado por anticoagulantes 

intravenosos e agentes trombolíticos, quando necessários, enquanto o controle 

cardiovascular deve-se ao uso de agentes beta-bloqueadores com a monitorização da 

frequência cardíaca em 60 bpm. Em casos onde há o aparecimento de arritmias 

ventriculares ou fibrilações atriais o uso de antiarrítmicos deve ser usado para evitar o 

choque cardiogênico, no entanto, não são rotineiramente aplicados (RISENFORS et al, 

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

Após a avaliação de risco do paciente infartado em submissão a desobstrução 

coronariana pelo método invasivo, o indivíduo pode então ser designado para o 

atendimento de cardiológico clínico, onde haverá a controle da reperfusão miocárdica e 

monitorização da melhora nas funções cardíacas, quando não há necessidade de 

procedimentos cirúrgicos, enquanto que aqueles indivíduos que necessitam do processo 

cirúrgico são designados para o implante de dispositivos coronários e em seguida 

devem iniciar o tratamento farmacoterapêutico no atendimento cardiológico clínico 

(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 terapêutica 

farmacológica múltipla composta por: gases medicinais, analgésicos, trombolíticos, 

anticoagulantes e agentes cardiovasculares (SBC, 2004; SBC, 2009; SBC, 2014; SBC, 

2015). Dentre os agentes cardiovasculares, os estudos de metanálise tem demonstrado 

que o uso de beta-bloqueadores é favorável à redução no risco relativo de mortalidade 

de pacientes hospitalizados, estas ações foram atribuídas a redução sinérgica 

cardiovascular, reduzindo a frequência cardíaca, o inotropismo e a redução na pressão 

arterial, resultando melhora do consumo do oxigênio miocárdico, bem como, na 

melhora da perfusão miocárdica (FREEMANTLE et al, 1999; CHEN et al, 2005). 

Em casos de contraindicações ou resistências aos beta-bloqueadores, o uso dos 

antagonistas dos canais para cálcio são clinicamente úteis, entretanto, estudos de 

metanálise revelam que os antagonistas de canais para cálcio não mostraram benefícios 

cardiovasculares sugestivas na redução da mortalidade ou na reincidência de infarto, 

quando utilizados na fase aguda ou de recuperação da isquemia (TANI et al, 2004; SBC, 

2015). Contudo, controlaram os sintomas anginosos comparáveis aos beta-bloqueadores 

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

O uso dos vasodilatadores coronários restrigem-se a fase aguda inicial, somente 

em casos de reversão de espasmos ou para alívio da dor anginosa não tratada por beta-

bloqueadores ou antagonista dos canais para cálcio (MENYAR, 2006; CASTRILLO et 

al 2016; KANNAM, 2017).  O tratamento de reabilitação e manutenção pós hospitalar 

objetiva-se em evitar a reincidência dos infartos ou manifestações anginosas, assim, o 

tratamento ambulatorial dos pacientes pós-infarto também são caracterizados pelo 

grande espectro de medicamentos e as classes mais rotineiramente usadas são: anti-

hipertensivos, hipolipemiantes orais, antiplaquetários, anticoagulantes orais e 

trombolíticos. 

O uso dos anti-hipertensivos compõe a maior parte das prescrições do tratamento 

do IAM, onde a terapia farmacológica pode apresentar um ou mais representantes das 

mais variadas subclasses anti-hipertensivas. O uso mais comum de anti-hipertensivo na 

farmacoterapia cardiovascular pós-infarto são os antagonistas de receptores de 

angiotensina I, as evidências clínicas mostram que pacientes pós-infartados melhoraram 

a função cardíaca e reduziram o reinfarto. Esses efeitos foram atribuídos à diminuição 

do remodelamento cardíaco em indivíduos com disfunção ventricular esquerda, graças a 
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modulação no sistema renina-angiotensina-aldosterona (MINUZZO et al, 2014; LEE et 

al, 2016). Adicionalmente, os antagonistas dos receptores para aldosterona, como o 

eplerone aperfeiçoou o tratamento farmacológico múltiplo aplicado com inibidores da 

enzima conversora de angiotensina, aspirina, beta-bloqueador e estatinas, reduzindo 

17% a mortalidade de indivíduos pós-infarto em comparação com o grupo placebo com 

mesmo protocolo farmacoterapêutico (PITT et al, 2003). 

Estudos recentes demonstram que o uso de beta-bloqueadores é capaz de reduzir 

a mortalidade e a reincidência de infarto em terapias secundárias de indivíduos após o 

infarto do miocárdio (KEZERASHVILI et al, 2012; DINICOLANTONIO et al, 2015; 

SOEIRO et al, 2016). Os antagonistas de canais para cálcio, não possuem estudos 

recentes sobre seu uso em indivíduos após o infarto, as evidências mais antigas apontam 

para um possível benefício prognostico, quando analisado especificamente verapamil e 

diltiazem, os estudos associam a vasodilatação coronária e sistêmica, melhorando a 

reperfusão miocárdica a sugestivas melhorias nas taxas de mortalidade, entretanto a 

consistência destes resultados é questionável por agências de cuidados à saúde em todo 

o mundo, portanto o uso dos antagonistas de canais para cálcio é considerado como 

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

Hipolipemiantes orais são vastamente prescritos para reduzir as dislipidemias e 

prevenir o reinfarto por obstrução de novos ramos de artérias coronárias (SWARTZ et 

al, 2001; CANNON et al, 2004; BAIGENT et al, 2005). Uma metanálise recente, 

demonstrou que o uso de hipolipemiantes orais de diferentes potencia, foi capaz de 

reduzir os desfechos clínicos associados à mortalidade e a reincidência de infarto em 

função da potência do hipolipemiante reduzir o colesterol LDL (STONE et al, 2013). 

Os antiplaquetários associados com anticoagulantes orais mostram-se eficazes 

em reduzir a formação de trombos e placas ateroscleróticas em pequenos ramos 

vasculares como as artérias coronárias, reduzindo a capacidade de oclusão coronária por 

ateromas (FLOYD et al, 2017). A associação destes fármacos são aconselhados por até 

um ano após o evento isquêmico, os estudos apresentados de SABATINE, 2005 e 

GARLTON, 2006 recomendam o uso da terapia fibrinolítica por até 4 semanas após o 

infarto agudo do miocárdio (SABATINE et al, 2005; GARLTON et al, 2006). O uso 

dos anticoagulantes orais, especialmente os derivados cumarínicos, mostraram-se 

capazes de reduzir a mortalidade e a reincidência de infarto do miocárdio (VAN et al, 
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2002; HURLEN et al, 2002). Entretanto, não há consenso no uso dos anticoagulantes 

orais para o tratamento pós-infarto. O uso destes agentes é sugerido na rotina de 

indivíduos com tromboembolismo sistêmico, trombo intracardíaco laudável ao 

ecocardiograma, fibrilação atrial e histórico de tromboembolia em infartos de grande 

extensão, especialmente quando atingida a parede anterior e ainda quando o indivíduo 

apresenta disfunção cardíaca grave associada a insuficiência cardíaca (SBC, 2009; SBC, 

2014; SBC, 2015).   

Como visto, o tratamento farmacológico do IAM é complexo e envolve diversas 

fases na conduta terapêutica. A principal estratégia utilizada é o uso da polifarmácia 

composta por: oxigenoterapia, antianginosos, analgésicos, antiarrítmicos, anti-

hipertensivos, hipolipidêmicos e antiagregantes plaquetários, sejam por via intravenosa, 

na fase aguda da doença ou oral na terapia de reabilitação e manutenção (SBC, 2009; 

SBC, 2014; SBC,2015).  

Em adição, as recomendações mais recentes também sugerem a utilização de 

abordagens não farmacológicas, para a melhoria na qualidade de vida de indivíduos 

após o infarto, estas recomendações incluem: interromper o tabagismo de indivíduos 

fumantes, prescrição de uma dieta adequada e equilibrada, readaptação ao exercício 

físico de baixo impacto e adesão aos programas de reabilitação (SBC 2014; SBC, 2015). 

Em contraste, apesar das melhorias no manejo clínico e farmacológico, o IAM 

continua a ser a principal causa de morte em todo o mundo e é notável a inexistência de 

uma classe de fármacos cardioprotetora na literatura (ZHOU, 2012). Neste contexto, 

recentes estudos tem demonstrado a necessidade da implementação de novas estratégias 

terapêuticas para a cardioprevenção (SPATH et al, 2016, SLUIJTER et al, 2014; 

HAUSENLOY et al, 2017). No qual a cardioproteção pode ser compreendida como 

todos os mecanismos e meios que contribuem para a preservação cardíaca por meio da 

redução ou mesmo prevenção do dano miocárdico (KLUBER & HAAS,1996). 

Estas estratégias podem envolver como alvos estratégicos, técnicas de 

transplante cardioplégico, uso de terapias celulares visando o estímulo para a maturação 

e diferenciação de células pluripotentes, em novos de cardiomiócitos, gerados a partir de 

bancos de células tronco ou ainda a modulação de alvos moleculares como: receptores 

cardíacos, receptores e canais mitocondriais e ainda inibição das vias apoptóticas 

(JACOBSON et al, 2000; SLUIJTER et al, 2014; HAUSENLOY et al, 2017). 
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HAUSENLOY e cols 2010 têm apontado as recomendações úteis para a 

transposição dos estudos farmacológicos de cardioproteção em modelos experimentais e 

sua correlação com o infarto desenvolvido em humanos para inserção de uma futura 

classe farmacológica cardioprotetora, essas recomendações incluem: a seleção do 

animal utilizado, influência de comorbidades, modelo de infarto experimental 

desenvolvido (ex-vivo e in vivo) e sua duração entre outros. Além das variáveis 

analisadas como: mortalidade, área de infarto, dosagem de marcadores bioquímicos 

(CK-MB e troponinas), medida da função cardíaca e análises mais robustas como 

mapeamento do metabolismo cardíaco por RMN P em tempo real e ecocardiograma 

(HAUSENLOY et al, 2010).  

Recentes estudos evidenciam o papel das vias parassimpáticas como 

mecanismos de cardioproteção (SUN et al, 2011; INSERTE & GARCÍA-DORADO et 

al, 2015; KINGMA et al,2017; ITANCHAI et al, 2018) indicando que a acetilcolina 

pode exercer papel fundamental na prevenção do IAM , assim como, pode ativar vias de 

sobrevivência celular pós-infarto através de complexos mecanismos que envolvem os 

receptores muscarínicos e nicotínicos (Figura 1, pág 40) (SUN et al, 2011; ITANCHAI 

et al, 2018). Também tem sido evidenciado o envolvimento do NOSe-GMPc-PKG 

como agentes mediadores na cardioproteção endógena da acetilcolina liberada pelo 

nervo vago e consequente aumento na estimulação do óxido nítrico disponível no 

miocárdio (INSERTE & GARCÍA-DORADO, 2015; KINGMA et al, 2017).  

Estes estudos recentes oferecem suporte às evidências de ZAUGG & SCHAUB, 

2004 em que o sistema parassimpático exerce função cardioprotetora através de 

mecanismos celulares na simpatomodulação na intercomunicação do coração e 

pequenos vasos sanguíneos especialmente em situações de trauma ou estresse como 

uma resposta fisiológica (ZAUGG & SCHAUB, 2004). 
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FIGURA 1 - Representação esquemática simplificada da sinalização celular cardioprotetora em 

miócitos cardíacos produzida pela ativação dos receptores celulares colinérgicos. 

 

Fonte: INTACHAI et al, 2018. 

Devido às evidências de alvos moleculares com transduções de sinais com efeito 

cardioprotetor, alguns compostos tem atraído à atenção, devido sua ação cardioprotetora 

exercida e figuram entre os possíveis candidatos a fármacos cardioprotetores. 

Adenosina tem demonstrado ação cardioprotetora tanto em estudos experimentais 

quanto em estudos clínicos reduzindo a área de infarto (OLAFSSON et al 1987; ROSS 

et al, 2005; LASLEY, 2018).  Também foi evidenciado o envolvimento de receptores 

muscarínicos nos benefícios cardíacos produzidos pela adenosina no infarto  por injúria 

e reperfusão em ratos (SUN et al, 2011) 

O peptídeo natriurérico atrial (ANP) tem mostrado modesto efeito cardioprotetor 

em estudos experimentais reduzindo a área de infarto em coelhos (YANG et al, 2006) e 

também exibiu efeito cardioprotetor reduzindo os níveis de creatino fosfoquinase em 

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

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

exenatide 4, exibiu ações cardioprotetoras em diversos estudos experimentais com 
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animais de pequeno e grande porte (SONNE et al, 2008; TIMMERS et al, 

2009;HAUSENLOY et al, 2012) e também apresentou redução da área de necrose em 

pacientes infartados (LONGBORD et al, 2012;  WOO & KIM, 2013). 

 A administração do antagonista seletivo de receptores β1-adrenérgicos, 

metoprolol, preveniu o infarto por reperfusão, reduzindo a área de infarto em animais de 

grande porte (IBANEZ et al, 2007) e reduziu á área de necrose, o remodelamento 

cardíaco e a disfunção do ventrículo esquerdo  em estudos clínicos (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 ativação da via JAK-2/STAT-

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

A Janus kinase 2 (JAK-2) pertence a uma família de receptores do tipo tirosino-

kinases, que ao serem ativadas induzem a fosforilação dos fatores de transcrição 

ativados por sinalizações transdutoras como a STAT-3, esta sinalização intracelular 

regula transcrição gênica de fatores anti-apoptóticos como os fatores Bcl2  que uma vez 

fosforilados por STAT-3 mediada inibe o dano nuclear e mitocondrial pela supressão da 

via da caspase que induz necrose celular em lesões de injúria-reperfusão (SUN et al, 

2018) 

 Ciclosporina A, um fármaco imunodepressor tem demonstrado ação 

cardioprotetora em estudos experimentais ex-vivo e in vivo envolvendo a participação da 

inibição do poro de permeabilidade mitocondrial (PIOT et al, 2008; MEWTON et al, 

2010), também preveniu o infarto em estudos clínicos com pacientes trombolisados 

(GAFFARI et al, 2013) e melhorou os desfechos clínicos de pacientes hospitalizados 

pós infarto (CUNG et al, 2015; OTTANI et al, 2016). Embora haja um número 

considerável de estudos circundando a ciclosporina A, não é claramente elucidado o seu 

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

Alguns compostos de origem natural também tem apresentado efeito significante 

sobre o infarto do miocárdio, produzindo relevante efeito cardioprotetor. Dentre eles, 

miricetina, um flavonóide encontrado em uvas da espécie vitis vinífera, exibiu efeito 

cardioprotetor in vivo no modelo de infarto por isoproterenol e envolve a participação 

do segundo mensageiro STAT-1 (TIWARI et al, 2009; SCARABELLI et al, 2009). 
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Embora não existam estudos clínicos com miricetina, esta molécula tem sido apontada 

por sua promissora ação cardiopreventiva (GOUTAM et al, 2017). 

Omega 3, um ácido graxo polinsaturado quando suplementado em indivíduos 

saudáveis, preveniu o surgimento de doenças cardiovasculares (LEE et al, 2008), em 

estudos experimentais este efeito parece envolver a redução da inflamação engatilhada 

pelo ácido araquidônico, reduzindo a inflamação cardíaca, porém também parecem 

envolver a participação de canais iônicos e segundos mensageiros, além de promover 

melhoras da função autonômica, melhora das funções endoteliais e ações 

antiplaquetárias (ADKINS & KELLEY, 2010; ENDO & ARITA, 2016; ROY & 

GUENNEC, 2017). Embora estes efeitos tenham apresentado correlação benéfica com o 

sistema circulatório, algumas diferenças entre os efeitos em estudos experimentais e em 

humanos são relatados (DESNOYERS et al, 2018). 

Resveratrol, um polifenol obtido de uvas também é indicado com futuro 

candidato de fármaco cardioprotetor. Seus efeitos cardiovasculares tem sido estudado ao 

longo das duas últimas década, por diversas abordagens experimentais: ex vivo, in vitro, 

in vivo e clínicas, as evidências apontam para o efeito cardioprotetor dependente da ação 

antioxidante como mecanismo de ação, embora possam envolver ações 

antiproliferativas, anti-inflamatórias e mediadora na expressão gênica (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 endógenos, sintéticos, nutracêuticos ou naturais isolados, 

extratos de plantas que possuem atividade anti-hipertensiva e cardioprotetora em 

estudos pré-clínicos, são apontados como uma sugestão de tratamento coadjuvante na 

prevenção do desenvolvimento do infarto agudo do miocárdio (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 revisão  

 O infarto induzido por isoproterenol surgiu como um método alternativo e eficaz 

de estudo experimental das lesões de isquemia-reperfusão aos já existentes na literatura 

como: procedimentos cirúrgicos de oclusão coronariana, implantes de bombas 

osmóticas contendo agonistas β-adrenérgicos ou métodos ex-vivo em banhos de órgãos 

isolados e perfundidos. O baixo custo efetivo do modelo experimental associado à alta 

reprodutibilidade apresenta-se como vantagens aos modelos até então usados para 

estudos fisiopatológicos do IAM ou como método de avaliação de compostos com 

potencial cardioprotetor (WONG et al, 2017). 

 Neste contexto o uso do isoproterenol subcutâneo mostra-se útil em mimetizar o 

IAM desenvolvido em humanos, contemplando as diversas alterações metabólicas 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 denominação comum 

internacional isoproterenol é uma catecolamina sintética que atua como agonista de 

receptores β-adrenérgicos não-seletivos. A alta densidade de receptores β-adrenérgicos 

nos tecidos cardíacos favorece ao desenvolvimento da cardiomiopatia induzida pelo 

isoproterenol (GOODMAN & GILMAN, 2018).  

 O uso do isoproterenol para produzir injúria miocárdica, pode produzir graus 

patológicos diferentes em sua indução devido à dose utilizada. Em baixas doses (0.3–6  

mg/kg), isoproterenol  induz injúria miocárdica de 1-3 semanas de administrações 

repetidas, sem afetar a pressão arterial, porém produz hipertrofia cardíaca acompanhada 

de fibrose e  necrose cardíaca. O uso de isoproterenol em média dosagem (10–85 mg/kg  

1x) produz injúria miocárdica associada a temporária redução da pressão arterial 

sistólica e diastólica, além de mudanças na ultraestrutura mitocondrial, produzindo 

inchamento da mitocôndria. A administração de isoproterenol em altas doses (85–300 

mg/kg, administração repetida) produz necrose miocárdica difusa,  hipertrofia 

ventricular, alterações hemodinâmicas, alterações metabólicas e eletroiônicas 

(SIDDIQUI et al, 2016). 

 Isoproterenol assemelha-se as catecolaminas endógenas devido à presença de um 

núcleo aromático catecol unido a uma porção alifática. A porção alifática confere às 

catecolaminas maior afinidade entre os receptores metabotópicos como adrenégicos 
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e/ou dopaminérgicos (BANGASH et al, 2012; LIAUDET et al, 2014). Em relação à sua 

estrutura molecular (Figura 2, pág 44), o grupamento alifático isopropila ligado ao gupo 

amina confere ao isoproterenol maior afinidade β-adrenérgica e pouca afinidade por 

receptores α-adrenérgicos, enquanto que a presença de hidroxilas ligadas ao anel 

aromático nas posições 3 e 4 potencializam a ação β-adrenérgica, enquanto que a 

hidroxila ligada ao carbono na posição β aumenta a hidrofilia molecular e reduz a ação 

central (HOFFMAN et al, 2001). 

FIGURA 2- Estrutura molecular do isoproterenol 

 

 

 

 

 

Fonte: SIDDIQUI et al, 2016 

A transdução de sinal produzido por isoproterenol é igual aos dos agonistas 

adrenérgicos cardíacos. A ativação de receptores cardíacos β1,2 adrenérgicos induz a 

ativação da proteína G tipo s que induz a  dissociação de seu trímero, a subunidade α 

estimula a ativação da adenilato ciclase e induz a ciclização do monofosfato de 

adenosina (AMPc) e consequente ativação de canais para cálcio do retículo 

sarcoplasmático e  dos canais para cálcio ancorados na membrana, resultando em 

aumento da condutância de cálcio intracelular mediados pela fosforilação da proteína 

kinase A (PKA). A dissociação do trímero da proteína Gs, também aumenta a 

estimulação de proteínas contráteis, assim, o aumento intracelular do cálcio ventricular 

e a estimulação de proteínas contráteis produzem inotropismo, cronotropismo 

lusitropismo e badmotropismo positivo, resultando em aumento da força de contração, 

frequência cardíaca, da velocidade de condução e do débito cardíaco (MOURA & 

VIDAL, 2011).  

 Entretanto, doses maciças e repetidas de isoproterenol produzem sobrecarga da 

sinalização cardíaca do cálcio e aumento da demanda miocárdica de oxigênio alterando 
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o estado energético mitocondrial cardíaco e produção de espécies reativas de oxigênio 

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 peroxidação lipídica induzida pelos 

radicais livres (anions superóxido e hidroxil) durante a hipóxia/anóxia. Não obstante, 

isoproterenol é capaz de produzir lesões cardíacas por hipóxia e consequente 

hiperprodução de espécies radicalares engatilhando a peroxidação lipídica (COSTA et 

al, 2011). Isoproterenol também é capaz de alterar a atividade de enzimas antioxidantes 

como superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPX) 

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

Em associação, estudos recentes mostram que o isoproterenol, também pode 

causar aumento do estresse oxidativo durante a biotransformação e excreção do 

isoproterenol, assim, isoproterenol é convertido a metabólitos ativos como 

isoprenocromos, que possuem a capacidade de agir de modo similar às espécies reativas 

derivadas do oxigênio aumentando a lesão isquêmica cardíaca (REMIÃO et al, 2001; 

REMIÃO et al, 2002).  

O estresse oxidativo produzido na lipoperoxidação tem sido apontado como 

responsável pela fase inflamatória do infarto. Sabe-se que o aumento do estresse 

oxidativo seja responsável pela quimiotaxia e recrutamento de células inflamatórias que 

envolve um complexo mecanismo orquestrado pelo aumento da circulação dos 

leucotrienos, interleucinas e de segundos mensageiros inflamatórios como o TNF-α, 

promovendo neutrofilia miocárdica (NIJIMA et al, 1999; OLIVETTI et al, 2000).  Os 

mecanismos que envolvem todos os processos envolvidos na inflamação das lesões de 

isquemia-reperfusão não é claramente descrito, entretanto, sabe-se que o isoproterenol é 

capaz de mimetizar a inflamação das lesões de isquemia-reperfusão semelhante ao 

humano (LOBO-FILHO et al, 2011). 

Da mesma maneira, sabe-se que o isoproterenol é capaz de aumentar os níveis 

circulantes de integrinas e selectinas, estimulando o mecanismo de rolamento e adesão 

de células inflamatórias nas coronárias e sua invasão no miocárdio subjacente 

(DERIAN et al, 1995; SHUKLA et al, 2015). A estase sanguínea envolvida na 

diapedese neutrofílica pode funcionar como o gatilho para a formação da agregação 

plaquetária e dos trombos oclusivos coronários, produzindo infarto, no entanto, não está 
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claro na literatura se o IAM produzido pelo isoproterenol envolve mecanismos 

trombolíticos e vasoespasmos na geração da hipóxia/anóxia miocárdica 

(RAHMATULLA & DEVI, 2013). 

O aumento das espécies radicalares no miocárdio e o trabalho cardíaco 

extenuante produzem estímulos de morte celular ativado pela via intrínseca e extrínseca. 

A sobrecarga da sinalização do cálcio miocárdico e a alteração do estado energético 

mitocondrial resulta em hiperexpressão de endonucleases que fragmentam o DNA e 

consequente morte celular. O aumento da apoptose cardíaca ocorre devido a supressão 

de moléculas antiapotóticas como o Bcl2 e aumento de moléculas pró-apoptoticas BAX 

(SHUKLA et al, 2015). Este mecanismo de morte celular produzida pelo isoproterenol é 

similar ao encontrado nas lesões de isquemia-reperfusão em humanos (BAROLDI, 

1974, WONG et al, 2017).  

 Isoproterenol também é capaz de modular negativamente o metabolismo 

cardíaco, alterando o metabolismo da taurina, o ciclo dos ácidos tricarboxílicos, assim 

como do ácido cítrico (LIU et al, 2013). É sabido que a taurina é capaz de reduzir os 

níveis circulantes de apolipoproteína B100, componentes da formação de VLDL e LDL, 

que representam risco cardiovascular, ao reduzir o metabolismo da taurina, 

isoproterenol aumenta o risco de infarto pela circulação de LDL e VLDL 

(YANANGITA et al, 2008).  Há evidências, que o baixo nível de taurina, possa 

produzir cardiomiopatia isquêmica devido ao envolvimento da taurina na função 

contrátil cardíaca, porém seus mecanismos não são totalmente conhecidos (RIPPS & 

SHEN, 2012). 

 O isoproterenol também é capaz de produzir alterações sobre o ciclo dos ácidos 

tricarboxílicos e do ácido cítrico. Isoproterenol inibe a beta-oxidação de lipídeos, 

aumentando os níveis de lipídicos na corrente circulatória, representando risco 

cardiovascular. De modo similar, isoproterenol é capaz de alterar a via glicolítica, 

assim, isoproterenol aumenta a glicólise e o ciclo do ácido tricarboxílico. O aumento na 

glicólise miocárdica induzida por isoproterenol, indica o uso excessivo de glicose para 

desempenhar o trabalho cardíaco sistólico. Os níveis de treonina, glicina e alanina no 

musculo cardíaco de ratos foi diminuída após indução do infarto com isoproterenol, 

indicando deficiência no metabolismo energético no miocárdio de ratos infartados (LIU 

et al, 2013). 
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 Em adição, isoproterenol é capaz de estimular a lipólise mediada por receptores 

β3 em adipócitos, aumentando a circulação lipídica e a formação de aterosclerose no 

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

As alterações eletrolíticas estão relacionadas com aumento dos níveis de cálcio e 

de sua captação pelo miocárdio em torno de 6 horas após a administração do 

isoproterenol, redução nos níveis de Na+ e Ca2+ e aumento dos níveis de K+ na corrente 

sanguínea, após 24 horas manutenção ou ligeiro aumento nos níveis de Na+ no 

miocárdio e normalização dos eletrólitos com leve redução nos níveis de cálcio 

plasmáticos (REMIÃO et al ,2001). 

As alterações membranares, ocorrem sobre os fosfolipídeos, após 24 horas da 

administração do isoproterenol, diminuindo a capacidade de metilação do sarcolema, 

aumento do conteúdo do retículo sarcoplasmático e redução da capacidade de metilação, 

não foram descritas alterações significativas no conteúdo e na metilação de 

mitocôndrias (SÁNCHES et al, 1997). Quanto ao sarcoplasma, após 24 horas a 

administração do isoproterenol, há diminuição sobre a atividade de canais para cálcio, 

redução dos sistemas antiporte Na+-Ca2+, aumento nos reservatórios superficiais de 

cálcio, sem alteração na densidade de canais para cálcio e dos cotransportadores Na+-

K+(DAHLLA et al, 2001). 

 O isoproterenol é capaz de induzir insuficiência cardíaca em longo prazo, 

associada à hipertrofia ventricular, redução da complacência cardíaca e diminuição da 

fração de ejeção ventricular esquerda (CANNAVO et al, 2013). A hipertrofia 

ventricular desenvolvida pelo isoproterenol não envolve neogênese celular, entretanto 

há participação do aumento da angiotensina II (ANGIO II) sistêmica, assim como da 

redução sobre os níveis circulantes de esfingosina I (OCARANZA, 2002; CANNAVO 

et al, 2013).  
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2.3 Compostos terpênicos e seus efeitos cardiovasculares 

 Os compostos terpênicos são substâncias naturais, reconhecidas por serem 

metabólitos secundários de origem vegetal. São formados através da união de unidades 

de isopreno e possuem como fórmula estrutural básica (C5H8)n. A biossíntese para a 

formação dos compostos terpênicos nos vegetais derivam do metabolismo do ácido 

mevalônico (MVA) através da união de unidades da acetil coenzima A ou através do 

metabolismo do metileritritol fosfato (MEP) (Figura 3, pág 48). Entretanto, em ambas 

as rotas biosintéticas, serão originados os precursores dos terpenos: pirofosfato de 

isopentenila (IPP) e o pirofosfato de dimetilalila (DMAP), que  por sua vez irão originar 

o isopreno (DEWIK, 2002; SIMÕES et al, 2017).  

FIGURA 3- Rotas biossintéticas envolvidas na formação de compostos terpênicos em vegetais. 

 

Fonte: NETO et al, 2017. 

 Em geral, os compostos terpênicos podem ser classificados quimicamente de 

acordo com os grupos orgânicos presentes neles, assim como de acordo com a presença 

ou não de anel aromático estrutural e ainda podem se subclassificar quimicamente de 
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acordo com o número de moléculas de isoprenos associadas. Assim, em relação ao 

grupamento orgânico, podem possuir ligações com álcool, cetona e aldeídos e podem 

ser alifáticos (acíclicos) ou aromáticos, entre as formas com anéis cíclicos podem existir 

nas formas: monocíclica, bicíclica, tricíclica, tetracíclica e pentacíclica. Enquanto a 

classificação relacionada ao número de unidades de isopreno pode ser: hemiterpenos, 

monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, tetraterpenos ou ainda 

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

 Os compostos terpênicos têm atraído interesse da comunidade científicas, devido 

as suas atividades biológicas promissoras. Sendo assim, os compostos terpênicos têm 

sido considerados úteis para o tratamento de diversas doenças humanas. Relatos da 

literatura mostram que em 2002 as indústrias farmacêuticas movimentaram 

aproximadamente 12 bilhões de dólares em moléculas terpênicas e suas aplicações 

farmacoterapêuticas (WANG et al, 2005). Não obstante, o interesse dos compostos 

terpênicos e suas aplicações sobre o sistema cardiovascular têm crescido na última 

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

 Compostos diterpenicos também são capazes de produzir efeitos 

cardiovasculares. Estudos de Oliveira, 2006 mostram que o diterpeno labdano-302 

((8)17, 12E, 14-labdatrieno-18-(óico)) isolado de Xylopia langsdorfiana é capaz de 

produzir hipotensão e taquicardia de maneira dose dependente em ratos normotensos e 

não anestesiados, labdano-302 também é capaz de produzir efeito vasorelaxante em 

artérias mesentéricas de ratos normotensos e hipertensos L-NAME, os efeitos parecem 

envolver em parte a via do óxido nítrico, da prostaglandina I2 e do bloqueio de canais 

para cálcio voltagem dependentes tipo L, assim os efeitos cardiovasculares induzidos 

por labdano-302 são provenientes da vasodilatação periférica (OLIVEIRA, 2004; 

OLIVEIRA et al, 2006; OLIVEIRA, 2008). 

 Estudos de Ribeiro 2005 mostraram que o diterpeno ácido ent-15α-acetoxicaur-

16-en-19-óico (CA-acetoxi) isolado de Guatteria juruensis produziu efeito 

vasorelaxante em artérias mesentéricas isoladas de ratos e nas preparações de átrio 

isolados e perfundidos induziram resposta cronotrópicas e inotrópicas negativas. Em 

ratos normotensos não anestesiados induziu hipotensão e bradicardia que eram abolidas 

na presença de atropina. Assim o diterpeno caurano induziu redução na resistência 

periférica total produzindo hipotensão e reduziu o cronotropismo e o inotropismo 
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cardíaco resultando em bradicardia. Os mecanismos envolvidos nestas ações foram 

dependentes da ativação de receptores muscarínicos e consequente liberação de óxido 

nítrico, além do bloqueio sobre canais para cálcio (RIBEIRO, 2005). 

Os estudos de Simplício e cols, mostram que o labdano ácido Ent-3-Acetóxi-

Labda-8(17),13-Dieno-15-Óico foi capaz de reduzir a pressão arterial de ratos 

hipertensos em ratos com hipertensão cardiorrenal. Labda-15-óico produzir relaxamento 

vascular em artérias com e sem endotélio de ratos hipertensos 2R-1C e 2R. O diterpeno 

foi capaz de reduzir a pressão arterial devido ao relaxamento do músculo liso vascular, 

entretanto a administração intravenosa do diterpenol labda-15-óico produziu aumento 

da pressão arterial em ratos 2R-1C e 2R não-anestesiados (SIMPLÍCIO et al, 2016). 

Cuadrado e cols evidenciaram que um diterpeno labdano produz efeito 

cardioprotetor contra as lesões de isquemia-reperfusão miocárdicas através de 

abordagens ex-vivo, usando culturas de cardiomiócitos ventriculares H9C2, bem como, 

nas abordagens in vivo diminuindo o tamanho do infarto. Os mecanismos relacionados 

ao efeito cardioprotetor envolve a participação da ativação da via AKT nos 

cardiomiócitos (CUADRADO-BERROCAL et al, 2011; CUADRADO-BERROCAL et 

al, 2015). 

Em particular, os monoterpenos são capazes de modular ações sobre o sistema 

cardiovascular, demonstrando promissores efeitos para o tratamento farmacológico de 

doenças do aparelho cardiovascular (SANTOS et al, 2011). Os monoterpenos são 

constituintes comumente encontrados em óleos essenciais de várias estruturas vegetais, 

como flores, folhas, frutos e resinas (YANG et al, 2013; ZUZARTE & SALGUEIRO, 

2015). Monoterpenos, também são atrativos nas indústrias cosméticas devido à vasta 

amplitude de aromas e suas combinações servindo tanto para aromatização quanto para 

a fixação de fragrância dos perfumes (KANG & LEE, 2016; SARKIC & STAPPEN, 

2018) 

 Estudos de Santos e cols, 2011 mostram que aproximadamente 33 monoterpenos 

e seus isômeros, são capazes de induzir respostas cardiovasculares devido às ações 

pressóricas, vasorelaxantes e cardíacas (Figura 4, pág 51). Estas evidências 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 e em humanos (SANTOS et al, 2011). 
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 1,8-cineol e 4-terpineol são monoterpenos apontados como compostos 

majoritários de óleos essenciais obtidos de Alpinia zerumbet. Alpinia zerumbet é uma 

planta conhecida por seus efeitos cardiovasculares. Assim, 4-terpineol induziu 

hipotensão em ratos normotensos e hipertensos (LAHLOU et al, 2002; LAHLOU et al, 

2003). Em experimentos ex-vivo, anéis aórticos relaxaram na presença de 4-terpineol 

devido à inibição eletromecânica do influxo de cálcio através de canais para cálcio 

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

1,8-cineol foi capaz de induzir efeitos vasorelaxantes em aortas isoladas de ratos 

envolvendo ações endotélio-dependentes devido a liberação de óxido nítrico (LAHLOU 

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

FIGURA 4- Monoterpenos com ações cardiovasculares. 
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Fonte: SANTOS et al, 2011. 

1-8 cineol também reduziu a pressão arterial de ratos normotensos anestesiados e 

não-anestesiados (LAHLOU et al, 2002). Em músculos papilares isolados e perfundidos 

de ratos 1,8-cineol induziu inotropismo negativo devido à inibição do influxo de cálcio 

transmembranar (SOARES et al, 2005). 

Citronelol, produziu efeito hipotensor e taquicardico em ratos normotensos não-

anestesiados, e  em preparações de artéria mesentéria isolada de ratos produziu efeito 

vasorelaxante, os mecanismos propostos para os efeitos cardiovasculares estudados 

devem-se ao bloqueio do influxo de cálcio através da membrana por canais para cálcio 

voltagem dependetes, produzindo redução da resistência periférica vascular e 

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

Limoneno, um monoterpeno comumente encontrado em frutas cítricas produziu 

efeito anti-hipertensivo em roedores com hipertensão pulmonar in vivo induzido por 

monocrotalina além de prevernir os agravos da hipertensão pulmonar nos animais 

(TOURVAY et al, 1995). Sobrerol, também foi capaz de reduzir a pressão arterial de 

ratos com hipertensão pulmonar, sendo capaz de regularizar os níveis pressóricos 

(TOURVAY et al, 1995).  
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Mentol, um composto encontrado em espécies de hortelã, produziu efeito 

vasorelaxante em prepareções isoladas de ratos e de humanos, este efeito vasorelaxante 

foi dependente da ativação de receptores muscarínicos vasculares e consequente 

produção de óxido nítrico endotelial em ratos, porém também parece envolver o 

bloqueio dos canais para cálcio e sódio 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 cálcio através dos  canais para cálcio tipo L em cardiomiócitos 

ventriculares (BAYLIE et al, 2010). 

Mirtenal e mirtenol induziram efeito hipotensor de maneira dose-dependente em 

ratos (SAITO et al, 1996). α-pineno e α-cimeno, monoterpenos encontrados em uma 

planta popularmente conhecida como “cominho-preto” foi capaz de produzir hipotensão 

e bradicardia de modo dependente de dose em ratos não anestesiados e anestesiados 

com uretano, estes efeitos foram atribuídos à modulação no controle central vasomotor 

e redução na liberação de neurotransmissores simpáticos, reduzindo a resistência 

periférica total e a frequência cardíaca (EL TAHIR ET AL., 1993; EL TAHIR & 

AGEEL, 1994; EL TAHIR et al, 2003). Entretanto, também foi demonstrado que α-

pineno e β-pineno produzir hipotensão e taquicardia em ratos normotensos não 

anestesiados (MENEZES et al, 2010). 

Carvacrol foi capaz de induzir efeitos vasorelaxantes em anéis arteriais de 

aortas, mesentéricas e artérias cerebrais e cerebelares de ratos (AYDIN et al, 2007; 

EARLEY et al, 2010), também foi capaz de produzir efeitos antiarrítmicos em 

cardiomiócitos isolados de cães e de humanos estes efeitos paracem envolver a 

modulação de canais para cálcio de diversos subtipos (MAGYAR et al, 2004; AYDIN 

et al, 2007; PEIXOTO-NEVES et al, 2010) e em abordagem in vivo produziu redução 

na pressão arterial e na frequência cardíaca de ratos normotensos anestesiados, estes 

efeitos foram atribuídas as ações endotélio-dependentes envolvendo a ativação da via do 

óxido nítrico, pois a indução da hipertensão L-NAME foi inibida pela pré-administração 

de carvacrol (AYDIN et al, 2007). 

 Carvacrol, também foi capaz de produzir cardioproteção contra as lesões de 

isquemia-reperfusão do infarto agudo do miocárdio em ratos e seus mecanismos 

envolvem ações antiapoptóticas e modulações cardíacas 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 injúrias miocárdicas induzidas previamente com doxorubicina (EL-SAYED et 

al, 2016).  

Em adição, timol produziu efeitos arritmogênicos em cardiomiócitos 

ventriculares isolados de cães e de humanos, estes efeitos sugerem o envolvimento da 

inibição de correntes de cálcio e potássio (MAGYAR et al, 2004), estudos com patch 

clamp mostraram que timol é capaz de inibir canais para cálcio voltagem dependente 

tipo L em corações isolados, induzindo efeitos inotrópicos negativos 

(SZENTANDRÁSSY ET AL, 2004) assim como também foi capaz de inibir o influxo 

de cálcio do retículo sarcoplasmático induzindo efeito cardiodepressor 

(SZENTANDRÁSSY ET AL, 2004). Thymol, também foi capaz de induzir ações 

farmacológicas sobre a vasculatura, produzindo efeito vasorelaxante em preparações de 

aortas isoladas de ratos de modo independente de endotélio, as evidências 

demonstraram que timol foi capaz de inibir o influxo de cálcio intracelular em anéis 

aórticos (PEIXOTO-NEVES et al, 2010). 

 A mistura racêmica de linalol foi capaz de produzir efeitos hipotensores e 

taquicardicos em ratos normotensos e não anestesiados, estes efeitos foram atribuídos a 

redução da resistência periférica vascular com consequente taquicardia reflexa devido a 

ativação dos baroceptores cardíacos nas abordagens in vivo (MENEZES et al, 2010). 

Entretanto, os resultados dos efeitos de linalol sobre a frequência cardíaca foram 

variáveis de acordo com o uso separado dos isômeros de linalol. A utilização da 

inalação da molécula levogira (-) linalol em humanos provocou efeito cardiodepressor, 

entretanto a exposição de humanos a molécula dextrogira (+) linalol com mesma via de 

administração induziu cardioestimulação (HOËFERL et al, 2006). 

 O tratamento crônico de ratos ao linalol foi capaz de produzir efeitos 

cardioprotetores in vivo contra o infarto agudo do miocárdio induzido por isoproterenol, 

linalol também preveniu as lesões de isquemia-reperfusão em células H9C2 e os 

mecanimos intrínsecos ao efeito cardioprotetor se correlacionam com múltiplas ações, 

induzindo angiogênese endotelial devido à ativação da via do VEGF-β, assim como, 

também envolvem a ativação da via AKT e possivelmente exerce inibição do GSK-3β 

em células cardíacas (ZHENG et al,2017). 
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 Alpha-terpineol é um monoterpeno cíclico, com massa molar (154.25 g/mol) e 

fórmula molecular (C10H18O) de origem natural que pode ser isolado de uma variedade 

de espécies vegetais aromáticas, apresenta-se como um óleo incolor, volátil e odorífero. 

Seus principais empregos são em aromaterapias, perfumaria e no uso tradicional de 

plantas medicinais aromáticas, sendo componente de óleos essenciais extraídos de 

plantas (BHATIA, 2008). 

 Alpha-terpineol tem sido considerado um dos compostos majoritários 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 à família Burseracea é popularmente conhecida como “almécega” ou “breu-

branco” que se distribui na região amazônica e no nordeste brasileiro. Sua resina é 

utilizada por tribos indígenas brasileiras em rituais curandeiros para tratamento popular 

de diversas doenças, através da inalação 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 óleo 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 participação de canais para 

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

Diversas atividades farmacológicas são descritas para alpha-terpineol (KHALEL 

et al, 2018). Porém, as principais atividades farmacológicas descritas para o α-terpineol, 

no sistema cardiovascular são: vasorelaxante em artérias de resistência de ratos 

espontaneamente hipertensos, estimulando a produção de óxido nítrico via óxido nítrico 

sintase ativados pelo guanilil monofosfato cíclico (RIBEIRO et al, 2010) e anti-

hipertensivo envolvendo a participação de canais para cálcio  sensíveis à voltagens tipo 

L em ratos induzidos a hipertensão com  L-NAME, um inibidor das oxido nítrico 

sintetases (SABINO et al, 2013). 

Diante destas premissas, nós hipotetizamos que o tratamento prévio e subagudo 

com alpha-terpineol isolado das resinas de Protium hepthaphylum possa induzir 

cardioproteção contra o IAM induzido por isoproterenol em ratos. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Geral 

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

Protium hepthaphylum em ratos infartados. 

 

3.2 Específicos 

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

ratos infartados e seus controles; 

 Avaliar o efeito do TPN sobre a prevenção do remodelamento hipertrófico pós-infarto 

induzido em ratos por lesão de isquemia-reperfusão; 

 Avaliar os efeitos do TPN sobre o peso corporal e parâmetros lipídicos de ratos 

previamente tratados e induzidos ao infarto; 

 Avaliar as alterações hemodinâmicas induzidas pelo TPN após o tratamento crônico nos 

ensaios in vivo de cardioproteção; 

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

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

 Avaliar os efeitos do TPN em prevenir alterações sobre as respostas colinérgicas 

cardiovasculares em ensaios farmacológicos in vivo em ratos previamente tratados e 

induzidos ao infarto; 

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

preparações 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 sílico em alvos moleculares relacionados à 

cardioproteção através de docking molecular. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 Substâncias 
 
4.1.1 Sais 

Cloreto de sódio (Isofar, BR), cloreto de potássio (Isofar, BR), cloreto de cálcio 

di-hidratado (Isofar, BR), cloreto de magnésio hexa-hidratado (Isofar, BR), glicose 

(Isofar, BR), bicarbonato de sódio (Isofar, BR), fosfato de sódio mono-hidratado 

(Isofar, BR). 

 

4.1.2 Anestésicos 

Tiopental sódico (Cristália, BR), Cetamina (Syntec, BR), Xilazina (Syntec, BR). 

 

4.1.3 Reagentes analíticos 

EDTA, nifedipina, nitroprussiato de sódio, fenilefrina, acetilcolina, atropina, 

hexametônio, isoproterenol, cremophor, PBS, MTT, RPMI, gentamicina, ácido gálico, 

ácido cafeico, quecertina, Trolox, ácido 2,2´-aziobis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) 

(ABTS), cloreto de ferro(III), cloridrato de naftiletilenodiamino, ferrozina (Sigma 

Aldrisch, EUA),  heparina sódica (Cristália, BR), cloreto de trifeniltetrazólio, etanol 

P.A, Entelan, hexacianoferrato (III) de potássio, nitropussiato de potássio, carbonato de 

sódio, monohidrogenofosfato de sódio, ácido fosfórico, ácido clorídrico, ácido 

ascórbico, hidróxido de sódio, persulfato de potássio,  metanol (Merk, BR) formaldeído, 

ácido acético glacial, ácido pícrico, xileno, parafina granulada 56-58º, parafina 

granulada 58-62º (Synth, BR), hematoxilina de harris, eosina (Biopac, BR), ácido 

tricloroacético, sulfato ferroso (Vetec, BR). 

 

4.1.4 Kits bioquímicos  

Creatino fosfoquinase total liquiform, creatino fosfoquinase isoforma MB 

liquiform, colesterol total liquiform, triglicérides liquiform, Cálcio liquiform (Labtest, 

BR), Proteína C Reativa (Wama diagnóstica, BR) 

 

4.2 Extração e obtenção do monoterpeno 

 

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

O método de extração e purificação encontra-se em patente depositada no Instituto 
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Nacional de Propriedade Intelectual (INPI-BR) sob número de protocolo INPI 00012. 

Para a confirmação estrutural do TPN foi realizada um corrida cromatográfica gasosa 

que era acoplada à espectrometria de massas e sua elucidação estrutural era analisada 

através da montagem molecular com base nos íons fragmentados no espectro de 

massa/carga além da confirmação da compatibilidade de compostos descritos na 

biblioteca espectral NIRST, superior à 85% de similaridade. Uma análise confirmatória 

era realizada através de ressonância magnética nuclear de prótons (RMN H+), 

identificando a formação de hidrogênios singletos, dupletos e tripletos presentes na 

molécula. 

 

4.3 Avaliação da toxicidade em macrófagos 

 

Para avaliação 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 macrófagos da linhagem 

J774 foram inseridas em microplacas com 96 poços em uma concentração (5,0 x 105 

células/poços), suplementadas com solução nutritiva RPMI (solução criada pelo 

Instituto Memorial Roswell Park) 10 % de soro bovino fetal e gentamicina 40 µg/kg, em 

seguida foram incubadas por 4 horas (37ºC), as células aderentes foram suspendidas ao 

menos duas vezes antes do início do experimento de citotoxicidade.  

Após o período de manutenção da viabilidade das linhagens celulares, o 

monoterpeno foi diluído em DMSO e logo após, inserido nos micropoços contendo as 

culturas celulares. O ensaio foi realizado em triplicata nas concentrações [1, 10 e 100 

µg/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 veículo nas linhagens celulares. Cada 

micropoço foi tratado com 200 µL de uma solução de MTT, em seguida as culturas 

celulares foram incubadas em estufas à 37º C por 48 horas. Por fim, após as 48 horas a 

densidade óptica foi lida em espectrofotômetro à 540 nm.  

 

4.4 Animais 

Foram utilizados em todos os protocolos farmacológicos 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, Maceió, AL. 

Os animais foram previamente acondicionados em gaiolas plásticas coletivas, 

contendo cinco animais por gaiola, mantidos em fotoperíodo de 12 horas de claro e 

escuro, ruídos mínimos, temperatura ambiente de aproximadamente 25ºC e umidade 

mantida por ar condicionado, conforme preconizado pelo Conselho Canadense de 

Experimentação Animal (Olfert, 1993). Os ratos eram alimentados com ração 

balanceada padrão para roedores (Nuvilab, BR) e água filtrada “ad libitum”. A troca da 

maravalha foi realizada três vezes por semana. Antes do início do experimento, os 

animais foram submetidos por um período de adaptação no biotério setorial do 

Laboratório de Farmacologia Cardiovascular da Escola de Enfermagem e Farmácia 

(LFC-ESENFAR) por sete dias. Todos os protocolos experimentais foram aprovados 

pelo comitê de ética em pesquisa animal da UFAL, sob número de protocolo 09/2015 

(ANEXO IV, pág. 229). 

 

4.5 Abordagens farmacológicas 

 

Para avaliar o potencial cardioprotetor do monoterpeno (TPN), nós utilizamos o 

método de infarto agudo do miocárdio 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 solução salina 0,9%  V.O por 15 dias) 

 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

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

 

4.5.1 Avaliação da sobrevivência aos infartos induzidos por isoproterenol 

O índice de sobrevivência dos animais aos infartos letais induzidos por 

isoproterenol foi estimada através da expressão matemática: 

 

% Sobrevivência = (nº de infartos não letais- nº de obtidos por infartos letais) x 100 

 

  Os obtidos devido ao tratamento crônico antes da exposição ao isoproterenol 

e/ou devido a traumas da administração oral por gavagem eram excluídos do cálculo.  

 

4.5.2 Determinação da área de necrose miocárdica 

 

Após a eutanásia por ensaguinação sob anestesia (Tiopental sódico 45 mg/kg 

i.p.), os animais foram  submetidos à uma toracotomia e os corações foram excisados do 

espaço torácico. Os corações foram limpos de tecidos aderentes, as câmaras cardíacas 

foram cuidadosamente lavadas com solução salina 0,9%, e imediatamente congelados (-
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18ºC) por 15 minutos, depois os miocárdios foram dissecados na posição transversal ao 

eixo septal. As microfatias cardíacas continham uma espessura de 3-4 mm.  

Cada microfatia foi incubada em uma solução de cloreto de trifeniltetrazólio à 

1%, contendo tampão fosfato 1M com pH= 7.4. As cubas de vidro hermeticamente 

fechadas foram imersas em um banho-maria com temperatura a 37ºC por 20 minutos. 

As microfatias foram inseridas em lâminas de vidro e fotogradas em estereoscópio 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 

áreas de necrose e de áreas viáveis. 

 

4.5.3 Avaliação do eletrocardiograma em repouso 

 

Após o tratamento crônico (16º 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 incisões subcutâneas para inserção de eletrodos e os registros 

eletrocardiográfico 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 

eletrocardiográfico em tempo real através do software Labchart 8.0. A atividade elétrica 

cardíaca foi avaliada nas 6 derivatizações periféricas no plano frontal (DI, DII, DIII, 

aVR, aVL e aVF).  

Os sinais eletrocardiográficos foram estabilizados por um período mínimo de 15 

minutos e em seguida o registro eletrocardiográfico em cada derivatização era gravado 

por 10 minutos. Para avaliar a presença de lesões do infarto agudo do miocárdio e/ou 

alterações cardíacas secundárias ao infarto foram considerados ao menos 3 

derivatizações referentes às ondas, segmentos e intervalos eletrocardiográficos em 

conjunto. 

 

4.5.4 Avaliação bioquímica 

 

Após a eutanásia por ensaguinação sob anestesia (Cetamina 80 mg/kg + Xilazina 

4 mg/kg i.p). Os animais foram submetidos a uma toracotomia e uma punção cardíaca 

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 bioquímicas (creatino fosfoquinase total, creatino 

fosfoquinase isoforma MB, colesterol total, triglicérides e cálcio). 

  Os corações também foi excisados do tórax, limpos de tecidos aderentes e as 

câmaras cardíacas lavadas com solução salina 0,9%. Os corações foram dissecados, e os 

ventrículos direitos e aortas foram homogeneizados com uma solução de PBS 200 mM. 

O homogeneizado ventricular e aortico foram centrifugados sob refrigeração 15.000 

rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi utilizado para as dosagens de cálcio. O 

sobrenadante do homogeneizado ventricular foi utilizado para dosar a proteína C 

reativa.   

 

4.5.4.1 Dosagem dos marcadores séricos de infarto agudo do miocárdio 

 

Para determinação dos marcadores séricos do infarto agudo do miocárdio, 

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 adição de 80 µL Reagente 1 (Tampão imidazol 125nmol/L, 

N-acetilcysteina 25 nmol/L, ADP 2,5 mmol/L, AMP 6,25 mmol/L, diadenosina 

pentafosfato 12,5 µmol/L, acetato de magnésio 12,5 mmol/L, NADP 2,5 mmol/L, 

hexoquinase 5.000 U/L e azida sódica 0,095 %) + 20 µL Reagente 2 (Glicose 100 

mmol/L, creatina fosfato 150 mmol/L, azida sódica 0,095%, anti-CK-M para inibir CK-

MM no kit CK-MB. No kit CK-NAC não haviam anticorpos para inibição de isoformas.  

50 µL do soro foi incubada e imediatamente inserida em espectrofotômetro para a leitura 

de duas absorbâncias em modo cinético (0 e 5 minutos para CK-MB e 0 e 2 minutos 

para CK-NAC), as absorbâncias foram lidas à 340 nm no espectrofotômetro (UV-VIS 

mini-1240 Shimadzu). Em seguida, as atividades de creatino fosfoquinase foram 

estimadas pela expressão matemática: 

 

Atividade da CK (U/L) = 
�����	��������	�(����õ��)

������	��������	�	(��������)
	�[����������] 

 

4.5.4.2 Dosagem dos níveis lipídicos 

 

Os níveis lipídicos foram estimados pelas dosagens de colesterol total e 

dosagens de triglicerídeos dos soros sanguíneos. 
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4.5.4.2.1 Dosagem de colesterol 

1000 µL do reagente 1 (Tampão fosfato 50 mmol, fenol 24 mmol/L, colato de 

sódio 500µmol/L, azida sódica 15 mmol/L, 4-aminoantipirina 500 µmol/L, colesterol 

esterase 250 U/L, colesterol oxidase 250 U/L e peroxidase 1000 U/L) foi misturada à 10 

µL da amostra, inserida em espectrofotômetro (UV-VIS mini-1240 Shimadzu), as 

absorbâncias foram lidas à 505 nm em modo colorimétrico. Em seguida, o colesterol 

total foi calculado: 

 

Colesterol (mg/dL) = (Absorbância da amostra/Absorbância do padrão) X 200 

 

4.5.4.2.1 Dosagem de triglicérides 

Para determinação dos níveis séricos de triglicerídeos, foi utilizado o método 

descrito por Trinder e cols, 1969. Assim, 1000 µL do reagente 1 (Tampão fosfato 50 

mmol/L, magnésio ionizado 4 mmol/L, 4-clorofenol 2,7 mmol/L, 4-aminoantipirina 

µmol/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 sódica 0,095%) foi 

misturada à 10 µL da amostra que foi inserida em um espectrofotômetro (UV-VIS mini-

1240 Shimadzu) em modo colorimétrico, as absorbâncias foram lidas à 505 nm. Em 

seguida, os níveis de triglicérides foram calculados: 

 

Triglicérides (mg/dL) = (Absorbância da amostra /Absorbância do padrão) X 200 

 

4.5.4.3 Dosagem dos níveis de cálcio 

Para a determinação dos níveis de cálcio foi utilizado o método colorimétrico 

baseado na reação titulométrica. Deste modo, 1000 µL do reagente de trabalho formado 

por 900 µL do reagente 1 (tampão fosfato [920 mmol/L]) + 100 µL do reagente 2 ( O-

cresolftaleína 320 µmol/L, 8-hidroxiquinoleína 13 mmol/L e ácido clorídrico 130 

mmol/L) foram adicionados à 10 µL de amostra (soro sanguíneo, sobrenadante do 

homogeneizado aórtico ou ventricular), em seguida foram inseridas em 

espectrofotômetro, onde as absorbâncias eram lidas à 570 nm. Os níveis de cálcio eram 

estimados pela fórmula expressa: 

 

 Cálcio (mg/dL) = (Absorbância do padrão /Absorbância das amostras) X 10 
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4.5.4.4 Dosagens de proteína C reativa 

 

A proteína C reativa foi estimada pelo método de imunolátex semi-quantitativo. 

O sobrenadante do homogeneizado ventricular foi eleito como amostra para dosagem da 

proteína C reativa. Assim, foram inseridas em microplacas contendo 96 poços. 2,5µL de 

uma suspensão de látex revestida com anticorpo monoclonal anti-PCR foi incubada 

cada micropoço e adicionalmente 2,5 µL da amostra pura, em seguida 195 µL de água 

destilada foi inserida nas microplacas e então as absorbâncias foram lidas na faixa de 

540 nm.  A fim de evitar o efeito pró-zona, as amostras foram diluídas em até 64 vezes 

sua concentração inicial. As absorbâncias foram lidas de modo cinético por 2 minutos. 

As amostras que possuíam concentração abaixo de 5 mg/L foram consideradas 

negativas, por ausência total de aglutinação, enquanto que as que possuíam 

concentrações acima de 5 mg/L foram  consideradas positivas. O cálculo da 

concentração das amostras foi expresso pela fórmula abaixo: 

 

PCR (mg/dL) = 5 mg/L X valor da diluição da amostra 

 

 

4.5.5 Avaliação histopatológica 

 

Para avaliação histopatológica, os ramos aórticos e os corações foram removidos 

do tórax. As aortas foram limpas e dissecadas de tecidos conectivos aderentes, enquanto 

os corações foram lavados em solução salina e dissecados na posição longitudinal 

paralelamente ao eixo septal. Os corações foram submersos em uma solução de 

formalina 10% onde permaneciam em overnight por 12 horas, em seguida uma nova 

solução de formalina foi substituída e as peças histológicas permaneciam por 12 horas. 

  Após 24 horas em fixação, as peças foram lavadas em água corrente por 30 

minutos e imediatamente desidratadas em graus crescentes de etanol, sequencialmente 

diafanizadas por ação do xilol e imersas em banhos de parafinas aquecidas para sua 

completa inclusão. Os blocos de parafina foram cortados em microfatias (4-5 µm) de 

maneira semi-seriada, e então cada microfatia foram aderida em lâminas de vidro 

contendo albumina, cada lâmina formada foi então corada por hematoxilina-eosina e/ou 

tricrômio de gomori. Nos ramos aórticos foram observadas alterações sobre as túnicas 

enquanto o diâmetro do lúmen aórtico era medido. Os danos cardíacos foram avaliados 
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de acordo com o grau e a extensão das lesões conforme descrito por Rona, 1963. Foram 

avaliados os parâmetros: edema, separação e desorganização das miofibrilas, invasão de 

leucócitos, inflamação (miocardite), hemorragia, formação de zonas necróticas, 

vacuolização citoplasmática, alterações sobre o núcleo (picnose, cariólise e cariorexe) e 

remodelamento cardíaco hipertrófico. 

 

4.5.6 Avaliação morfológica e morfométrica 

Após a retirada do coração, estes foram limpos de tecidos aderentes e as câmaras 

cardíacas foram lavadas com solução salina 0,9%. Os corações foram pesados de acordo 

com o método de Scherle. Após a pesagem, os corações foram fotografados in natura e 

então cuidadosamente dissecados, os átrios foram extirpados e os ventrículos foram 

separados, medidos em sua espessura e pesados.  O peso do coração e dos ventrículos 

foram equilibrados com o peso corporal, bem como, com o peso do fêmur dos ratos. 

Foram avaliados: localização anatômica da ocorrência dos infartos induzidos, assim 

como, alterações sobre os parâmetros morfométricos: peso corpóreo, peso cardíaco, 

peso cardíaco/peso corpóreo, peso cardíaco/peso do fêmur, aumento relativo do peso 

cardíaco, peso ventricular esquerdo/peso cardíaco, peso ventricular direito/peso 

cardíaco, espessura ventricular esquerda, espessura ventricular direito e Δ das 

espessuras ventriculares. 

 

4.5.7 Avaliação 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 DPPHº 

A ação antioxidante do monoterpeno frente ao radical DPPH foi avaliada 

conforme descrito por Abe et al.,1998. Uma solução do radical DPPH foi preparada pela 

adição de 200 μl de DPPHº [600 µmol/L] em uma solução de metanol contendo 500 μl 

de tampão acetato de sódio na concentração 0,1 M (pH= 5,5). Em seguida, uma curva 

concentração-resposta foi obtida na presença do monoterpeno ou dos padrões (ácido 

gálico, ácido cafeico e quecertina). A mistura foi incubada por 30 min e inseridas em 

espectrofotômetro, as absorbâncias foram medidas em 517 nm. Trolox, um antioxidante 
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sintético, foi usado como padrão positivo, enquanto a água miliQ ou metanol foram 

usados como controle-branco para o cálculo da CI50 

 

4.5.7.2 Atividade sequestradora do radical ABTS• 

Brevemente, o potencial de sequestro do radical ABTS• foi realizado conforme 

descrito por Hsu et al.,2011. Uma solução para geração do radical ABTS• foi preparada 

pela adição de 200 µl de ABTS• [2,5 mg/mL] em solução aquosa em 800 µL de tampão 

fosfato à 0,1 M (pH= 7.4).  Após o preparo da solução contendo o radial livre, uma 

curva concentração-resposta foi obtida na presença do monoterpeno ou de antioxidantes 

naturais conhecidos (ácido gálico, ácido cafeico e quecertina). A mistura foi então 

incubada por 30 min e inseridas em espectrofotômetro, as absorbâncias eram medidas à 

734 nm. Trolox foi utilizado como controle positivo enquanto que a água miliQ foi 

usada como controle-branco para calcular a CI50 

 

4.5.7.3 Atividade redutora de íons Fe3+ 

O ensaio do poder de redução de íon ferro foi realizada em acordo com Huang et 

al., 2005. Inicialmente, [Fe(TPZT)2]
2+ foi formado pela mistura de 625 µL de 

K3Fe(CN)6 à 1% e  375 µL do monoterpeno e dos padrões foram incubados à 50ºC 

contendo tampão fosfato (pH= 3.6).  Em seguida, 625µL de C2HCl3O2 à 10 % e 250µL 

FeCl3 à 1% foram adicionadas a mistura. Após 20 minutos, a capacidade do 

monoterpeno ou dos padrões antioxidantes naturais (ácido gálico, ácido cafeico e 

quecertina) em inibir a formação do [Fe(TPZT)2]
3+ foi avaliada, através da leitura das 

absorbâncias à 700 nm em espectrofotômetro. Trolox foi usado como controle 

antioxidante positivo.  

 

4.5.7.4 Ensaio de complexação com Fe3+  

A capacidade de complexação com Fe3+ foi avaliada conforme descrito por Diniz 

et al., 1994. Inicialmente, 200 µL de ferrozina (C20H12N4NaO6S2) na concentração de 5 

mM e 200 µL FeSO4
 [0,6 mM] foi adicionada em uma solução. Sequencialmente, 800 

µL do monoterpeno ou dos antioxidantes naturais (ácido gálico, ácido cafeico e 

quecertina) foram incubadas com a mistura e a mistura foi inserida em 

espectofotômetro. A formação do complexo foi monitorada na faixa de absorbância de 

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

A atividade sequestradora radicalar de nitrogênio (NO•/ONOO-) 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 nitrogênio foi 

preparado, pela adição da sulfonilamida 1% previamente diluída em ácido fosfórico à 

5% ao dicloridrato de N-(1-naftiletilenodiamina) à 1% e nitroprussiato de sódio na 

concentração de 14 mg/mL. Então uma única concentração do monoterpeno [500 

µg/mL] ou antioxidantes padrões naturais foram incubada com 1mL do reagente de 

griess e 4mL de Na2NO3 à 1M. 2,5 mL da mistura era aliquiotada e inserida no 

espectrofotômetro para a leitura da absorbância à 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 sódio foi utilizado controle negativo, gerador de espécies 

reativas de nitrogênio. 

 

4.5.8 Avaliação hemodinâmica 

 

Para avaliar as alterações hemodinâmicas induzidas pelo monoterpeno após o 

tratamento crônico na presença ou ausência do infarto por isoproterenol (animais 

mencionados na secção 4.5), utilizamos a técnica descrita por Parasuraman & 

Raveendran, 2012. No 16º dia, os animais foram anestesiados com uma mistura de 

Cetamina 80 mg/kg + Xilazina 4 mg/kg i.p. e em seguida foram submetids a uma 

cirurgia para a inserção de cateteres de polietileno intravasculares. Os cateteres de 

polietileno (PE), possuiam um segmento de PE-10 com diâmetro interno e externo de 

0,28 e 0,61 mm, respectivamente que foram soldado a um segmento de PE-50 com 

diâmetro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente), os cateteres foram 

preenchidos com solução salina heparinizada (1:20 v/v), e então foram implantados na 

aorta abdominal e veia cava inferior através da artéria e veia femural esquerda.  Após a 

inserção e fixação, o cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressão 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 analógico-digital (CIO-DAS16/JR, Computer Boards, 

Inc., Mansfield, MA, EUA). Para aquisição dos registros foi utilizado o programa 

AQCAD (São Paulo, Brasil).  
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A freqüência escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz. O cateter 

venoso foi utilizado para a administração de fármacos in bolus. Os parâmetros 

hemodinâmicos avaliados foram: pressão arterial média (PAM), pressão arterial 

sistólica (PAS), pressão arterial diastólica (PAD) e frequência cardíaca (FC). Os 

registros hemodinâmicos foram gravados por 30 minutos após a estabilização dos 

parâmetros cardiovasculares. 

 

 

FIGURA 5 – Representação esquemática dos experimentos hemodinâmicos in vivo 

 

Fonte: Autor, 2019. 

 

4.5.9 Determinação da demanda miocárdica de oxigênio 

A estimativa da demanda miocárdica de oxigênio, como um índice para lesões 

de isquemia-reperfusão, foi determinado pelos valores expressos nas taxas pressóricas 

de reperfusão miocárdica nos ratos em repouso (animais mencionados na secção 4.5.8) 

em função da frequência como reflexo do trabalho cardíaco exercido. A demanda 

miocárdica de oxigênio foi então obtida pela expressão matemática: 

 

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

 

4.5.10 Avaliação da sensibilidade baroreflexa 

 

Para avaliar a sensibilidade baroreflexa, o cateter venoso dos animais 

mencionados na secção 4.5.8, foi utilizado para a administração in bolus de fármacos 
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vasoativos. A estimulação baroreflexa deu-se através da administração de fenilefrina (8 

µg/kg. i.v.), um agonista α-adrenérgico, que produz resposta bradicardica reflexa, 

enquanto que a resposta taquicardica reflexa foi avaliada pela administração do 

nitroprussiato de sódio (50 µg/kg i.v.), um doador espontâneo de óxido nítrico.  Assim, 

a sensibilidade baroreflexa foi verificada através das mudanças reflexas sobre a 

frequência cardíaca no ganho taquicardico ou no ganho bradicardico em resposta as 

rápidas alterações no controle da pressão arterial induzida por fármacos. A sensibilidade 

baroreflexa foi calculada através da fórmula: 

 

SB (bpm/mmHg) = Δ FC/Δ PAM 

 

4.5.11 Avaliação da resposta colinérgica 

 

Após o procedimento cirúrgico de implantação de cateteres de polietileno 

(animais mencionados na secção 4.5.8), o cateter venoso foi utilizado para 

administração in bolus de acetilcolina (8 µg/kg i.v.), um neurotransmissor do sistema 

nervoso autonômico. Assim, para avaliar as respostas cardiovasculares foram 

considerados os parâmetros entre os grupos: Δ PAM, Δ FC e o tempo de ação. 

 

4.5.12 Avaliação da reatividade vascular em artérias mesentéricas  

 

Para avaliar os efeitos do monoterpeno sobre a reatividade vascular em artérias 

de resistência, os ratos tratados com o monoterpeno e induzidos ao infarto (animais 

mencionados na secção 4.5), foram eutanasiados por exsaguinação sob anestesia 

(Cetamina 80 mg/kg + Xilazina 4 mg/kg i.p) no 16º dia. Em seguida, através de uma 

incisão 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 solução de Tyrode a 37º 

C e gaseificada com carbogênio. Os anéis foram suspensos por linhas de algodão 

fixadas a um transdutor de força (Fort 10, WPI, Sarasota, EUA), o qual estava 

conectado a um sistema de aquisição (Miobath-4, WPI, Sarasota, EUA) para o registro 

das tensões isométricas. Cada anel foi submetido a uma tensão constante de 0,75 g por 

um período de 60 minutos.  Durante este tempo, o meio nutritivo foi trocado a cada 15 

minutos para prevenir a interferência de metabólitos (Altura; Altura, 1970). Os anéis 
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sem endotélio forão obtidos mecanicamente através do atrito entre as paredes internas 

do vaso. A presença de endotélio foi verificada pelo relaxamento dos anéis após adição 

de 10 µM de acetilcolina.  Foram considerados com endotélio, os anéis com 

relaxamento superior a 80% sobre a pré-contração com fenilefrina 10 µM. Já os anéis 

com relaxamentos inferiores a 10%, foram considerados sem endotélio (FURCHGOTT 

& ZAWADZKI, 1980).  

 

FIGURA 6 –Representação do miógrafo para experimentos vasculares ex-vivo  

 

 A)                                                                                                                       B) 

        

Representação esquemática do sistema utilizado para análise ex-vivo. A) Aparato utilizado para registros 

de tensões isométricas em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato (Autor, 2019). B) 

Representação esquemática da cuba para órgãos isolados (MACHADO, 2013). 

 

Após um período de estabilização de 60 minutos, uma curva concentração-

resposta cumulativa de fenilefrina [10-10-10-5M] foi obtida. Em seguida, uma curva 

concentração-resposta cumulativa ao nitroprussiato de sódio [10-11-10-5M], foi 

desenvolvida. Os parâmetros farmacológicos para avaliar as alterações na reatividade 

vascular foram: PD2 e Emáx.  
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FIGURA 7 –Representação esquemática do protocolo de reatividade vascular ex-vivo  

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2019. 

 

4.5.13 Medida direta de pressão arterial e frequência cardíaca em ratos SHR 

 

Os parâmetros pressóricos intra-aorticos foram mensurados em ratos hipertensos 

não anestesiados, conforme técnica descrita por Kramer & Remie, 2005. Brevemente, 

ratos espontaneamente hipertensos (200-250g), que não foram submetidos ao 

tratamento crônico, foram anestesiados (Tiopental sódico 45 mg/kg i.p.) e foram 

submetidos a um procedimento cirúrgico para implante de cateteres de polietileno 

intravasculares.  O implante de cateteres foi realizado conforme descrito no item 4.5.8. 

Após a inserção e fixação, o cateter foi tunelizado subcutaneamente e exteriorizado, 

através de uma incisão na região cervical posterior do animal (scapulae). 24 horas após 

o ato cirúrgico, os animais não anestesiados, foram conectados a um equipamento para 

o registro pressórico.  O cateter arterial foi conectado a um transdutor de pressão 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 analógico-digital (CIO-DAS16/JR, Computer Boards, 

Inc., Mansfield, MA, EUA). Para aquisição dos registros foi utilizado o programa 

AQCAD (São Paulo, Brasil). A freqüência escolhida para amostragem dos dados foi de 

500 Hz. Enquanto o cateter venoso foi utilizado para a administração de fármacos in 

bolus.  
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4.5.13.1 Avaliação das atividades cardiovasculares induzidas pelo monoterpeno 

 

Os animais eram mantidos em aclimatação por no mínimo 30 minutos para 

estabilização dos parâmetros hemodinâmicos. Em seguida era administrado NPS (10 

μg/kg, i.v.) para verificar a eficácia da implantação do cateter. Após 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 após a administração do TPN suas variações foram expressas  em 

percentagem da pressão arterial média e da frequência cardíaca. Para cada dose, 

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

 

(1)		�������	��	���	(%) = 	
(���	��ó� − ���	�����)�	100

���	�����
 

 

(2)		�������	��	��	(%) =
(��	��ó� − ��	�����)�	100

��	�����
 

 

FIGURA 8 – Representação esquemática dos experimentos de medida direta de pressão arterial 

em ratos não-anestesiados 

 

 

A) Representação do procedimento cirúrgico do implante de cateteres intravasculares (Adaptado de 

MACHADO, 2013) B) Representação esquemática do sistema de medidas diretas de pressão arterial em 

ratos conscientes (FONTE: Autor, 2019). 
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FIGURA 9 – Representação esquemática do delineamento experimental da curva dose-resposta 

cardiovascular in vivo em ratos não-anestesiados 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autor, 2019. 

												 

4.5.13.2 Avaliação da participação do sistema nervoso central das respostas 

hipotensoras e bradicardicas induzidas pelo monoterpeno 

A fim de avaliar a participação do sistema nervoso central nos efeitos 

cardiovasculares induzidos pelo monoterpeno, uma nova curva dose-resposta para o 

monoterpeno foi obtida em ratos espontâneamente hipertensos sob efeito do tiopental 

sódico 45 mg/kg, um barbitúrico de ação central (MURRAY et al, 2006). 

 

4.5.13.3 Avaliação da participação ganglionar nas respostas hipotensoras e 

bradicárdicas induzidas pelo monoterpeno 

Após um registro controle obtido comodescrito no item 4.5.13.1, os animais 

foram tratados com hexametônio (20 mg/kg,i.v.), um bloqueador ganglionar não 

despolarizante (OWYANG, 1997). Após 30 minutos, uma nova curva dose-resposta 

para TPN foi obtida. Mudanças na PAM e na FC induzidas por TPN foram comparadas 

antes (valores basais) e após o tratamento com hexametônio. 

 

4.5.13.4 Avaliação da participação muscarínica nas respostas hipotensoras e 

bradicárdicas induzidas pelo monoterpeno. 

Após um registro controle obtido comodescrito no item 4.5.13.1, os animais 

foram tratados com atropina (2 mg/kg, i.v.), um antagonista não-seletivo dos receptores  

muscarínicos (MITCHELSON, 1984). Após 15 minutos, uma nova curva dose-resposta 

para TPN foi obtida. Mudanças na PAM e na FC induzidas por TPN foram comparadas 

antes (valores basais) e após o tratamento com atropina. 

 



74 
 

4.5.13 Ensaio in sílico de docking molecular  

 

4.5.13.1 Preparo dos Ligantes  

A estrutura 1D do monoterpeno foi desenhada através do software gratuito 

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

Em seguida, convertida para 3D, e determinada a minimização da energia através do 

software gratuito ArgusLab® versão 4.0.1 desenvolvido por Thompson (1994-2004) 

disponível em: http://www.arguslab.com/arguslab.com/ArgusLab.html.  

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

1999, disponível em: http://autodock.scripps.edu/. As cargas parciais atômicas foram 

assumidas de acordo com o modelo matemático de Gasteiger. Além disso, as ligações σ 

foram admitidas como flexíveis e as ligações  π como rígidas.  

 

4.5.13.2 Seleção das Macromoléculas 

 

Foram selecionadas macromoleculas frequentemente estudados como alvo 

terapêutico para planejamento de novos candidatos a fármacos com ação no sistema 

cardiovascular e enzimas provenientes de estudos dos sistemas antioxidantes.  Dessa 

forma, foram selecionados os PDB-ID – alvos 4MQS (Receptor M2 ligado ao seu 

agonista), 3UON (Receptor M2 ligado ao seu antagonista), 4DAJ (Receptor M3), 1J95 

(Canal de Potássio KCA2+), 3NAF (Canal de BkCa), 4GPO (Receptor β1), 3NOS 

(Enzima Óxido Nítrico Sintase ligado a L-arginina), 4BKE (Albumina), 2LQC (Canal 

de Ca+2 tipo L, N-terminal), 2LQP (Canal de Ca+2 tipo L, C-terminal), 4DEY (Canal de 

Ca+2 tipo L, sensível à voltagem), 2BE6 (Sítio de ancoragem dihidropiridínico em 

canais para Ca+2 tipo L, sensível à voltagem), 2RH1 (Receptor β Adrenérgico tipo 2), 

1QQW (Enzima Catalase), 2SOD (Enzima Superóxido 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 água foram eliminadas e todos os hidrogênios foram 

adicionados às macromoléculas. As cargas parciais atômicas foram adicionadas 
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utilizando o modelo matemático de Kollman e todos os átomos foram admitidos como 

tipo AD4. Por fim, as macromoléculas foram convertidas à extensão.  

 

4.5.13.4 Parâmetros do “Gridbox”  

O mapa de busca foi estabelecido com dimensões 126 Å2 e espaçamento de 

0,375 Å, cujo foi calculado usando o AUTOGRID4 [20]. A afinidade e os potenciais 

eletrostáticos dos mapas foram calculados para cada tipo de átomo dos ligantes, de 

acordo com suas naturezas. As coordenadas foram estabelecidas através da 

centralização do “gridbox” no interior de cada macromolécula.  

 

4.5.13.5 Parâmetros do docking  

O algoritmo Genético Lamarckiano foi escolhido para os procedimentos de 

docking. O número de execuções desses algoritmos foi estabelecido em 100, quanto à 

avaliação populacional, admitiu-se um valor de 150. Todos os outros parâmetros foram 

mantidos como “padrão” pelo AUTODOCK4. 

 

4.5.15.6 Pesquisa pelo Docking Vina® 

Foi utilizado o software gratuito AUTODOCK VINA® (desenvolvido por Trott 

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

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

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

 

4.5.15.7 Validação do Docking  

A validação do método foi interpretada em termos do desvio padrão quadrático 

médio (RMSD) entre as conformações adotadas pelo monoterpeno, sendo o cut-off para 

este ≤ 2 Å.  

 

4.5.15.8 Determinação do cLogP  

O software gratuito OSIRIS PROPERTY® foi usado para calcular o cLogP, 

diponível em: http://rganic-chemistry.org/prog/peo/, desenvolvido por Sander em  

Actelion Pharmaceuticals Ltda. 
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4.6 Análise estatística 

 

Os valores estão expressos como média ± erro padrão da média (e.p.m.). O teste 

“t” de Student não pareado foi usado para a comparação entre duas variáveis. Enquanto, 

a análise de variância one-way ANOVA foi usada para comparações de mais de duas 

variáveis, seguida do teste de comparação múltipla Newman-Keuls. Adotou-se o valor 

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

ter ocorrido ao acaso como resultado de um erro amostral. A análise estatística foi 

realizada utilizando o software estatístico GraphPad Prism versão 5.0. 

 

Para a otimização dos parâmetros antioxidantes analíticos foi empregado como 

critério à sensibilidade analítica a partir do valor de coeficiente angular da respectiva 

curva analítica em uma determinada condição de estudo. A curva analítica avaliada foi 

construída com no mínimo cinco pontos de acordo com a relação: %IF = aCAO + b, 

sendo % IF o percentual de inibição, CAO a concentração do composto antioxidante, a 

o coeficiente angular e b o coeficiente linear. O coeficiente de correlação linear (r) foi 

calculado visando avaliar a disposição dos pontos quanto à adequação ao 

comportamento linear. Procedimento semelhante foi realizado para o método proposto e 

os métodos de comparação visando à quantificação da capacidade antioxidante em 

diferentes amostras por interpolação dos dados.  

 

Os cálculos relativos aos limites de detecção (3σ) e de quantificação (10σ) foram 

realizados de acordo com as seguintes equações, LOD = 3sb/ac e LOQ = 10sb/ac, onde, 

sb equivale ao desvio padrão do branco analítico (n = 10), enquanto ac corresponde ao 

coeficiente angular da curva analítica empregada. O desvio padrão relativo (RSD) foi 

calculado de acordo com a equação: RSD = (sp/xp) x 100, onde sp equivale ao desvio 

padrão referente a um determinado padrão analítico dentro da faixa linear e xp 

corresponde ao valor médio encontrado para este padrão (n = 10). A avaliação dos 

resultados dos diferentes métodos empregados foi realizada a partir do teste t pareado de 

Student, ANOVA (Análise de Variância) e por procedimentos de correlação linear entre 

os resultados obtidos. Para todos os procedimentos foi considerada uma distribuição 

normal dos dados (erro aleatório) e um intervalo de confiança igual a 95%. 

 



77 
 

5 RESULTADOS 

 

5.1 Avaliação da citotoxicidade do TPN 

 

A exposição de Triton X-100 em macrófagos da linhagem J774 foi capaz de 

reduzir o percentual de viabilidade celular em comparação com macrófagos cultivados 

em meio de cultura RPMI, produzindo efeito citotóxico (Gráfico 1, pág 77). O pré-

tratamento de macrófagos com TPN, produziu uma inibitória máxima (I máx= 30,83%) 

nas concentrações testadas, com valores abaixo de concentração inibitória em 50% das 

culturas celulares (CI50%). TPN aumentou de modo concentração dependente a 

viabilidade celular em comparação com Triton X-100. DMSO 0,1% também foi capaz 

de produzir resposta citotóxica em macrófagos reduzindo a viabilidade celular em 

comparação com meio RPMI. (Gráfico 1, pag 77). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GRÁFICO 1- Percentagem da viabilidade celular em macrófagos da linhagem J774 no teste 
MTT. Análise estatística 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 miocárdio experimental 

 

5.2.1 Avaliação da sobrevivência ao infarto induzido por isoproterenol 

 

A administração subcutânea de ISO (85 mg/kg) foi capaz de reduzir a 

percentagem de sobrevivência dos ratos, entretanto não foi diferente significativamente 

entre as linhagens experimentais. O tratamento prévio com TPN foi capaz de aumentar 

de modo significante a taxa de sobrevivência aos infartos letais induzidos por ISO em 

todas as doses testadas na linhagem normotensa e infartada quando comparados aos 

seus respectivos controle (Gráfico 2A, pag 79), entretanto em ratos da linhagem 

espontaneamente hipertensa e infartada somente produziu aumento significante na 

sobrevivência ao infarto induzido na maior dose testada (Gráfico 2B, pag. 79). 

Nifedipina, somente produzir aumento na sobrevivência dos infartos induzidos na 

linhagem normotensa e infartada, em comparação ao seu respectivo controle (Gráfico 

2A pag. 79). 

 

5.2.1. Avaliação dos biomarcadores séricos de infarto agudo do miocárdio 
 
5.2.1.1- Níveis séricos de creatino-kinase total (CK-NAC) 
 

Isoproterenol foi capaz de produzir um aumento significativo sobre os níveis 

séricos de creatino-quinase total em ratos (Gráfico 3A e 3B, pag. 80). 

O pré-tratamento com TPN inibiu a liberação sérica de creatino-quinase total de 

modo independente de dose nos ratos em comparação aos seus respectivos controles 

(Gráfico 3A e 3B, pag. 80). O tratamento subagudo de TPN 50 mg/kg sem ISO 

produziu uma redução significativa sobre os níveis séricos de creatino-quinase total em 

comparação com o grupo salina em ratos infartados wistar (Gráfico 3A, pag. 80). Mas, 

não sobre ratos da linhagem hipertensa e infartada (Gráfico 3B, pag. 80). 

Nifedipina produziu uma redução significante nos níveis séricos de creatino-

quinase total, nas duas linhagens de ratos em comparação aos seus respectivos controles 

infartados (Gráfico 3A e 3B, pag. 80).  

Quando foram comparados estatisticamente, nifedipina foi capaz de reduzir de 

modo significante os níveis séricos de creatino-quinase total em relação ao grupo salina 

apenas na linhagem de ratos wistar (Gráfico 3A, pag. 80). 
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GRÁFICO 2- Percentagem de sobrevivência após infarto agudo do miocárdio induzido por 
isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Análise estatística 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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GRÁFICO 3- Níveis séricos de creatino-kinase total (CK-NAC) após infarto agudo do 
miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Análise 
estatística 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- Níveis séricos de creatino-kinase MB (CK-MB) 
 

Isoproterenol foi capaz de produzir um incremento nos níveis séricos de 

creatino-quinase MB nas duas linhagens de ratos quando comparados aos grupos 

controles salina (Gráfico 4A e 4B, pag. 82). 

O pré-tratamento com TPN reduziu a liberação sérica de creatino-quinase MB de 

maneira dose independente nas duas linhagens de ratos (Gráfico 4A, pag. 82) em 

comparação aos respectivos controlesinfartados (Gráfico 4B, pag. 82). O tratamento 

subagudo de TPN 50 mg/kg sem ISO produziu uma diminuição significativa sobre os 

níveis séricos de creatino-quinase MB em comparação com o grupo salina em ratos 

wistar. Porém, o mesmo não ocorreu sobre ratos da linhagem hipertensa (Gráfico 4B, 

pag. 82). 

Nifedipina produziu uma redução significante nos níveis séricos de creatino-

quinase MB, nas duas linhagens de ratos em comparação aos respectivos grupos 

infartados (Gráfico 4A e 4B, pag. 82).  
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GRÁFICO 4- Níveis séricos de creatino-kinase MB (CK-MB) após infarto agudo do miocárdio 
induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Análise estatística 
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. Avaliação das áreas de lesões necróticas miocárdicas após o infarto induzido 
por isoproterenol 
 

Isoproterenol foi capaz de induzir um aumento no percentual de áreas de necrose 

no miocárdio, quando comparados aos ratos infartados (Gráfico 5A e 5B, pag. 84). 

Quando comparados estatisticamente, não houve diferença significante no infarto 

produzido pelo isoproterenol nas duas linhagens experimentais (Gráfico 29, Anexo II 

pág. 227). 

 O mesmo pode ser confirmado através da análise colorimétrica com 

trifeniltetrazólio, nas secções miocárdicas (Figura 10 e Figura 11, pág. 85). Pode-se 

observar, que nas secções miocárdicas de ratos infartados com isoproterenol, das duas 

linhagens experimentais, houve a formação de regiões coradas em amarelo-pálido, 

representando as áreas necróticas e áreas coradas em vermelho, representando o 

miocárdio viável remanescente. Entretanto, quando observado as microsecções 

miocárdicas de ratos salina, nota-se apenas microsecções coradas em vermelho, 

indicando a viabilidade das células miocárdicas. O tratamento prévio com TPN inibiu 

de modo significante o percentual de áreas de necrose de maneira dose dependente 

apenas na linhagem de ratos wistar (Gráfico 5A e 5B, pag. 84).  

 Os resultados numéricos podem ser confirmados pela análise colorimétrica 

(Figura 10 e Figura 11, pág 85), nas microssecções miocárdicas de ratos tratados 

previamente com TPN e induzidos ao infarto com isoproterenol, observa-se uma 

redução nas regiões coradas em amarelo-pálido em comparação com os respectivos 

grupos controles infartados, nas duas linhagens experimentais. Bem como, nota-se uma 

redução gradativa das regiões amarelo-pálidas entre as doses testadas com TPN, assim, 

TPN inibiu a formação de regiões de necrose quando induzidos ao infarto com 

isoproterenol.  

O tratamento subagudo de TPN 50 mg/kg sem ISO não produziu alterações 

significantes sobre o percentual de áreas de necrose em comparação com o grupo salina 

em ratos em ambas as linhagens de ratos. Os resultados colorimétricos (Figura 10 e 

Figura 11, pág 85) demonstram que não houve formação de regiões amarelo-palidas em 

ratos tratados com TPN 50 mg/kg sem ISO, assim, as microsecções apresentaram-se 

coradas em vermelho de modo similar aos ratos controle salina. 

Nifedipina produziu uma inibição significante no percentual de área de necrose, 

em abas as linhagens de ratos quando comparados aos respectivos controles infartados 

(Gráfico 5B, pag. 84).  
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Quando observado o teste colorimétrico, as microsecções miocárdicas de ratos 

previamente tratados com nifedipina e induzidos ao infarto com isoproterenol possui 

uma redução significante de áreas de necrose coradas em amarelo-pálido, contendo 

maior área corada em vermelho, representando as áreas de miocárdio viável 

remanescente (Figura 10 e Figura 11, pág 85). 

 

GRÁFICO 5- Percentagem de área de necrose após infarto agudo do miocárdio induzido por 
isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Análise estatística 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) e O 
p<0.05 (TPN 25 VS 75) O p<0.05 (TPN 25 VS 75).n=5. 
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FIGURA 10- Microfatias de corações isolados de ratos wistar (WT) corados com cloreto de trifeniltetrazólio 1% após o tratamento subagudo. n=5 
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FIGURA 11- Microfatias de corações isolados de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) corados com cloreto de trifeniltetrazólio 1% após o 
tratamento subagudo. n=5 
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5.2.4. Avaliação histopatológica de lesões de isquemia-reperfusão em corações após 
o infar to experimental induzido por isoproterenol 
 

Em lâminas histopatológicas de corações corados por hematoxilina-eosina 

(H&E) após o infarto induzido, isoproterenol foi capaz de induzir alterações na 

histoarquitetura cardíaca mimetizando o infarto agudo do miocárdio nas duas linhagens 

de ratos, em suas diversas fases patológicas das lesões de isquemia-reperfusão. 

Isoproterenol foi capaz de induzir no grupo infartado (ISO): edema, degeneração e 

separação das miofibrilas, vacuolização do citoplasma, degeneração nuclear progressiva 

(picnose, cariorrexe e cariólise) e invasão tecidual de células polimorfonucleares 

(leucócitos) induzindo miocardite e remodelamento cardíaco (Figura 12 e Figura 13, 

págs 87 e 88).   

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

significativo na contagem total de leucócitos nas duas linhagens de ratos em 

comparação com seus respectivos controles salina (Tabela 1 e Tabela 2, pág. 89). 

O pré-tratamento com TPN inibiu a invasão de leucócitos nos corações de maneira dose 

dependente nas duas linhagens de ratos, comparados os respectivos controles infartados 

(Tabela 1, pág. 89). O tratamento subagudo de TPN 50 mg/kg sem ISO não produziu 

mudanças significativas sobre a contagem total de leucócitos nas lâminas cardíacas em 

comparação com os respectivos grupos salina (Tabela 2, pág. 89). 

 O tratamento com nifedipina também, foi capaz de inibir a invasão de leucócitos 

nas lâminas cardíacas em comparação 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 à degeneração nuclear, observou-se 

que isoproterenol foi capaz de aumentar o número de núcleos em picnose, cariorrexe e 

cariólise em ambas as linhagens, em comparação aos respectivos controles salina 

(Tabelas 3-8, págs 90-92) 

Enquanto o tratamento prévio com TPN foi capaz de reduzir de modo 

significante de maneira dose-dependente nas degenerações nucleares em ambas as 

linhagens, quando comparados aos respectivos controles infartados (Tabelas 3-8, págs 

90-92). O tratamento prévio com TPN na ausência do isoproterenol não produziu 

alterações significantes em comparação aos respectivos controles salina. O pré-

tratamento com nifedipina produziu uma redução significante sobre as degenerações 

nucleares dos em comparação aos animais infartados em ambas as linhagens (Tabelas 3-

8, págs 90-92). 
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FIGURA 12- Microfotografias de miocárdios de ratos WT após o tratamento prévio com o 

monoterpeno (TPN). Miocárdios corados em H&E, aumento de 100 X. E=Edema/ IL= 

Infiltrado de leucócitos/ R= Remodelamento/ DM= Degeneração miocárdica/      = vacuolização 

do citoplasma/      = alterações nucleares (picnose, cariólise e cariorrexe). 
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FIGURA 13- Microfotografias de miocárdios de ratos SHR após o tratamento prévio com o 

monoterpeno (TPN). Miocárdios corados em H&E, aumento de 100 X. E=Edema/ IL= 

Infiltrado de leucócitos/ R= Remodelamento/ DM= Degeneração miocárdica/     = vacuolização 

do citoplasma/      = alterações nucleares (picnose, cariólise e cariorrexe). 
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TABELA 1 - Contagem de Leucócitos Totais (CLT) em miocárdios de ratos WT após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente 
exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 

Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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 Leucócitos Totais (CLT) em miocárdios de ratos SHR após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente exposição 
ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 

Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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 
 

 

 

 

Parâmetro Salina Infartado 
(ISO) 

TPN  
25 mg/kg+ISO 

TPN  
50 mg/kg+ISO 

TPN  
75 mg/kg+ISO 

TPN  
50mg/kg sem ISO 

NIF 
3 mg/kg+ISO 

��� =
�º	��	����ó�����

�.���	���
 

 302± 9,7 2.596 ± 36,70† 2.314 ± 17,51**** 856 ± 6,31**** 334 ± 4,4**** 490 ± 3,7**** 411 ± 8,14**** 

Parâmetro Salina Infartado 
(ISO) 

TPN  
25 mg/kg+ISO 

TPN 
 50 mg/kg+ISO 

TPN  
75 mg/kg+ISO 

TPN  
50mg/kg sem ISO 

NIF  
3 mg/kg + ISO 

��� =
�º	��	����ó�����

�.���	���
 

 608± 5,4 4.124 ± 12,24† 2.462 ± 10,15**** 857 ± 6,32**** 510 ± 3,4**** 490 ± 3,4**** 350 ± 8,64**** 
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TABELA 3- Contagem total de núcleos em picnose (CTNp) em miocárdios de ratos WT  após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente 
exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 

Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-teste Newman-Keuls. Foram considerados significativos quando †p<0.0001 (Infartado vs salina), *p<0.05 
e ****p<0.0001 (TPN vs infartado) ou (NIF vs infartado). N=5 
 
 
 
 
 
TABELA 4- Contagem total de núcleos em picnose (CTNp) em miocárdios de ratos SHR após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente 
exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 

Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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 
 
 
 
 
 
 

Parâmetro Salina Infartado 
(ISO) 

TPN  
25 mg/kg+ISO 

TPN  
50 mg/kg+ISO 

TPN  
75 mg/kg+ISO 

TPN  
50mg/kg sem ISO 

NIF  
3 mg/kg+ISO 

���� =
�º	��	�ú�����

�.���	���
 

 84± 2,20 716 ± 30,85† 656 ± 33,98* 306 ± 15,20**** 158 ± 2,03**** 168 ± 2,7**** 130 ± 2,14**** 

Parâmetro Salina Infartado 
(ISO) 

TPN  
25 mg/kg+ISO 

TPN  
50 mg/kg+ISO 

TPN  
75 mg/kg+ISO 

TPN 
 50mg/kg sem ISO 

NIF  
3 mg/kg+ISO 

���� =
�º	��	�ú�����

�.���	���
 

 178± 5,6 698 ± 11,02† 470 ± 2,68**** 304 ± 3,42**** 210 ± 1,78**** 208 ± 0,8**** 119 ± 0,7**** 
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TABELA 5 - Contagem total de núcleos em cariólise (CTNc) em miocárdios de ratos WT após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente 
exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 

Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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 6- Contagem total de núcleos em cariólise (CTNc) em miocárdios de ratos SHR após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente 
exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 

Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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 
 
 
 
 
 

Parâmetro Salina Infartado 
(ISO) 

TPN  
25 mg/kg+ISO 

TPN  
50 mg/kg+ISO 

TPN 
75 mg/kg+ISO 

TPN  
50mg/kg sem ISO 

NIF  
3 mg/kg+ISO 

���� =
�º	��	�ú�����

�.���	���
 

 62± 3,21 1.040± 12,76† 496 ± 41,5**** 208 ± 4,10**** 100 ± 1,30**** 110 ± 0,8**** 97 ± 1,72**** 

Parâmetro Salina Infartado 
(ISO) 

TPN  
25 mg/kg + ISO 

TPN  
50 mg/kg + ISO 

TPN  
75 mg/kg + ISO 

TPN  
50mg/kg sem ISO 

NIF  
3 mg/kg + ISO 

���� =
�º	��	�ú�����

�.���	���
 

 164± 1,7 930± 8,79† 446 ± 4,30**** 208 ± 4,7**** 124 ± 1,63**** 130 ± 0,31**** 74 ± 0,48**** 
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TABELA 7 - Contagem total de núcleos em cariorrexe (CTNcx) em miocárdios de ratos WT após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente 
exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 

Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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 núcleos em cariorexe (CTNcx) em miocárdios de ratos SHR após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente 
exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 

Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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 

Parâmetro Salina Infartado 
(ISO) 

TPN  
25 mg/kg+ISO 

TPN  
50 mg/kg+ISO 

TPN  
75 mg/kg+ISO 

TPN  
50mg/kg sem ISO 

NIF  
3 mg/kg+ISO 

����� =
�º	��	�ú�����

�.���	���
 

 30± 1,4 198± 4,97† 176 ± 1,32**** 78 ±0,86**** 46 ± 0,40**** 68 ± 0,48**** 54 ± 1,06**** 

Parâmetro Salina Infartado 
(ISO) 

TPN  
25 mg/kg+ISO 

TPN  
50 mg/kg+ISO 

TPN  
75 mg/kg+ISO 

TPN  
50mg/kg sem ISO 

NIF  
3 mg/kg+ISO 

����� =
�º	��	�ú�����

�.���	���
 

 42± 0,96 236± 4,43† 110 ± 1,09**** 78 ±0,76**** 70 ± 0,89**** 66 ± 0,74**** 39 ± 0,96**** 
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5.2.5- Avaliação dos níveis ventriculares de Proteína C Reativa 
 

A administração de isoproterenol foi capaz de aumentar os títulos ventriculares 

de proteína c reativa em ratos infartados das duas linhagens experimentais em 

comparação aos respectivos controles salina (Gráfico 6A e 6B, pág 94).  

O tratamento com TPN foi capaz de inibir o aumento os títulos de proteína c 

reativa após a administração subcutânea de isoproterenol em comparação os grupos 

infartados em ambas linhagens de ratos quando comparados aos respectivos controles 

infartado (Gráfico 6A  e 6B, pág. 94).O tratamento subagudo de TPN na ausência de 

isoproterenol, não 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 proteína C reativa na presença de isoproterenol em ambas as linhagens 

experimentais quando comparados aos respectivos controles infartados. 
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GRÁFICO 6- Níveis de proteína C reativa nos ventrículos esquerdos após o infarto agudo do 
miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Análise 
estatística 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- Avaliação eletrocardiográfica em repouso 
 

A administração de isoproterenol foi capaz de induzir alterações significantes 

sobre o miocárdio no eletrocardiograma em repouso nas derivatizações periféricas no 

plano frontal. Isoproterenol induziu aumento na onda T em ambas às linhagens de ratos 

que em ratos wistar pode ser visualizado na derivatização DI. Em ratos SHR, as 

alterações na onda T puderam ser visualizadas de modo persistente nas derivatizações 

DII, aVR, aVL e AVF.  

 

A administração subcutânea de isoproterenol também foi capaz de induzir 

alterações significantes sobre o desnivelamento do segmento ST em ambas as 

linhagens. Em ratos wistar o supradesnivelamento pode ser visualizado na derivatização 

DII, enquanto que em ratos SHR as alterações foram visualizadas de modo persistente 

nas derivatizações DII e DIII.  

 

Isoproterenol induziu aprofundamento da onda Q patológica em ambas às 

linhagens experimentais na derivatização DI. O uso subcutâneo do isoproterenol em 

ratos também foi capaz de induzir alterações sobre o ritmo sinusal, bem como sobre o 

sistema de condução do potencial de ação cardíaco.  Isoproterenol induziu alterações na 

onda P, tanto na amplitude, quanto na duração de modo persistente apenas em ratos 

SHR, nas derivatizações DI, DII e AVF. Isoproterenol também causou alterações sobre 

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

 

O pré-tratamento com TPN não foi capaz de alterar de modo significante as 

alterações na onda T induzidas pelo isoproterenol. Entretanto, TPN foi capaz de inibir 

as alterações do segmento ST na derivatização DII em ambas as linhagens de ratos 

quando comparados aos respectivos controles infartados  

 

Sobre a onda Q patológica, 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 possível observar o efeito a partir da dose de 50 mg/kg. TPN também foi capaz de 

inibir as alterações 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 presença de isoproterenol, não foi capaz de inibir de 

modo significante alterações sobre o ritmo sinusal em ratos SHR. Observou-se uma 

tendência a reversão das alterações na onda P, na amplitude e na duração, porém 

estatisticamente os resultados não divergiram do grupo infartado.  

 

O tratamento subagudo com TPN 50mg/kg na ausência de isoproterenol, não 

causou alterações significantes no eletrocardiograma nas derivatizações periféricas em 

repouso, quando comparados ao grupo controle salina. 

 

O tratamento prévio com nifedipina 3 mg/kg na presença de isoproterenol foi 

capaz de induzir resposta semelhante ao tratamento com TPN nas alterações 

eletrocardiográficas. Todos os resultados mencionados neste item podem ser 

visualizados através das tabelas 9-14, págs, 97-102
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TABELA 9 - Registros eletrocardiográgicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatização I após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente 
exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 
 

(A) 
 

 
 
 
(B) 
 

 
 
Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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). 
 

Onda P (mV) Onda P (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 0,044 ± 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*** 0,061 ± 0,005 0,118 ±  0,013  -0,035 ± 0,011* 0,091 ± 0,029* 0,279 ± 0,005***

TPN 25 mg/kg + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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

Onda P (mV) Onda P (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 0,048 ± 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 ISO 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 + ISO  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 + ISO 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 + ISO 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 0,044 ± 0,001*** 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 + ISO 0,032 ± 0,006 0,023 ± 0,001 0,040 ± 0,001*** 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***
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TABELA 10 - Registros eletrocardiográgicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatização II após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e subsequente 
exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 
 
(A) 
 

 
 
 
(B) 
 

 
 
Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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). 
 

Onda P (mV) Onda P (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 + ISO    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 + ISO  -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 + ISO  -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 + ISO 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**

Onda P (mV) Onda P (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 0,044 ± 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 ± 0,033

Controle ISO 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 + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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
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TABELA 11 - Registros eletrocardiográgicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatização III após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e 
subsequente exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 
 
 
(A) 
 

 
 
 
(B) 
 
 

 
Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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). 

Onda P (mV) Onda P (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 + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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

Onda P (mV) Onda P (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 0,040 ± 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 + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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
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TABELA 12 - Registros eletrocardiográgicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatização aVR após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e 
subsequente exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 
 
 
(A) 
 

 
 
 
(B) 
 

 
Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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). 

Onda P (mV) Onda P (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 0,061 ± 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 + ISO  -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 + ISO  -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 + ISO  -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 + ISO 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

Onda P (mV) Onda P (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 0,031±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 + ISO  -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 0,010 ±0,002 0,181 ± 0,037

TPN 50 mg/kg + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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
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TABELA 13 - Registros eletrocardiográgicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatização aVL após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e 
subsequente exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 
 
 
(A) 
 

 
 
 
 
(B) 
 

 
 
Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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). 
 

Onda P (mV) Onda P (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 + ISO  -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 + ISO 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 + ISO 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 + ISO  -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*

Onda P (mV) Onda P (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** 0,258 ± 0,037

TPN 25 mg/kg + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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



102 
 

 
TABELA 14 - Registros eletrocardiográgicos de ratos WT (A) e SHR (B) na derivatização aVF após o tratamento prévio com o monoterpeno (TPN) e 
subsequente exposição ao agente indutor de infarto simpaticomimético isoproterenol (85 mg/kg 2x s.c). 
 
(A) 
 

 
 
 
(B) 
 

 
 
Análise estatística ANOVA one-way seguido de pós-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). 

Onda P (mV) Onda P (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 0,083 ± 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*** 0,107 ± 0,018   0,027 ± 0,004 0,039 ± 0,008 0,444 ± 0,127

TPN 25 mg/kg + ISO 0,042 ±  0,008 0,016 ± 0,001 0,022 ± 0,001*** 0,035 ± 0,001  -0,428 ± 0,066 0,059 ± 0,004*** 0,117 ± 0,011  -0,114 ± 0,060 0,051 ± 0,008 0,258 ± 0,039

TPN 50 mg/kg + ISO  0,046 ±  0,013 0,058 ± 0,031 0,080 ± 0,005*** 0,096 ± 0,008  -0,334 ± 0,0081 0,063 ± 0,001*** 0,120 ± 0,029  -0,125 ± 0,007 0,048 ± 0,011 0,288 ± 0,028

TPN 75 mg/kg + ISO  0,034 ± 0,009 0,018 ± 0,001 0,030 ± 0,004*** 0,037 ± 0,019  -0,204 ± 0,065 0,069 ± 0,007*** 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*** 0,138 ± 0,032 0,086 ± 0,003 0,058 ± 0,013 0,308 ± 0,033

NIF 3mg/kg + ISO 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

Onda P (mV) Onda P (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 0,040 ± 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 + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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 + ISO 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
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5.2.7 Avaliação morfométrica da hipertrofia cardíaca pós-infarto induzido por 
isoproterenol 
 

Isoproterenol induziu um aumento significativo nos parâmetros morfométricos 

cardíacos em ratos do grupo infartado (ISO) nas duas linhagens experimentais. O peso 

dos corações úmidos foi significativamente aumentado após a administração subcutânea 

de isoproterenol em comparação aos respectivos controles salina (Gráfico 7A e 8A, 

págs 105 e 106).  O tratamento prévio com TPN reduziu de modo significante o peso 

dos corações úmidos em ambas as linhagens de ratos quando comparados aos 

respectivos controles infartados.  

O tratamento subagudo não alterou de modo significante o peso corpóreo em 

nenhum dos grupos antes e após o tratamento, nas duas linhagens de ratos. Quando os 

corações dos ratos induzidos ao infarto foram equilibrados sobre o peso corpóreo, o 

aumento da massa cardíaca manteve-se alterada em ambas as linhagens experimentais 

em comparação aos controles salina. No entanto, o peso cardíaco quando equilibrado 

sobre o peso do fêmur, foi aumentado no grupo infartadoem comparação com o grupo 

controle salina apenas em ratos wistar (Gráfico 7C e 8C, págs. 105 e 106). 

Verificou-se um aumento relativo no peso cardíaco de ratos infartados em ambas 

as linhagens experimentais (Gráfico 7D e 8D, págs. 105 e 106) . A mesma resposta foi 

encontrada quando se verificou a diferença das espessuras ventriculares esquerda 

(Gráfico 7E e 8E, págs. 105 e 106). 

O pré tratamento com TPN foi capaz de reduzir o peso dos corações úmidos em 

ambas as linhagens experimentais comparados aos respectivos controles infartados 

(Gráfico 7A, pag. 105). Quando analisado o peso cardíaco equilibrado pelo peso 

corpóreo o tratamento prévio com TPN produziu uma redução sobre este parâmetro a 

partir da dose de 50 mg/kg+ISO  (Gráfico 7B e 8B, págs. 105 e 106). O equilíbrio do 

peso cardíaco em função do peso do fêmur, manteve o resultado anterior apenas nos 

grupos de ambas as linhagem experimentais (Gráfico 7C e 8C, págs.105 e 106). 

Em comparação ao grupo infartado com isoproterenol, o tratamento subagudo 

preveniu o aumento relativo do peso cardíaco nas duas linhagens de ratos (Gráfico 7D e 

8D, págs 105 e 106).Quando foram analisadas as espessuras ventriculares esquerda, 

TPN preveniu o aumento da parede ventricular em ambas as linhagens (Gráfico 7E e 

8E, págs 105 e 106).  Na linhagem de ratos SHR, TPN produziu uma diminuição dose 

dependente (TPN 25 mg/kg + ISO vs TPN 75 mg/kg + ISO) (Gráfico 7E, pág. 105). O 



104 
 

tratamento de TPN 50 mg/kg sem ISO não produziu alterações hipertróficas, os 

resultados obtidos foram semelhantes ao grupo controle salina em ambas as linhagens. 

Nifedipina, também produziu alterações significantes sobre a hipertrofia pós-

infarto induzido por ISO apenas sobre o peso dos corações úmidos (Gráfico 7A e 8A, 

págs. 105 e 106), peso cardíaco sobre peso corpóreo (Gráfico 7B e 8B, págs. 105 e 106), 

peso cardíaco versus o peso do fêmur: (Gráfico 7D e 8D , págs. 105 e 106),   aumento 

relativo do peso cardíaco: (Gráfico 7B e 8B, págs 105 e 106)e espessura ventricular 

esquerda (Gráfico. 7E e 8E, págs 105 e 106). 
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GRÁFICO 7- Avaliação hipertrófica pós-infarto agudo do miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em 
ratos WT. (A) peso dos corações úmidos (B) Razão do peso cardíaco sobre o peso corpóreo (C) Razão do peso cardíaco 
sobre o peso do fêmur (D) (E) Diferença da espessura ventricular esquerda. Análise estatística 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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5.2.6- Avaliação histopatológica do remodelamento cardíaco pós-infarto agudo do 
miocárdio. 
 
 

GRÁFICO 8-Avaliação hipertrófica pós-infarto agudo do miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em 
ratos SHR. (A) peso dos corações úmidos (B) Razão do peso cardíaco sobre o peso corpóreo (C) Razão do peso 
cardíaco sobre o peso do fêmur (D) (E) Diferença da espessura ventricular esquerda. Análise estatística 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- Avaliação histopatológica do remodelamento cardíaco pós-infarto agudo do 
miocárdio. 
 

A administração em doses maciças e repetidas de isoproterenol (85 mg/kg s.c 

2x) em ambas as linhagens de ratos, foi capaz de induzir resposta adaptativa pós lesão 

de isquemia-reperfusão do tipo hipertrófica concêntrica,  com redução da complacência 

ventricular esquerda e aumento da massa ventricular sem o neogênese miofibrilar. 

O aumento da massa ventricular esquerda deu-se por aumento da matriz 

extracelular, devido à deposição de colágeno intersticial fibrilar. Estes resultados podem 

ser visualizados através da figura 14 e 15 págs. 108 e 109. Em cortes histopatológicos 

de corações de ratos wistar (WT) e espontaneamente hipertensos (SHR) corados com 

tricrômio de gomori (TG), observa-se um aumento na expressão de colágenos 

intefibrilar corados em azul, enquanto que as miobrifrilar coram-se em rosa ou roxo.  

O pré-tratamento com TPN na presença de isoproterenol, foi capaz de inibir o 

remodelamento hipertrófico pós lesão isquêmica nos corações de ratos em ambas as 

linhagens de ratos. A resposta alcançada com o tratamento foi progressiva quando 

comparadas as doses testadas, e em sua máxima dose testada obteve-se uma resposta 

semelhante aos grupos controle salina (Figura 14 e 15, págs. 108 e 109). 

Quando observada a resposta do tratamento com TPN 50 mg/kg na ausência de 

isoproterenol, percebe-se que não houve alterações significantes sobre a histoarquiterura 

cardíaca, os resultados apresentados nas figuras 14 e 15, mostram maior grau de 

semelhança com ratos controles salina, indicando preservação do estado saudável 

cardíaco, sem resposta remodeladora pós-lesões cardíacas.  

O tratamento com nifedipina 3mg/kg na presença de isoproterenol foi capaz de 

atenuar a resposta remodeladora nos corações dos ratos, mostrando efeito similar aos 

grupos tratados com TPN. 
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FIGURA 14- Microfotografias de miocárdios de ratos WT, após o tratamento prévio com o 

monoterpeno (TPN). Miocárdios corados em tricromio de gomori, aumento de 20 X. C= 

colágeno  

Controle salina 0,9% Controle 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 

 

C

 

C

C
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FIGURA 15 - Microfotografias de miocárdios de ratos SHR, após o tratamento prévio com o 

monoterpeno (TPN). Miocárdios corados em tricromio de gomori, aumento de 20 X. C= 

colágeno  

Controle salina 0,9% Controle 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 
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5.3- Avaliação dos níveis lipídicos 
 
5.3.1- Níveis séricos de colesterol total 
 

Ao avaliar os níveis séricos de colesterol total, observou-se, que o isoproterenol 

não causou, quaisquer alterações significantes na linhagem wistar. Entretanto, em ratos 

da linhagem espontaneamente hipertensa e infartada, houve aumento significativo nos 

níveis séricos de colesterol total (Gráfico 9A e 9B, pág. 111).  

O pré-tratamento com TPN, não alterou de modo significante os níveis de 

colesterol total em ratos wistar, em comparação com seus respectivos (Gráfico 9A, pág 

111). Embora em ratos espontaneamente hipertensos e imfartados, o tratamento prévio 

com TPN inibiu de modo significante o aumento dos níveis de colesterol frente a 

indução com isoproterenol (Gráfico 9B, pág. 111). O tratamento subagudo com TPN 50 

mg/kg na ausência de isoproterenol, não causou alterações significantes em comparação 

com o grupo controle salina em ambas as linhagens experimentais (Gráfico 9A e 9B, 

pág. 111).    

O tratamento com nifedipina na presença de isoproterenol induziu inibição 

significante dos níveis de colesterol total apenas em ratos da linhagem SHR (gráfico 9A 

e 9B, pág. 111).  

 

5.3.2- Níveis séricos de triglicérides 

 

Isoproterenol foi capaz de induzir aumento nos níveis séricos de triglicérides em 

ambas as linhagens experimentais quando comparado aos respectivos controles salina 

(Gráfico 10A e 10B, pág. 112). 

  O tratamento prévio com TPN foi capaz de reduzir de modo significante os 

níveis séricos triglicérides em ambas as linhagens experimentais em comparação aos 

respectivos controles infartados (gráfico 10B, pág 112). Os resultados do pré-tratamento 

com TPN na presença de isoproterenol ocorreu de maneira independente de dose. O 

tratamento com TPN 50 mg/kg  na ausência de isoproterenol não foi significativamente 

alterado em ambas as linhagens experimentais em comparação aos grupos controle 

salina. 

Nifedipina 3mg/kg na presença de isoproterenol, inibiu de modo significante o 

aumento do triglicerídeo produzido por isoproterenol em ambas as linhagens 

experimentais em comparação aos controles infartados (Gráfico 10A e 10B, pág 112).  
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GRÁFICO 9- Níveis séricos de colesterol total após o infarto agudo do miocárdio induzido por 
isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Análise estatística 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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Gráfico 10- Níveis séricos de triglicérides após o infarto agudo do miocárdio induzido por 
isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT e (B) SHR. Análise estatística 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 Avaliação dos mecanismos relacionados aos efeitos cardioprotetores 
 
5.4.1- Avaliação dos efeitos antioxidantes in vitro induzido por TPN 
 
5.4.1.1- Avaliação da atividade sequestradora radicalar 
 

         Nos testes de atividade sequestradora radicalar, TPN não produziu efeitos 

antioxidantes de modo significativo.  Quando avaliada a curva concentração-resposta de 

inibição da formação de radical ABTS•, TPN produziu inibição > 2,0 % de atividade na 

máxima concentração testada TPN 400µg/mL (Tabela 15, pág. 114). 

         Quando avaliada a atividade sequestradora radicalar no teste DPPH, TPN também 

não produziu efeitos antioxidantes de modo relevante. Ao avaliar a curva concentração-

resposta de inibição da formação do radical DPPH na proporção de solventes: 30% 

metanol e 70% água, TPN produziu efeito de inibição > 1% da formação de DPPH na 

máxima concentração testada TPN 100µg/mL (Tabela 15, pág. 114). 

       Avaliando-se a atividade sequestradora radicalar no teste DPPH, desta vez 

alterando a proporção de solventes para: 50% metanol e 50% água, houve persistência 

do resultado obtido nos teste DPPH anterior. TPN produziu efeitos de inibição > 1% da 

formação de DPPH na máxima concentração testada TPN 300µg/mL (Tabela 15, pág 

114). 

 

5.4.1.2 – Avaliação do poder de redução de Fe3+ 

 

        Ao avaliar a atividade antioxidante do TPN em modelo de redução-oxidação, TPN 

também não produziu efeitos significantes. A curva concentração-resposta obtida na 

presença de TPN, foi estatisticamente não significativa para a capacidade de TPN 

reduzir íons Fe3+ à Fe2+.  Assim, na máxima concentração testada houve um reduzido 

nível na diferença entre absorbâncias observadas na oxidação de Fe2+ à Fe3+ na presença 

de TPN (Tabela 15, pág.114). 

 

5.4.1.3- Avaliação da atividade complexante com Fe3+ 

        Quando avaliada a capacidade do TPN complexar-se com íons Fe3+ observa-se que 

a curva concentração-resposta obtida foi superior ao padrão de complexação EDTA. 

Assim, TPN produziu efeitos significantes no teste de complexação com íons Fe3+. TPN 

produziu uma concentração efetiva superior ao EDTA (Tabela 16, pág.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 (Fe3+) 
 

Metodologia empregada 

ABTS
●+ DPPH

●
 – 30% metanol/água (m/v) DPPH

●
 – 50% metanol/água (m/v) Redução de Fe(III) 

C
max

, µg mL
-1 % I

max
 C

max
, µg mL

-1 % I
max

 C
max

, µg mL
-1 % I

max
 C

max
, µg mL

-1 Δabs 700
 nm
 

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 oxidação Fe3+ 

 

Compostos  
Capacidade de complexação de Fe(III) 

Faixa Linear, 
µg mL

-1 Nº de pontos Curva analítica 
%I = a C

Fe

2+
 + b R EC

50
,  

µg mL
-1 

TPN 2,5 – 10,0 4 %I = 9,00 (±0,4) C
Fe

2+
 – 2,51 (±2,29) 0,9980 5,8 

EDTA 1,0 – 5,0 4 %I = 17,12 (±0,74) C
Fe

2+
 + 5,98 (±2,12) 0,9981 2,6 
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5.4.1.4- Avaliação da atividade sequestradora radicalar de espécies derivadas do 

óxido nítrico. 

      Ao avaliar a capacidade antioxidante do TPN frente à formação de espécies 

derivadas do óxido nítrico, verificou-se que TPN produziu reduzido nível de inibição da 

formação de espécies reativas do óxido nítrico. TPN produziu efeito de maneira 

dependente do tempo na concentração testada, entretanto, no tempo máximo de teste, a 

inibição da formação das espécies reativas de nitrogênio induzida por TPN foi de 30% 

em 160 min (Gráfico 11A, pág. 116).   

      Em comparação com os antioxidantes naturais, ácido gálico produziu 70 % de 

inibição da formação de espécies reativas de nitrogênio em 160 minutos. Trolox, um 

antioxidante sintético produziu máximo efeito em 160 minutos com 65 % de inibição de 

espécies reativas de nitrogênio (Gráfico 11 A, pág. 116). 

      Em relação a concentração de espécies reativas de nitrogênio obtidas no teste 

verificou-se que o metabolismo do nitroprussiato de sódio induziu a formação de 

espécies reativas de nitrogênio (ERN) dependente do tempo e no tempo máximo de 160 

minutos obteve-se concentração superior à 80µg/mL de ERN , entretanto na presença do 

TPN a concentração máxima obtida de ERN em 160 minutos foi de  20 µg/mL ( Gráfico 

11B, pág. 116). 

      Na presença do ácido gálico a concentração de ERN obtida em 160 minutos foi de 

30 µg/mL e na presença do trolox, as concentrações de ERN obtida em 160 minutos foi 

de 40 µg/mL.(Gráfico 11 B, pág 116). 
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A) 
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GRÁFICO 11- Atividade antioxidante do TPN no teste de atividade sequestradora radicalar in 
vitro frente às espécies reativas derivados do óxido nítrico (ERN) em função do tempo.(A) % de 
inibição da formação de ERN (B) Concentrações de NO formado µg/mL. 
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5.4.2- Avaliação dos efeitos cardiovasculares induzidos por TPN 

5.4.2.1- Avaliação das alterações hemodinâmicas induzidas por TPN pós-infarto 

agudo do miocárdio. 

Isoproterenol induziu alterações hemodinâmicas significativas pós-infarto agudo 

do miocárdio, A administração subcutânea de isoproterenol induziu redução sobre os 

parâmetros pressóricos e aumento da frequência cardíaca em comparação ao grupo 

controle salina em ambas as linhagens experimentais (Gráficos 12 e 13 págs. 118 e 

119). Os parâmetros pressóricos basais das linhagens de ratos podem ser visualizadas 

através do gráfico 28, pág.226 (Anexo I).  

O pré-tratamento com TPN não produziu alterações significantes nas pressões 

arteriais em comparação ao grupo infartado em ambas as linhagens, entretanto, o 

tratamento prévio com TPN inibiu o aumento da frequência cardíaca induzido pelo 

isoproterenol (Gráfico 12 e 13, págs. 118 e 119). 

 O tratamento com TPN 50 mg/kg na ausência da indução com isoproterenol 

produziu diferenças significantes nos parâmetros pressóricos em comparação com ratos 

controles salina em ambas as linhagens experimentais, quando observado o efeito do 

TPN 50 mg/kg na frequência cardíaca na ausência de isoproterenol, TPN reduziu a 

frequência cardáca  apenas em ratos tratados da linhagem wistar em comparação com 

seu respectivo controle salina (Gráfico 12 e 13 págs. 118 e 119).  

O tratamento com nifedipina na presença de isoproterenol, não alterou os 

parâmetros pressóricos quando comparados ao grupo controle infartados em ambas as 

linhagens experimentais. Mas, alterou de modo significante a resposta sobre a 

frequência cardíaca em comparação aos respectivos controles infartados (Gráficos 12 e 

13 págs. 118 e 119). 
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GRÁFICO 12- Alterações hemodinâmicas após o infarto agudo do miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x 
s.c) em ratos WT. Análise estatística ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. PAM=Pressão Arterial 
Média/PAS=Pressão Arterial Sistólica/ PAD= Pressão Arterial Diastólica/FC= Frequência Cardíaca. Considerado 

significativos quando * p <0.05 ** p <0.01 e *** p <0.0001 (Infartado versus salina) ou (TPN versus infartado). n=5 
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GRÁFICO 13- Alterações hemodinâmicas após o infarto agudo do miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 
2x s.c) em ratos SHR. Análise estatística ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. PAM=Pressão 
Arterial Média/PAS=Pressão Arterial Sistólica/ PAD= Pressão Arterial Diastólica/FC= Frequência Cardíaca. 
Considerado significativo quando * p <0.05 ** p <0.01 e *** p <0.0001 (Infartado versus salina) ou (TPN versus 
infartado). n=4 
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5.4.2.2- Avaliação da demanda miocárdica de oxigênio após o infarto agudo do 
miocárdio induzido 
 

A administração subcutânea de isoproterenol foi capaz de alterar a reperfusão 

miocárdica, produzindo um aumento significante sobre a demanda de oxigênio 

fornecida ao miocárdio em ambas as linhagens experimentais em compração aos seus 

respectivos controles (Gráfico 14A e 14B pág. 121). Contudo o pré-tratamento com 

TPN foi capaz de inibir o aumento da taxa de oxigênio ofertada ao miocárdio de modo 

significante nas duas linhagens experimentais de maneira independente de dose (Gráfico 

14B, pág 121). 

O tratamento subagudo de TPN 50 mg/kg na ausência de isoproterenol não 

alterou de modo significante a taxa de oxigenação miocárdica em comparação com o 

grupo controle salina nas duas linhagens experimentais (Gráfico 14A e 14B pág.121). 

Nifedipina 3mg/kg na presença de isoproterenol também inibiu de modo significante a 

demanda miocárdica de oxigênio nas duas linhagens experimentais. (Gráfico 14A e 

14B, pág 121). 

5.4.2.3- Avaliação morfológica das coronárias após o infarto induzido por 

isoproterenol. 

A exposição subcutânea repetida e em alta dose de isoproterenol, induziu 

aparente redução do fluxo sanguíneo coronário, reduzindo a reperfusão miocárdica, 

devido ao estreitamento das artérias coronárias esquerda, direita, circunflexa e em 

especial houve aparente redução sobre a espessura da artéria coronária descendente 

anterior esquerda, em ambas as linhagens experimentais. (Figuras 16 e 17 pág.122).    

 O tratamento prévio com TPN foi capaz de produzir aparente efeito dilatador das 

artérias coronárias, de maneira dose dependente, aumentando a reperfusão miocárdica, 

mesmo na presença de isoproterenol, em especial quando analisada a artéria coronária 

descendente anterior esquerda em comparação com o grupo infartado com isoproterenol 

nas duas linhagens de ratos (Figuras 16 e 17 pág. 122). 

O tratamento subagudo com TPN na ausência de isoproterenol induziu aparente 

efeito dilatador coronariano, quando comparado aos grupos controle salina e infartado, 

em ambas as linhagens experimentais aumentando a reperfusão miocárdica, observando 

dilatação sobre a coronária descendente anterior esquerda (Figura 16 e 17 pág. 122). 

Nifedipina, não apresentou quaisquer alterações sobre a morfologia dos ramos 

coronarianos em nenhuma das duas linhagens experimentais, na presença de 

isoproterenol (Figura 16 e 17, pág. 122). 
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GRÁFICO 14- Demanda miocárdica de oxigênio após o infarto agudo do miocárdio induzido 
por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: (A) WT (B) SHR. Análise estatística 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. 

 

 



122 
 

 

FIGURA 16- Aspectos morfológicos de corações isolados de ratos wistar (WT) após o tratamento subagudo. n=5 

Controle salina 
0,9% 

Isoproterenol 
85 mg/kg  

TPN 
25 mg/kg 

TPN 
50 mg/kg 

TPN 
75 mg/kg 
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NIF 
3 mg/kg 

 
   

 
 

 

ISO - + + + + - + 

FIGURA 17- Aspectos morfológicos de corações isolados de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) após o tratamento subagudo. n=5 
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5.4.2.4- Avaliação histopatológicas das aortas torácicas após o infarto induzido por 

isoproterenol. 

Através de cortes histológicos transversais dos ramos torácicos aórticos, corados 

em hematoxilina-eosina (H&E), pode-se observar que isoproterenol apresentou aparente 

efeito dilatador em ambas às linhagens de ratos. Ao realizar a medida do diâmetro do 

lúmen aórtico observou-se, porém não haver diferenças estatísticas quando comparados 

aos seus respectivos controles salina (Figura 18 e figura 19 págs. 124 e 125). 

O tratamento prévio com TPN induziu aparente efeito dilatador nos ramos 

torácicos aórticos, porém quando analisado estatisticamente o diâmetro interno aórtico 

não foi significativamente alterado em comparação com os grupos controles infartados e 

salina. (Figura 18 e figura 19 págs. 124 e 125). Em ratos SHR, a resposta manteve-se 

semelhante a linhagem de ratos wistar (Figura 18 e figura 19 págs. 124 e 125). 

O tratamento subagudo com TPN 50 mg/kg na ausência de isoproterenol, 

manteve aparente efeito dilatador aórtico, porém quando comparados estatisticamente 

com seus respectivos controles salina, não houve alteração significante sobre o diâmetro 

luminal aórtico em ambas as linhagens experimentais (Figuras 18 e 19 págs. 124 e 125). 

Nifedipina não mudanças sobre as aortas em ambas as linhagens experimentais 

quando comparados aos respectivos controles (Figuras 18 e 19 págs. 124 e 125).Quando 

os ramos aórticos torácicos foram analisados em cortes longitudinais, em coloração 

tricrômio de gomori (TG), observou-se que os ratos que foram induzidos ao infarto com 

isoproterenol apresentaram aparente redução sobre a túnica íntima e aumento da túnica 

media sem alterar a túnica adventícia, nas comparações com seus respectivos controles 

salina, em ambas as linhagens experimentais (Figuras 20 e 21 págs. 126 e 127) 

O pré-tratamento com TPN na presença ou ausência de isoproterenol, induziu 

aparente aumento progressivo e dose dependente da túnica íntima em comparação com 

os grupos controles infartada e salina, sem alterar as túnicas média e adventícia. 

(Figuras 20 e 21 págs. 126 e 127). O tratamento com nifedipina, não produziu alterações 

sobre a histoarquitetura dos ramos aórticos torácicos (Figuras 20 e 21 págs. 126 e 127). 
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FIGURA 18- Microfotografias de aortas de ratos wistar (WT) após 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) após o 

tratamento prévio com o monoterpeno (TPN). Aortas coradas em H&E, aumento de 4 x.  

Controle salina 0,9% Controle infartado (ISO) 

  
TPN 25 mg/kg + ISO TPN 50 mg/kg + ISO 
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FIGURA 20- Microfotografias de aortas de ratos wistar, após o tratamento prévio com o 

monoterpeno (TPN). Aortas corados em tricromio de gomori, aumento de 100x.  TA= Túnica 

adventícia/ TM= Túnica média/ TI= Túnica íntima/ L= Lúmen/ AP= área perivascular 
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FIGURA 21- Microfotografias de aortas de ratos SHR, após o tratamento prévio com o 

monoterpeno (TPN). Aortas corados em tricromio de gomori, aumento de 100x.  TA= Túnica 

adventícia/ TM= Túnica média/ TI= Túnica íntima/ L= Lúmen/ AP= área perivascular 
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5.4.2.5 – Avaliação da reatividade vascular em artérias mesentéricas pós-infarto 
agudo do miocárdio 
 
 O infarto induzido por isoproterenol, não foi capaz de induzir alterações 

significantes na potencia e no efeito máximo contrátil frente à fenilefrina em artérias 

mesentéricas isolada de ratos espontaneamente hipertensos (Gráfico 15 e tabela 17, 

págs. 129 e 130). O tratamento prévio com TPN e subsequente exposição subcutânea de 

isoproterenol também não produziram diferenças significantes na potência frente à 

contração induzida por fenilefrina, comparado aos seus respectivos controles, em ratos 

espontaneamente hipertensos (Gráfico 15 e tabela 17 págs. 129 e 130).   

Entretanto reduziu de modo significante o efeito máximo apenas nas doses de 25 

mg/kg e 75 mg/kg em relação aos controles (Gráfico 15 e tabela 17, págs. 129 e 130). O 

tratamento subagudo com TPN 50 mg/kg na ausência de indução ao infarto com 

isoproterenol, não alterou de modo significante a potência ou o efeito máximo contrátil 

induzido por fenilefrina em artérias mesentéricas isoladas de ratos espontaneamente 

hipertensos, quando comparados aos respectivos controles (Gráfico 15 e tabela 17, págs. 

129 e 130). O pré-tratamento com nifedipina e subsequente indução ao infarto com 

isoproterenol não alterou a potência da contração induzida por fenilefrina em artérias 

mesentéricas isoladas de ratos espontaneamente hipertensos em comparação aos 

controles, entretanto aumentou de modo significante o efeito máximo contrátil induzido 

por fenilefrina (Gráfico 15 e tabela 17, págs. 129 e 130). 

 Quando avaliada a reatividade vascular frente ao relaxamento induzido por 

nitroprussiato de sódio em artérias mesentéricas de ratos espontaneamente hipertensos, 

houve aumento significante na potencia e no efeito máximo induzido por isoproterenol 

(Gráfico 16 e tabela 18 págs. 130 e 131). O tratamento prévio com TPN foi capaz de 

aumentar de modo significante a potência do vasorelaxamento induzido por 

nitroprussiato de sódio em artérias mesentéricas isolada de ratos espontaneamente 

hipertensos nas menores doses testadas, comparado ao infarto induzido por 

isoproterenol (Gráfico 16 e tabela 18 págs.130 e 131). 

TPN também foi capaz de reduzir de maneira significante o efeito máximo 

relaxante induzido por nitroprussiato de sódio em artérias mesentéricas isoladas de ratos 

espontaneamente hipertensos, na presença de isoproterenol, apenas nas doses de 25 

mg/kg e 75 mg/kg, quando comparado ao grupo controle infartado (Gráfico 16 e tabela 

18, págs. 130 e 131). 
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 O tratamento subagudo com TPN 50 mg/kg na ausência de isoproterenol, não 

alterou o vasorelaxamento produzido por nitroprussiato de sódio em artérias 

mesentéricas de ratos hipertensos em comparação ao grupo controle salina (Gráfico 16 e 

tabela 18, págs. 130 e 131). O pré-tratamento com nifedipina na presença de 

isoproterenol, foi capaz de aumentar de modo significante a potência e o efeito máximo 

do vasorelaxamento induzido por nitroprussiato de sódio em comparação aos 

respectivos controles (Gráfico 16 e tabela 18 págs. 130 e 131).  

 Ademais, as diferenças na curva concentração-resposta entre as linhagens de 

ratos na reatividade vascular em artérias mesentéricas superiores isoladas de ratos frente 

à contração induzida por fenilefrina e relaxamento induzido por nitroprussiato de sódio 

podem ser visualizadas no gráfico 30, pág. 228 (Anexo III) 

 

A) 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

GRÁFICO 15- Reatividade vascular frente à contração obtida pela curva concentração-resposta de fenilefrina 
após o infarto agudo do miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos SHR. Análise 
estatística ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. n=5  
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TABELA 17 – Comparação dos valores de Emáx e pD2 dos anéis de artéria mesentérica superior isolada 
de rato sem endotélio funcional, frente as contrações com fenilefrina (10-10-10-5 M). 

 

Grupos 
Experimentais 

pD2 
(M) 

Emáx 
(g) 

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 estão expressos com média ± E.P.M. Análise estatística 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) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GRÁFICO 16- Reatividade vascular frente ao vasorelaxamento obtido pela curva concentração-resposta de 
nitroprussiato de sódio após o infarto agudo do miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos 
SHR. Análise estatística ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. n=5  
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TABELA 18– Comparação dos valores de Emáx e pD2 dos anéis de artéria mesentérica superior isolada de 
rato sem endotélio funcional, frente ao relaxamento com NPS (3 x 10-11- 10-7 M). 

 

Grupos 
Experimentais 

pD2 
(M) 

Emáx 
(g) 

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 ISO 8,08 ± 0,07 0,61 ± 0,02 

NIF 3mg/kg + ISO 8,71 ± 0,08*** 0,80 ± 0,03** 

Os valores estão expressos com média ± E.P.M. Análise estatística 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- Avaliação da sensibilidade baroreflexa pós-infarto agudo do miocárdio 
 

A administração de isoproterenol não foi capaz de induzir alterações 

significantes sobre a sensibilidade baroreflexa frente à estimulação com fenilefrina 

8µg/kg i.v em ambas as linhagens de ratos infartados quando comparado aos respectivos 

controles salina (Gráfico 17A e 17B, pág. 133). 

De modo similar, o tratamento prévio com TPN não produziu mudanças 

significantes sobre o ganho bradicardico induzido por fenilefrina em ambas as linhagens 

de ratos quando comparados aos respectivos controles (Gráfico 17A e 17B, pág. 133).  

O tratamento com TPN 50 mg/kg  na ausência do infarto induzido por  ISO também não 

produziu alterações sobre o ganho bradicárdico em ratos das duas linhagens 

experimentais em relação aos respectivos  grupos controles  (Gráfico 17A e 17B, pág. 

133). O tratamento prévio com nifedipina também não alterou significativamente a 

sensibilidade baroreflexa em ambas as linhagens experimentais em comparação aos 

respectivos controles (Gráfico 17A pág. 133). 

Em relação ao tempo de ação da fenilefrina, a administração de isoproterenol 

induziu aumento significativo no tempo de ação da fenilefrina em ratos infartados 

espontaneamente hipertensos em relação ao respectivo controle. O tratamento prévio 

com TPN inibiu o aumento do tempo de ação da fenilefrina em ratos hipertensos e 

infartados quando comparado ao grupo infartado (Gráfico 18B, pág. 134). O tratamento 
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prévio com TPN 50 mg/kg na ausência de isoproterenol não produziu alterações no 

tempo de ação quando comparado ao grupo salina  (Gráfico 18A e 18B, pág. 134). O 

tratamento prévio com nifedipina inibiu o aumento do tempo de ação da fenilefrina em 

ratos hipertensos e infartados quando comparado ao infartado (Gráfico 18B, pág. 134). 

Ao avaliar a sensibilidade baroreflexa frente à estimulação com nitroprussiato de 

sódio 50µg/kg i.v., isoproterenol induziu redução no ganho taquicardico comparado ao 

grupo controle salina em ambas as linhagens experimentais (Gráfico 19A e 19B, pag 

135). O pré-tratamento com TPN não alterou a resposta taquicardica estimulada com 

nitroprussiato de sódio em ratos normotensos em comparação com seu resperctivo 

controle infartado. Entretanto, melhorou o ganho ta quicardico em ratos hipertensos e 

infartado em comparação ao respectivo controle infartado (Gráfico 19A e 19B, pág 

135). O tratamento subagudo com TPN 50 mg/kg na ausência de isoproterenol reduziu 

o ganho taquicardico frente a estimulação com nitroprussiato de sódio quando 

comparado aos seus respectivos controles infartados e salina na linhagem wistar 

(Gráfico 19 A, pág. 135). Porém, não mudou a resposta taquicardica estimulada com 

nitroprussiato de sódio de ratos hipertensos em comparação ao respectivo controle 

salina (Gráfico 19B, pág. 135). Nifedipina prejudicou o ganho taquicardico em ratos 

normotensos e infartados quando comparado aos respectivos grupos controle (Gráfico 

19A, pág. 135). Mas, o tratamento prévio com nifedipina, aboliu de modo significante o 

prejuízo taquicardico induzido por isoproterenol frente à estimulação com nitroprussiato 

de sódio em ratos hipertensos e infartados em comparação ao respectivo controle 

infartado (Gráfico 19B, pág. 135).  

Em relação ao tempo de ação do nitroprussiato de sódio, na linhagem de ratos 

wistar, não houve alterações significantes na presença ou ausência de isoproterenol: 

infartado (Gráfico 20A pág. 136). O tratamento com TPN não alterou o tempo de ação 

do nitropussiato de sódio em ratos da linhagem normotensa infartada em comparação 

aos respectivos controles (Gráfico 20A, pág. 136). O tratamento com TPN 50 mg/kg na 

ausência de isoproterenol não produziu mudanças no tempo de ação do nitroprussiato de 

sódio em comparação com seus respectivos controles na linhagem de ratos normotensos 

(Gráfico 20A pág. 136). Nifedipina, também não alterou de modo significante o tempo 

de ação do nitroprussiato de sódio na presença de isoproterenol em ratos normotensos 

(Gráfico 20A pág. 136). 

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

tempo de ação do nitroprussiato de sódio (Gráfico 20B, pág. 136). Enquanto que o 
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tratamento com TPN foi capaz de reestabelecer o tempo de ação do nitroprussiato de 

sódio na presença de isoproterenol (Gráfico 20B, pág. 136). TPN 50 mg/kg na ausência 

de isoproterenol, não produziu mudanças significantes sobre o tempo de ação do 

nitroprussiato de sódio comparado ao grupo controle salina (Gráfico 20B  pág. 136). O 

pré-tratamento com nifedipina reduziu o tempo de ação do nitroprussiato de sódio na 

presença de isoproterenol quando comparado ao grupo infartado (Gráfico 20B, pág. 

136). 

 

A) 

 
 
B) 

 

GRÁFICO 17- Sensibilidade baroreflexa frente à fenilefrina 8µg/kg i.v. após o infarto agudo do miocárdio 
induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos (A) WT e (B) SHR. Análise estatística ANOVA one-way 
seguido de pos-teste Newman-Keuls. WT=5/SHR=4 
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GRÁFICO 18- Tempo de ação da fenilefrina 8µg/kg i.v. no teste de sensibilidade baroreflexa após o infarto 
agudo do miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos (A) WT e (B) SHR. Análise 
estatística ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. WT=5/SHR=4 
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 GRÁFICO 19- Sensibilidade baroreflexa frente ao nitroprussiato de sódio 50µg/kg i.v. após o infarto agudo do 

miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos (A) WT e (B) SHR. Análise estatística 
ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. WT=5/SHR=4 



136 
 

 
 
A) 

 
 

 
 
B) 

NPS
0

5

10

15 ***
***

***
***

T
e
m

p
o

 d
e
 a

ç
ã
o

 (
m

in
)

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 

GRÁFICO 20- Tempo de ação do nitroprussiato de sódio 50µg/kg i.v. no teste de sensibilidade baroreflexa 
após o infarto agudo do miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos (A) WT e (B) SHR. 
Análise estatística ANOVA one-way seguido de pos-teste Newman-Keuls. WT=5/ SHR=4 
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5.4.2.7- Avaliação da resposta colinérgica pós-infarto agudo do miocárdio 
 
 A administração subcutânea de isoproterenol em ratos da linhagem wistar 

reduziu de maneira significante as respostas pressóricas da acetilcolina 8µg/kg i.v. de 

ratos normotensos quando comparados ao grupo controle salina. (Gráfico 21, pág. 138). 

O pré-tratamento com TPN também induziu redução da reatividade pressórica frente à 

estimulação com acetilcolina em comparação ao grupo controle salina nas menores 

doses testadas  em linhagens normotensas (Gráfico 21, pág. 138) , mas não divergiu das 

respostas pressóricas de ratos normotensos e infartados quando comparados ao  

respectivo grupo infartado (Gráfico 21, pág. 138).  

 O tratamento com TPN 50 mg/kg na ausência de isoproterenol, não produziu 

alterações significantes na resposta pressórica da acetilcolina de ratos da linhagem 

wistar quando comparado ao controles infartado, mas foi diferente do grupo controle 

salina (Gráfico 21, pág. 138). Nifedipina obteve resposta colinergica semelhante ao 

tratamento com TPN na presença de isoproterenol (Gráficos 21 e 22 págs. 138 e 139).  

 Em ratos da linhagem hipertensa, a administração de isoproterenol, não produziu 

quaisquer alterações significantes sobre as respostas pressóricas induzidas pela 

acetilcolina. (Gráfico 22 pág. 139). O tratamento prévio com TPN não alterou de modo 

significante as respostas pressóricas induzidas por acetilcolina na presença de 

isoproterenol em ratos hipertensos (Gráfico 22 pág. 139). O tratamento com TPN 50 

mg/kg na ausência de isoproterenol também não alterou a resposta pressórica em 

comparação aos seus respectivos controles experimentais salina (Gráfico 22 pág. 139). 

 As respostas bradicardicas induzidas por acetilcolina 8µg/kg i.v. não foram 

estatisticamente alteradas por isoproterenol em ambas as linhagens experimentais, 

(Gráfico 22 pág. 139). O tratamento prévio com TPN não alterou de modo significante a 

bradicardia induzida pela acetilcolina na presença de isoproterenol em ambas as 

linhagens de ratos (Gráficos 21 e 22 págs. 138 e 139). O tratamento subagudo com TPN 

50 mg/kg na ausência de isoproterenol, também não causou mudanças significantes na 

bradicardia induzida por acetilcolina em ambas as linhagens experimentais (Gráficos 21 

e 22 págs. 138 e 139). Nifedipina também não foi capaz de induzir mudanças sobre a 

bradicardia induzida por acetilcolina em ambas às linhagens experimentais (Gráficos 21 

e 22 págs. 138 e 139).   
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 Quando avaliado o tempo de ação da acetilcolina na reatividade cardiovascular, 

observa-se que isoproterenol não foi capaz de alterar o tempo de atividade colinérgica 

em ambas as linhagens experimentais (Gráfico 23A e 23B pág. 140) 

 Porém, ao verificar o tempo de ação frente à acetilcolina 8µg/kg i.v. em ratos 

tratados com TPN na presença ou ausência de isoproterenol, observa-se uma redução 

significante apenas em animais da linhagem espontaneamente hipertensa, em 

comparação aos seus respectivos controles (Gráfico 23B, pág. 140). 

 Nifedipina não foi capaz de induzir alterações significantes sobre o tempo de 

ação da acetilcolina na presença de isoproterenol em ambas as linhagens experimentais 

em comparação aos seus respectivos controles (Gráfico 23A e 23B, pág. 140). 
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GRÁFICO 23- Tempo de ação da acetilcolina 8 µg/kg i.v. após o infarto agudo do miocárdio induzido por 
isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos (A) WT e (B) SHR. Análise estatística ANOVA one-way seguido de 
pos-teste Newman-Keuls. WT=5/SHR=4 
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5.4.2.8- Avaliação das concentrações cardiovasculares de cálcio 
  
 O uso de isoproterenol subcutâneo foi capaz de produzir alterações significantes 

sobre os níveis de cálcio em ratos da linhagem wistar. A dosagem de cálcio demonstrou 

que isoproterenol diminuiu os níveis séricos de cálcio (gráfico 24A pág. 143) assim 

como, reduziu os níveis intracelulares de cálcio total em aortas (Gráfico 24C pág. 143) 

enquanto que aumentou os níveis intracelulares de cálcio total (Gráfico 24B, pág. 143). 

 Em ratos da linhagem wistar, o pré-tratamento com TPN na presença de 

isoproterenol inibiu a redução dos níveis séricos de cálcio de modo significante nas 

menores doses testadas (Gráfico 24A pág. 143). O tratamento prévio com TPN 

interferiu nos níveis intracelulares de cálcio aórticos nas menores doses testadas 

(Gráfico 24C pág. 143). Em adição, o pré-tratamento com TPN na presença de 

isoproterenol inibiu de modo significante o aumento nos níveis intracelulares de cálcio 

ventricular em todas as doses testadas de maneira independente de dose (Gráfico 24B 

pág. 143). 

 O tratamento com TPN 50 mg/kg na ausência de isoproterenol causou redução 

significante nos níveis intracelulares de cálcio ventricular em comparação aos 

respectivos controles em ratos da linhagem wistar (Gráfico 24B  pág. 143). TPN 50 

mg/kg na ausência de isoproterenol também causou redução significante nos níveis de 

cálcio nas aortas (Gráfico 24C pág. 143), bem como, reduziu os níveis séricos de cálcio 

(Gráfico 24A pág. 143). 

 Nifedipina produziu respostas semelhantes ao tratamento com TPN na presença 

de isoproterenol, reduzindo os níveis séricos de cálcio (Gráfico 24A pág. 143), também 

reduziu os níveis de cálcio sobre os ventrículos (Gráfico 24B, pág. 143), assim como, 

também reduziu os níveis intracelulares de cálcio sobre as aortas (Gráfico 24C, 

pág.143). Em ratos da linhagem espontaneamente hipertensa, isoproterenol não alterou 

de modo significante sobre os níveis séricos de cálcio (Gráfico 24D pág. 143). Mas, 

aumentaram de modo significante os níveis de cálcio ventricular (Gráfico 24E, pág. 

143), assim como, também aumentou os níveis de cálcio sobre as aortas (Gráfico 24F 

pág. 143). 

 O pré-tratamento com TPN foi capaz de aumentar de modo significante os níveis 

séricos de cálcio na presença de isoproterenol, nas menores doses testadas em ratos 

espontaneamente hipertensos (Gráfico 24D pág. 143). O tratamento prévio com TPN 

reduziu o aumento dos níveis de cálcio sobre as aortas na presença de isoproterenol em 
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todas as doses testadas de modo dependente de dose (Gráfico 24F pág. 143). O pré-

tratamento com TPN aboliu o aumento dos níveis intracelulares de cálcio ventricular na 

presença de isoproterenol em todas as doses testadas de modo independente de dose 

(Gráfico 24E pág. 143).  

 O tratamento subagudo com TPN 50 mg/kg na ausência de isoproterenol, não 

produziu mudanças significantes sobre os níveis séricos de cálcio em comparação aos 

respectivos controles em ratos espontaneamente hipertensos (Gráfico 24D pág. 143). Do 

mesmo modo, TPN 50 mg/kg na ausência de isoproterenol, não produziu alterações 

significantes sobre os níveis de cálcio aórtico (Gráfico 24F pág. 143), assim como, não 

alterou os níveis de cálcio ventricular  quando os níveis de cálcio eram comparados ao 

grupo controle salina (Gráfico 24E, pág. 143) 

 Nifedipina não alterou os níveis de cálcio sérico na presença de isoproterenol em 

ratos espontaneamente hipertensos (Gráfico 24D pág. 143) e aboliu o aumento dos 

níveis intracelulares de cálcio em aortas de ratos espontaneamente hipertensos na 

presença de isoproterenol (Gráfico 24F pág. 143), do mesmo modo, aboliu o aumento 

dos níveis intracelulares de cálcio ventricular induzido por isoproterenol em ratos 

espontaneamente hipertensos (Gráfico 24E pág. 143). 
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GRÁFICO 24 - Níveis de cálcio total após o infarto agudo do miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) em ratos: 
WT (A) Soro (B) ventrículos (C) Aortas e SHR (D) Soro (E) ventrículos (F) Aortas . Análise estatística ANOVA one-way 
seguido de pos-teste Newman-Keuls. Considerados significativos quando *p<0.05 **p<0.01 e ***p<0.0001 (Infartado versus 
salina) ou (TPN versus infartado). n=5 
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5.4.2.9- Efeitos cardiovasculares intravenosos induzidos por TPN 
 
 A administração intravenosa de TPN nas doses 1, 5 e 10 mg/kg em ratos 

espontaneamente hipertensos não anestesiados e não infartados induziu hipotensão e 

bradicardia nas maiores doses testadas. Os efeitos cardiovasculares induzidos por TPN 

ocorreram de modo dose dependente, tanto sobre a hipotensão quanto sobre a 

bradicardia (Gráfico 25 pág. 145). TPN também foi capaz de induzir efeito dose 

dependente sobre o tempo de ação na bradicardia induzida (Gráfico 25 pág. 145). 

 Em ratos hipertensos anestesiados (tiopental sódico 45 mg/kg i.p.) a hipotensão 

foi aumentada na maior dose (Gráfico 26 pág. 146), enquanto a  bradicardia induzida 

foram significativamente alteradas nas menores (Gráfico 26 pág. 146). Na presença de 

hexametônio (20 mg/kg i.v.), houve alteração na hipotensão apenas na  menor dose  

(Gráfico 27 pág.147), enquanto a bradicardia foi significativamente alterada nas duas 

primeiras doses (Gráfico 27 pág.147). Na presença de atropina (2 mg/kg i.v.), houve 

atenuação da bradicardia em todas as doses testadas, sem alterar a hipotensão induzida 

(Gráfico 27 pág. 147). 
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GRÁFICO 25- Efeitos cardiovasculares induzidos por TPN em ratos espontâneamente hipertensos não-
anestesiados e não-infartados nas doses de  1, 5 e 10 mg/kg i.v. Os resultados são expressos em M± EPM e 
análise estatística  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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5.4.2.10- Docking molecular do TPN em alvos cardíacos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

GRÁFICO 26- Efeitos Cardiovasculares induzidos por TPN em ratos espontaneamente hipertensos não infartados e 
anestesiados nas doses de 1, 5 e 10 mg/kg i.v.  Os resultados estão expressos em  M± EPM  e análise estatística teste“t” 
student e considerados significante quando *p<0.05 **p<0.001 e ***p<0.0001. n=5 
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GRÁFICO 27 -Efeitos cardiovasculares induzidos por TPN em ratos espontaneamente hipertensos não-infartados após  
hexametônio (20 mg/kg i.v.) e atropina (2 mg/kg) nas doses 1, 5 e 10 mg/kg i.v.  Os resultados estão expressos em M± 
EPM e análise estatística 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 cardíacos 
 

Ao realizar ensaio in sílico, verificou-se que TPN possui médio valor de 

hidrofobicidade, com cLog P= 2,3.  No preparo gridbox molecular, TPN demonstrou 

em seu mapa eletrostático maior grau reativo na hidroxila livre situada na posição alpha 

da porção alifática ligada ao anel aromático (representada pela cor vermelha), devido à 

ligação orgânica do tipo simples (C-O...H), conferindo menor grau de estabilidade e 

menor grau reativo, tornando-se mais susceptíveis as reações nucleofílicas, enquanto na 

porção aromática, houve menor grau reativo (representada pela cor verde) devido a 

presença de ligações duplas do tipo Π que conferem maior rigidez molecular e maior 

grau de estabilidade. Figura 22B, pág. 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 ácido palmítico; 

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 sítio dihidropiridínico de canais para cálcio voltagem dependente tipo 

L=-4,8 kcal/mol vs -5,7 kcal/mol da nifedipina, assim como para o receptor muscarínico 

tipo M2=-6,9 kcal/mol vs -6,5 kcal/ mol  da acetilcolina. 

Quando analisado o tipo de ação produzida por TPN no receptor muscarínico, é 

possível observar que TPN atua preferencialmente como um agonista de receptores 

muscarínicos M2, devido à equiparável energia de afinidade do seu agonista 

muscarínico M2 iperoxo (-6,7 kcal/mol) enquanto que a energia de afinidade se 

distancia do valor de afinidade eletrônica do antagonista de receptores M2 atropina (-

11,5 kcal/mol). 

  Ao observar as interações formadas pelo TPN no receptor muscarínico M2, 

verifica-se que TPN é capaz de interagir com os resíduos de aminoácidos: serina 107 

(SER107), tirosina 430 (TYR 430), tirosina 104 (TYR 104) e tirosina 426 (TYR 426). 

Figura 31B, pág.150. Enquanto o agonista iperoxo interage com os resíduos de 

aminoácidos: tirosina 426A (TYR 426A) triptofano 400A (TRP 400A) e asparagina 

404A (ASN 404 A). Figura 24A, pág.151. 

Quando analisadas as interações que TPN é capaz de produzir no sítio 

dihidropiridínico de canais para cálcio voltagem dependente tipo L, verifica-se que TPN 

liga-se aos resíduos de aminoácidos: triptofano 52 (TRP 52), fenilalanina 19 (PHE 19) e 

fenilalanina 68 (PHE 68). Figura 23B, pág.150. Nifedipina estabelece interações entre 
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os resíduos de aminoácidos histidina 256 (HIS 256), fenilalanina 253 (PHE 253), 

alanina 249 (ALA 259) e isoleucina 477 (ILE 457) no sítio dihidropiridínico. Figura 

23A, pág. 150. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FIGURA 22- Docking molecular na análise do composto monoterpeno. (A) Estrutura molecular do 
monoterpeno (TPN) (B) Mapa eletrostático do monoterpeno (TPN)  

Fonte: Autor, 2019. 
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FIGURA 23- Docking molecular frente ao sítio de ação dihidropiridínico em canais para cálcio tipo L. (A) ligação molecular da nifedipina no sítio 
de ação dihidropiridinico (B) Ligação molecular do monoterpeno (TPN) no sítio de ação 

Fonte: Autor, 2019. 
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FIGURA 24- Docking molecular frente ao sítio de ação em receptores muscarínicos M2 de ratos. (A) ligação molecular do iperoxo no sítio de ação 

(B) Ligação molecular do monoterpeno (TPN) no sítio de ação. 

Fonte: Autor, 2019. 
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6 DISCUSSÃO 

O presente trabalho propôs-se a avaliar a possível atividade cardioprotetora do 

monoterpeno TPN e seus mecanismos intrínsecos a atividade farmacológica, frente a 

um modelo de infarto agudo do miocárdio induzido por isoproterenol. Para isto foram 

utilizadas abordagens experimentais: in vivo, in vitro, ex-vivo e in sílico.  

A RDC 251/1997 do Conselho Nacional de Saúde orienta que em estudos pré-

clínicos para desenvolvimento de moléculas candidatas a novos fármacos e seus 

protótipos, devem ser estudados os aspectos toxicológicos prévios como requisito de 

garantia para a segurança 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 são usadas como estratégia adotada para avaliar a toxicidade de novos 

fármacos (HANSEN & BROSS, 2010). Em adição, Postnikova e colaboradores, 

descreveram a proximidade entre as relações existentes nos ensaios de triagem de novos 

agentes terapêuticos baseados modelos de viabilidade celular in vitro com células 

primárias da imunidade com os efeitos toxicantes de fármacos em estudos clínicos 

(POSTNIKOVA et al., 2018).    

Assim, atividade citotóxica do composto foi testada em culturas celulares de 

macrófagos da linhagem J774, para investigar ações toxicas do composto, visando à 

inserção do monoterpeno avaliado como possível candidato a fármaco cardiovascular 

em posterior avaliação farmacológica em modelo in vivo 

De acordo com a escala de citotoxicidade descrita na ISO 10993-5 de 1999, TPN 

variou sua resposta de maneira concentração dependente, na menor concentração 

testada demonstrou efeito não citotóxico (viabilidade celular > 90 %), enquanto na 

maior concentração testada revelou-se moderadamente citotóxico (viabilidade celular = 

50-79 %) (ISO 10993-5, 1999). É valido ressaltar, que não foi possível determinar a 

CI50% do composto, visto que os níveis de citotoxicidade não atingiram 100% de 

citotoxicidade nas concentrações avaliadas (gráfico 1 pág.77). Estes achados em 

conjunto corroboram que TPN, quando utilizado nas concentrações escolhidas no 

presente estudo, não esteja induzindo efeitos tóxicos significativos.  
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Com base neste resultado, a atividade cardioprotetora em testes in vivo, do TPN, 

no infarto agudo do miocárdio, em modelo de lesão por isquemia-reperfusão induzido 

por isoproterenol foi avaliada. 

Deste modo, avaliou-se a capacidade do TPN induzir sobrevivência em ratos 

frente à indução de infartos produzidos com isoproterenol. Os resultados mostram queo 

tratamento com TPN aumentou a sobrevivência dos ratos normotensos (WT) e 

hipertensos (SHR) frente ao infarto induzido com isoproterenol. 

A administração 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 não produzir alta 

letalidade, apresentando DL50= 680 mg/kg (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 sobrevivência a letalidade induzida por isoproterenol nas doses testadas 

em ambas as linhagens experimentais (Gráfico 2A e 2B, pág 79).  

Nifedipina, um bloqueador dos canais para cálcio tipo L voltagem dependente, 

possui atividade cadioprotetora em modelo de infarto por lesões de isquemia-reperfusão 

em modelo in vitro Langendorff (NAYLER, 1990). Em nosso estudo, utilizou-se a 

nifedipina como grupo controle para o ensaio de cardioproteção, 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 sobrevivência aos infartos letais induzidos por isoproterenol 

em ambas às linhagens de ratos em comparação aos grupos infartados (Gráfico 2A e 2B, 

pág.79). O aumento na sobrevivência em testes in vivo aos infartos letais podem indicar 

que o TPN inibiu os agravos das lesões cardíacas produzidas pela catecolamina  

produzindo cardioproteção. O tratamento com TPN 50 mg/kg, na ausência de 

isoproterenol, não produziu alterações significantes no percentual de sobrevivência em 

comparação aos seus respectivos controles salina e infartados em ambas as linhagens de 

ratos (Gráfico 2A e 2B, pág 79). 

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

avaliou-se o grau e a extensão das lesões miocárdicas produzidas por isoproterenol no 
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teste colorimétrico trifeniltetrazólio. Já está descrito que a lesão isquêmica no coração 

produz morte celular dependente das vias mitocondriais (NING et al., 2000; MARIN-

GARCÍA, et al., 2001). Assim, avaliações necropsiais, são uteis para verificar a 

magnitude dos infartos sobre o coração, sendo rotineiros em institutos de medicina legal 

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

Também já é descrito que isoproterenol é capaz de induzir IAM, causando 

redução na área viável cardíaca por mecanismos de ativação de necrose celular, 

provocando alterações na funcionalidade mitocondrial e assim exercendo papel crucial 

no desenvolvimento patológico nas lesões de isquemia-reperfusão (SANCHÉZ et al., 

1997).  

Não obstante, o emprego da viabilidade celular dos cardiomiócitos com 

trifeniltetrazólio, tem sido largamente empregado em avaliações farmacológicas pré-

clínicas de cardioproteção (MOHAN et al., 2010; AMAN et al., 2012; CHEN et al., 

2015).  Os sais de trifeniltetrazolio são incolores em soluções aquosas e são convertidos 

a formazan de maneira dependentes dos sistemas NADPH redutases mitocondriais, 

tornando-se uma solução vermelha. Células viáveis adquirem coloração vermelha que 

se depositam no citosol na forma de cristais insolúveis e representa o miocárdio 

remanescente viável, enquanto, que células degradadas, possuem o sistema oxido-

redutases nas matrizes mitoncodriais desnaturados, assim, a conversão dos sais de 

trifeniltetrazólio não ocorrem, e as regiões de necróticas permanecem na coloração 

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

Os resultados obtidos demonstraram que TPN foi capaz de inibir o 

desenvolvimento de áreas de necrose de maneira dependente de dose em ambas as 

linhagens de ratos em comparação aos grupos de ratos infartados (Gráfico 5A e 5B, pág. 

84). A Nifedipina também foi capaz de inibir a formação de áreas de necrose, reduzindo 

o percentual de área de necrose nas duas linhagens de ratos, em comparação aos grupos 

infartados (Gráfico 5A e 5B, pág. 84).  

 

Ao analisar macroscopicamente, verificamos que os grupos salina em ambas as 

linhagens apresentam coloração vermelha em toda a extensão cardíaca transversal, 

enquanto que os grupos controles infartados de ambas as linhagens, apresentam áreas 

brancas ou amarelas que correspondem ás áreas de necrose formadas durante as lesões 
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de isquemia-reperfusão, enquanto outras áreas permanecem em cor vermelha, 

correspondendo ao miocárdio remanescente. O tratamento prévio com TPN apresenta 

maior proporcionalidade de regiões vermelhas que amarelas, demonstrando a 

propriedade de inibir a formação de áreas de necrose em todas as extensões transversais 

cardíacas analisadas no sentido ápice-base (Figura 10 e figura 11, pág. 84). Os 

resultados apresentados pela nifedipina foram similares ao tratamento prévio com TPN 

na presença de isoproterenol (Figura 10 e figura 11, pág.85 Gráfico 5A e 5B, pág. 84). 

O tratamento com TPN 50 mg/kg na ausência de isoproterenol, não produziu 

mudanças significantes sobre a viabilidade miocárdica quando comparados aos seus 

respectivos controles salina e infartado em ambas as linhagens experimentais (Gráfico 

5A e 5B, pág. 84). Os resultados acima apresentados indicam que o tratamento 

subagudo com TPN nas doses testadas, assim como, com a nifedipina, é capaz de 

reduzir tanto o grau de severidade quanto a extensão do infarto produzidos por lesões de 

isquemia-reperfusão induzidos por isoproterenol em modelo in vivo em linhagens de 

ratos normotensas e hipertensas, e ainda que haja uma relação de dose-dependência na 

cardioproteção induzida pelo TPN. 

Já é apontado que isoproterenol é capaz de produzir alterações em 

microestruturas cardíacas, que são demostradas em análises histopatológicas (RONA, 

1985). É descrito que exposições frequentes de isoproterenol, é capaz de induzir as 

seguintes alterações na histoarquitetura cardíaca: aumento na invasão de leucócitos no 

miocárdio, degeneração e separação miofibrilar, edema, hemorragia miocárdica, e 

alterações degenerativas nucleares: picnose, carioreexe e cariólise, além de 

remodelamento hipertrófico cardíaco sem neogênese celular, como resposta adaptativa 

de sobrevida as agressões de injúria isquemica (WEXLER & JUDD, 1970; LOBO-

FILHO, et al., 2011; RAMATHULLA, et al., 2013).  

Os resultados histopatológicos apresentados neste estudo mostram que o infarto 

produzido por isoproterenol foi capaz de mimetizar todos os processos patológicos de 

lesões por isquemia-reperfusão, induzindoaumento na invasão de leucócitos nos 

miocárdios em comparação aos controles salina em ambas as linhagens experimentais, 

produzindo intensa miocardite, além disto, produziu degenerações e rupturas fibrilares, 

edema e alterações progressivas e degenerativas nucleares em lâminas de corações 

coradas com hematoxilina e eosina (Figura 12 e figura 13, págs. 87 e 88). 
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Ao realizar a contagem dos leucócitos totais, verificou-se que houve um 

aumento significante sobre o número de polimorfos totais em comparação aos controles 

salina em ambas as linhagens experimentais (tabela 1 e tabela 2, pág. 89) o mesmo 

ocorreu quando quantificou-se a presença de núcleos em picnose (tabela 3 e tabela 4, 

pág.90) cariorrexe (tabela 5 e tabela 6, pág. 91) e cariólise (tabela 7 e tabela 8, pág. 92). 

Os resultados do tratamento prévio com TPN mostram redução significante em 

todos os parâmetros histológicos analisados nas doses testadas, quando na presença de 

isoproterenol, indicando que TPN foi capaz de prevenir as alterações sobre a 

histoarquitetura. O tratamento prévio com nifedipina, também foi capaz de inibir as 

alterações histológicas produzidas por isoproterenol.  

Os resultados histopatológicos 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 têm atraído à atenção farmacêutica devido ao potencial 

cardioprotetor produzido frente ao infarto previamente induzido em avaliações pré-

clinicas, prevenindo alterações histológicas.  

Contudo, em humanos, os infartos são clinicamente diagnosticados com base na 

união de análises: laboratoriais (através da detecção de marcadores biológicos), 

eletrocardiográficas (através de alterações em ondas e segmentos elétricos cardíacos) 

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

Neste contexto, para avaliar o potencial cardioprotetor de TPN foram 

mensuradas as alterações sobre os marcadores bioquímicos, bem como sobre a atividade 

elétrica cardíaca e parâmetros hemodinâmicos após o infarto induzido com 

isoproterenol nas linhagens experimentais. 

A Creatino-fosfoquinase é uma enzima formado por um conjunto de três 

isoformas. A CK-MB é mais abundante no músculo cardíaco e sua liberação em 

grandes quantidades no sangue está associado a morte de cardiomiócitos por lesões de 

isquemia-reperfusão no infarto do miocárdio, e por este motivo, é usada junto com a CK 

total (CK-NAC) no diagnóstico precoce do infarto do miocárdio desde a década de 

1970. (WHITE et al., 1985).  Apesar, de novas metodologias serem propostas para o 

diagnóstico prévio do IAM, o emprego da creatino-fosfoquinase total e MB 
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permanecem entre os métodos mais úteis, sensíveis e eficazes no manejo clínico e 

rotineiro do infarto nos últimos anos (CHAN & LEONG, 2010; MYTHILI & 

MALATHI, 2015; HAJAR, 2016). 

De maneira análoga, o uso do isoproterenol como método de mimetizar o IAM 

em modelos experimentais tem se demonstrado eficaz no aumento da 

creatinofosfoquinase total e sua isoforma específica (CK-MB), em amostras sanguíneas 

de pequenos animais de laboratório (BERNAUER, 1978; LOBO-FILHO, et al., 2011; 

KOLMANOVÁ, et al., 2015). Por esta razão, creatino-fosfoquinase total e suas 

isoformas vem sendo exaustivamente utilizada como método de identificação 

farmacológica em estudos de atividade cardioprotetora de produtos naturais ou 

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

 Os resultados descritos neste trabalho mostraram que a indução com 

isoproterenol foi capaz de aumentar de modo significante os níveis de 

creatinofosfoquinase total e isoforma MB em ratos das duas linhagens experimentais em 

comparação com seus respectivos controles salina, de modo similar aos achados na 

literatura (Gráfico 3 e 4 págs.80 e 82). O tratamento prévio com TPN foi capaz de inibir 

de modo significante a liberação destes marcadores enzimáticos nos soros sanguíneos 

nas duas linhagens experimentais em comparação com seus respectivos controles 

infartados, demonstrando ação cardioprotetora (Gráfico 3 e 4 págs. 80 e 82).  O 

tratamento prévio com TPN na ausência de isoproterenol não alterou de maneira 

significante os níveis de creatinofosfoquinase total e MB em comparação com animais 

controles salina, revelando que o tratamento com TPN não produz lesões miocárdicas 

citotóxicas.  

O tratamento subagudo com nifedipina também foi capaz de inibir a liberação 

destes marcadores de lesão cardíaca no soro das duas linhagens experimentais em 

comparação com seus respectivos controles infartados (Gráfico 3 e 4, págs. 80 e 82), 

evidenciando atividade cardioprotetora, corroborando com os estudos de NAYLER, et 

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

O eletrocardiograma vem sendo considerado o exame de maior utilidade no 

diagnóstico rápido e precoce das lesões de injúria miocárdica (GOLDBERGER et al., 

2018). As alterações eletrocardiográficas no infarto costumam caracterizar-se de acordo 

com a fase evolutiva e localização das lesões miocárdicas. Em função da fase evolutiva, 
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lesões de isquemia-reperfusão com duração inferior a 20 minutos de hipóxia/anoxia, 

costumam produzir alterações na onda T do eletrocardiograma, reduzindo a amplitude 

ou invertendo-se no plano elétrico (LUNA, et al. 2012). As Lesões miocárdicas mais 

persistentes iniciam mecanismos de reentrada e por este motivo, causam mudanças 

sobre o segmento ST do eletrocardiograma, que se caracteriza por depressão do 

segmento ST na derivatização DI e supradesnivelamento reciproco na derivatização DII 

no ECG, sendo comumente chamadas de imagens eletrocardiográficas em espelho 

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

A oclusão de ramos coronários com isquemia superior à 6 horas, costumam 

produzir o aprofundamento da onda Q, nas mesmas derivatizações que as alterações do 

segmento ST manifestam-se, e são consideradas um sinal de presença de necrose 

transmural, entretanto necroses com tempo de  anoxia superior  à 12 horas, iniciam 

processo de perda da onda R, alterando o intervalo R-R nas mesmas derivatizações. 

Entretanto, as alterações no intervalo R-R também podem representar alterações sobre o 

ritmo cardíaco e podem ser não patológico, portanto faz-se necessário avaliar o conjunto 

de alterações eletrocardiográficas, no intuito de identificar de modo precoce lesões por 

injúria, para melhor escolha do manejo clínico do infarto (ZIMETBAUM, et al., 2003; 

O´GARA, et al., 2013). 

Outras alterações secundárias ao infarto podem ser vistos no eletrocardiograma, 

como: alterações sobre o ritmo sinusal, alterando a despolarização atrial que é marcada 

por alterações na amplitude e duração na onda P (LUNA, 2012) e bloqueios de 

condução caracterizados por ativação de mecanismos de reentrada desviando a 

condução do potencial de ação pós-infarto agudo do miocárdio, com mudanças sobre o 

intervalo P-R (SHAMROTH & BRADLOW, 1964; GINEFRA, et al., 

2005;GOLDBERGER, 2006). 

Em relação a sua localização, as alterações sobre derivatizações precordiais 

constumam ser mais precisas em relação à parede lesionada e profundidade das lesões. 

Entretanto, nas derivatizações periféricas as alterações no segmento ST usualmente 

ocorrem nas lesões isquêmicas da parede ventricular esquerda anterior se ocorrer: 

elevação no segmento ST nas derivatizações I e aVL associado à elevação do segmento 

ST em V2, indicando bloqueio no primeiro ramo diagonal, ou depressão do segmento 

ST em aVL, indicando oclusão do ramo distal na artéria coronária descendente 
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esquerda, bem como, elevação do segmento ST em aVR, indicando oclusão no ramo 

proximal septal da  artéria coronária descendente esquerda (PANDEY & GUPTA, 

2011).  

As lesões isquêmicas ocorrem na parede ventricular esquerda inferior somente 

se: ocorrer elevação do segmento ST na derivatização DIII for maior que na DII, 

denotando, oclusão do ramo arterial circunflexo coronário direito ou se a elevação do 

segmento ST for maior na derivatização DII que na DIII, apontando oclusão do ramo 

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

Já está claramente descrito que isoproterenol é capaz de induzir infarto agudo do 

miocárdio mimetizando as alterações eletrocardiográficas previstas nas lesões de 

isquemia-reperfusão com ocorrência em humanos e em ratos (KELA, et al., 1980; 

YADAV, 2014).  

Neste trabalho, observou-se que isoproterenol induziu alterações significantes 

sobre o eletrocardiograma em comparação com seus respectivos controles, compatíveis 

com as lesões de injuria do IAM (Tabelas 9-14, págs 97-102). Em relação à duração das 

lesões, o isoproterenol induziu lesões de isquemia, alterando a onda T, na derivatização 

DI no grupo infartado da linhagem wistar, e nas derivatizações DII, aVL, aVR e aVF  

no grupo infartado da linhagem espontaneamente hipertensos, entretanto, também 

produziu alterações no segmento ST, apresentando-se em espelho nas derivatizações DI 

e DII nas duas linhagens de ratos infartados , assim como, produziu o aprofundamento 

da onda Q patológica em DI nas duas linhagens de ratos infartados (Tabelas 9-14, págs 

97 e 102). 

Isoproterenol também foi capaz de produzir alterações secundárias no 

eletrocardiograma. No grupo de ratos infartados da linhagem wistar houve mudança 

sobre o ritmo sinusal, causando retardo sobre a despolarização atrial, visto na 

derivatização DII, enquanto em ratos infartados da linhagem espontaneamente 

hipertensos, houve parada sinusal, vistos pela ausência da onda P nas derivatizações DI, 

DII e aVF, antingindo o ponto isoelétrico. Sobre o bloqueio átrio-ventricular, 

isoproterenol induziu retardo sobre condução no átrio-ventricular produzindo bloqueio 

de condução átrio-ventricular de grau I, infra hissiano, devido o retardo na passagem do 

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

(Tabelas 9-14, págs. 97-102). 

Em relação à localização, percebeu-se que isoproterenol induziu maior grau de 

lesão sobre a parede inferior esquerda em infatados da linhhagem de ratos 

espontaneamente hipertensos devido à elevação de o segmento ST ter sido maior 

derivatização DIII que na DII. Enquanto em ratos infartados da linhagem wistar, não foi 

possível prever a localização dos infartos, pois não se observou elevação significante na 

derivatização DIII. 

O tratamento prévio com TPN foi capaz de inibir as alterações 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 patológica, 

demonstrando efeito cardioprotetor nas lesões de injúria persistente. Entretanto, TPN 

não preveniu as alterações sobre a onda T na presença de isoproterenol (Tabelas 9-14 

págs. 97 e 102).  

 Deste modo, verificou-se, que TPN foi capaz de prevenir as lesões de isquemia-

reperfusão miocárdicas superiores a 20 minutos, mas não foi eficaz na prevenção de 

lesões com tempos inferiores. Contudo, faz-se necessários novos experimentos, com 

abordagens ex-vivo para melhor avaliação farmacológica do composto no ensaio tempo 

dependente.  

O tratamento prévio com TPN também foi capaz de prevenir o bloqueio de 

condução átrio-ventricular de grau I induzido por isoproterenol. Portanto, TPN preveniu 

de maneira significante o aumento do intervalo P-R na derivatização aVF, protegendo o 

coração de alterações sobre o ritmo cardíaco frente a indução de lesões de isquemia-

reperfusão. Em relação ao ritmo sinusal, TPN demonstrou tendência em prevenir 

desbalanço sobre o ritmo sinusal, assim como, em prevenir a parada sinusal. No entanto, 

não foram estatisticamente significantes, nas doses testadas. 

De modo similar, o tratamento com nifedipina foi útil na prevenção das lesões 

de isquemia-reperfusão prolongada induzida por isoproterenol e não preveniu as lesões 

isquêmicas breves. Nifedipina preveniu os desvios de condução átrio-ventriculares de 

grau I, corrigiu a desregulação do ritmo e reverteu a parada sinusal. E também inibiu a 

redução do intervalo R-R na presença de isoproterenol, inibindo a taquicardia induzida 
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pelo isoproterenol no infarto agudo do miocárdio (Tabelas 9-14 págs. 97 e 102). 

corroborando com o efeito cardioprotetor da nifedipina descrito por NAYLER et al, 

1990.  

Ainda, o tratamento prévio com TPN, na ausência de isoproterenol,não produziu 

alterações significantes no eletrocardiograma, mas reduziu a taquicardia induzida por 

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

Nos últimos anos, a proteína C reativa, uma mucoproteína produzida pelo 

fígado, liberada na corrente sanguínea e seus altos títulos nos órgãos, tem sido 

considerada um importante biomarcador para o infarto agudo do miocárdio na fase 

inflamatória (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 miocárdica (COZLEA et al., 2013; CREA & MORROW, 2018). 

De maneira similar, isoproterenol tem demonstrado a capacidade de elevar os 

níveis de proteína C reativa em ratos em associação à miocardite induzida no IAM 

mimetizado por este agonista β-adrenérgico (ZAAFAN, M et al, 2012; SHUKLA,  et al, 

2015). Por este motivo, os baixos níveis de proteína C reativa tem sido considerada um 

importante biomarcador nos estudos de cardioproteção 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 níveis ventriculares de proteína C reativa, demonstrando 

que houve indução de inflamação miocárdica associada ao IAM produzido pela 

administração subaguda de doses repetidas de isoproterenol em comparação aos seus 

respectivos controles salina (Gráfico 6, pág. 94). Estes resultados confirmam os 

resultados previamente mostrados na migração e invasão de polimorfos nucleares na 

contagem de leucócitos totais em miocárdios demonstrando a eficácia de isoproterenol 

induzir miocardite em ratos pelo método de infarto por isoproterenol (Tabelas 1 e 2 pág. 

89).  

O tratamento prévio com TPN preveniu o aumento dos níveis de proteína C 

reativa de modo significante, nas doses testadas (Gráfico 6 pág. 94). Assim, demonstra-

se a eficácia de TPN em produzir cardioproteção na fase inflamatória do infarto 

induzido por isoproterenol. De modo similar, o tratamento subagudo com nifedipina 
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também reduziu de maneira significante os níveis de proteína C reativa na presença de 

isoproterenol (Gráfico 6 pág. 94). O tratamento prévio com TPN na ausência de 

isoproterenol não produziu alterações significantes nos níveis de proteína C reativa 

quando comparados aos seus respectivos controles salina (Gráfico 6, pág. 94). 

Estudos recentes têm apontado que os as dislipidemias é um importante fator de 

risco para a doença isquêmica cardíaca, assim os altos níveis de colesterol total e 

triglicérides mostram-se desfavoráveis para o prognostico cardíaco em humanos, 

aumentando os desfechos clínicos 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 níveis de colesterol total e triglicérides no soro dos ratos  

Está descrito que isoproterenol é capaz de provocar desbalanço sobre o 

metabolismo glicídico e lipídico em ratos durante o desenvolvimento do infarto agudo 

do miocárdio experimental (LIU et al, 2013; WONG et al, 2017). Já está claramente 

descrito que agonistas beta-adrenérgicos são capazes de aumentar a recirculação dos 

ácidos graxos devido ao estímulo lipolítico em adipócitos, graças à ação exercida em 

receptores β-adrenérgicos tipo III, ativando a fosfolipase como segundo mensageiro e 

consequente fosforilação da proteína kinase tipo A (PKA), e claro envolvimento dos 

canais para cálcio voltagem dependentes, aumentando o influxo citosólico de cálcio 

(PHILIPSON, 2002; SAMANI et al, 2016) e dos estoques intracelulares de cálcio, com 

envolvimento da ciclase de adenilil (AC) na reprogramação do metabolismo lipídico 

(MAUS et al., 2017).  

Deste modo, os níveis lipídicos têm 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 níveis de colesterol total, quando comparados com seus respectivos controles salina. 

Do mesmo modo, a indução do IAM foi capaz de aumentar os níveis séricos de 

triglicérides em ratos ao serem comparados com seus respectivos controles salina 

(Gráfico 10 pág 111). 

O tratamento prévio com TPN inibiu de modo significante o aumento dos níveis 

de colesterol total e triglicérides, em todas as doses testadas. Deste modo, TPN é capaz 

de atuar na prevenção dos fatores de risco para a doença isquêmica cardíaca, 
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demonstrando sua ação cardioprotetora, reduzindo o risco de mortalidade no estudo 

experimental (Gráficos 9 e 10, págs.111 e 112). 

  Ao mesmo tempo, o tratamento subagudo com TPN na ausência de isoproterenol 

não produziu quaisquer alterações sobre os níveis lipídicos, portanto, não alteraram de 

modo significante as taxas de colesterol total ou triglicérides em nenhuma das linhagens 

de ratos em comparação com seus respectivos controles salina (Gráfico 9, pág.111). 

Foi reportado recentemente, que nifedipina é capaz de reduzir a isquemia em 

camundongos obesos, melhorando a revascularização, devido à redução na recirculação 

lipídica vascular, promovida pelo bloqueio do influxo de cálcio em processos lipolíticos 

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

Em nossos experimentos, nifedipina inibiu de modo significante os níveis de 

colesterol total e triglicérides na presença da indução de infarto com isoproterenol em 

comparação aos animais infartados, os resultados foram similares aos estudos de KITO 

et al, 2012 que mostram redução dos níveis lipídicos em um modelo de isquemia 

induzido por dieta hipercalórica e foi complementar aos estudos cardioprotetores ex-

vivo explicitados por NAYLER et al, 1990. 

A prevenção do desbalanço sobre níveis lipídicos induzidos por TPN foram 

similares aos resultados da nifedipina. Estes efeitos em reduzir os níveis lipídicos 

podem ser correlacionados ao bloqueio do influxo de cálcio em canais para cálcio 

voltagem dependentes, inibindo a recirculação e desbalanço lipídico induzido por 

isoproterenol. 

  Também já está claramente descrito que após o IAM, o estímulo de reparo 

tecidual é ativada, induzindo a formação de hipertrofia cardíaca concêntrica, como 

mecanismo de adaptação, após o estímulo de agressão e defesa celular (ERTL & 

FRANTZ, 2005). Este mecanismo ocorre sem gênese de novos cardiomiócitos e deve-se 

a deposição de colágeno na matriz extracelular (JUGDUTT, 2003). Este mecanismo de 

hipertrofia cardíaca por remodelamento ventricular é considerado uma defesa às 

agressões de hipóxia/anóxia e previne a fatalidade no infarto. Porém, em longo prazo a 

hipertrofia cardíaca gera redução na complacência dos ventrículos e induz disfunção 

ventricular e insuficiência cardíaca, produzindo morbidades e risco cardiovascular 
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(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 

cardíaca pós-infarto agudo do miocárdio, sem gênese de novos cardiomiócitos, com 

aumento da deposição de colágeno na matriz extracelular (REMIÃO, 2002; LIAUDET 

et al, 2014). A disfunção ventricular do remodelamento cardíaco, contribui para a 

evolução da cardiomiopatia e  induzem insuficiencia cardíaca ao longo do tempo com 

envolvimento da ativação 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 ventrículos, produzindo hipertrofia ventricular esquerda (Gráficos 7 e 

8, págs.105 e 106). Ao analisar os ventrículos em experimentos histológicos corados 

com tricrômio de gomori, um corante que evidencia a presença de colágeno da matriz 

extracelular, percebeu-se que houve aumento na deposição de colágeno intersiticial, em 

substituição das células cardíacas das áreas de necrose ventricular (Figuras 14 e 15 págs 

107 e 108).  

O tratamento prévio com TPN inibiu o aumento morfométrico, indicando 

prevenção da hipertrofia pós-infarto em comparação aos respectivos grupos infartados 

(Gráficos 7 e 8 págs. 105 e 106). O mesmo foi observado nos cortes histológicos 

corados com tricrômio de gomori, verificou-se que o tratamento prévio com TPN inibiu 

o desenvolvimento da fibrose induzida por isoproterenol, reduzindo o colágeno 

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

Do mesmo modo, o tratamento prévio com TPN na ausência de isoproterenol, 

não produziu alterações significantes na morfometria ventricular. Assim, evidencia-se 

que não houve desenvolvimento de hipertrofia cardíaca em animais tratados com TPN 

na ausência de isoproterenol (Gráficos 7 e 8 págs. 105 e 106). Quando analisados os 

cortes histológicos dos ventrículos de ratos tratados com TPN na ausência de 

isoproterenol, não produziu aumento na deposição de colágeno na matriz extracelular 

em ambas as linhagens experimentais (Figuras 14 e 15, págs. 107 e 108). 
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O tratamento com nifedipina também foi capaz de prevenir as alterações na 

morfometria após o infarto induzido (Gráfico 7 e 8, págs. 105 e 106), Portanto, 

demonstrando que houve inibição da hipertrofia desenvolvida após o infarto induzido 

por isoproterenol. Ao analisar os cortes histológicos de ventrículos houve redução na 

deposição de colágeno intersiticial, reduzindo o grau de fibrose no remodelamento 

induzido (Figuras 14 e 15 págs. 107 e 108). 

Estes resultados foram similares ao estudo descrito por Sandmann e cols, 2001, 

demonstrando que bloqueadores de canais para cálcio como mibefradil, verapamil e 

anlodipina, foram capazes de reduzir de maneira significante o remodelamento cardíaco 

e a hipertrofia induzida e a insuficiência cardíaca pós-infarto (SANDMANN et al, 

2001). 

Após a verificação do efeito cardioprotetor do TPN, este trabalho objetivou-se 

em verificar quais os possíveis mecanismos de ação estavam relacionados à atividade 

cardioproterora induzida por TPN. Diversos mecanismo de ação podem ser 

correlacionados com os efeitos cardioprotetores, em sua maioria devem-se a ação 

enzimática ou não enzimática antioxidante (DHALLA et al, 2000; PUGSLEY et al 

2003; FARÍAS et al, 2017), ativação das vias mitocondriais, aumentando a fosforilação 

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), inibição das vias 

de apoptose e morte celular (LI et al, 2006; KOSHINUMA et al,2014) ou ações 

dependentes da ativação de alvos cardiovasculares (GARCÍA-DORADO et al, 2017; 

LEE et al, 2017; HAUSENLOY et al, 2017). 

Em adição, diversos produtos naturais são capazes de ativar as vias de 

cardioproteção por múltiplos mecanismos demonstrando-se eficazes na cardioproteção 

produzida frente ao IAM induzido (UPAGANLAWAR et al, 2011; WONG et al, 2017). 

Assim nós avaliamos os mecanismos intrínsecos a ação cardioprotetora do TPN aqui 

descrita. 

É claramente descrito que o IAM produz um aumento significante na geração de 

espécies radicalares derivadas de oxigênio, assim como, espécies derivadas de 

nitrogênio (SIMPSON & LUCCHESI 1985; ZWEIER & TALUKDER, 2006; 

VERNARDOS et al, 2007). De modo similar, isoproterenol é capaz de induzir o 

aumento de espécies radicalares durante o desenvolvimento de infarto em 
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cardiomiócitos isolados e em animais de laboratório (ZHANG et al, 2005;REMIÃO et 

al, 2002; BOVO et al, 2012; BOVO et al, 2015). Em contrapartida, os compostos 

antioxidantes foram apontados por desempenharem importante papel na cardioproteção 

frente à injúria de reperfusão miocárdica 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 ação antioxidante. Entretanto, as associações 

dos resultados dos testes in vitro revelam que TPN possui reduzida atividade 

sequestradora radicalar e por tanto pouco efeito antioxidante. Assim nós refutamos a 

hipótese do TPN possuir significante ação antioxidante como mecanismo proposto para 

os efeitos cardioprotetores aqui demonstrados. 

Em comparação os diversos compostos naturais testados no modelo in vitro que 

possuíam 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 

evidência da ação 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 repercussões cardiovasculares 

produzidas por TPN na presença ou ausência do isoproterenol após o tratamento 

subagudo. Já é reportado na literatura que isoproterenol é uma catecolamina sintética, 

que farmacologicamente ativa receptores beta-adrenérgicos (MARTINSSON et al, 

1989) e assim, produzem a reduzem a pressão arterial devido sua ação vasodilatadora 

reduzindo a resistência periférica total, mediada por receptores β2 adrenérgicos 

(KIEFFER & ABEL, 2016) e aumentam o débito cardíaco devido ao aumento da 

frequência cardíaca pela indução  de efeitos cronotrópicos, inotrópicos, dromotrópicos e 

lusitrópicos positivos no coração, mediados por receptores β1,2 adrenérgicos  (AVERIN 

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

O aumento sobre a frequência cardíaca induzida por isoproterenol desenvolve 

papel fundamental na sobrecarga de cálcio e trabalho cardíaco extenuante e, portanto 

exercem papel crucial na lesão de isquemia-reperfusão 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 administração subcutânea de isoproterenol reduzindo 

a pressão arterial média, sistólica e diastólica e aumentou a frequência cardíaca, 

comparados aos seus respectivos grupos controles salina (Gráficos 12 e 13, págs. 118 e 

119), isto se deve à atividade β2 adrenérgica vascular, reduzindo a resistência periférica 

total. Isoproterenol, também foi capaz de induzir aumento na frequência cardíaca 

(Gráficos 12 e 13, págs. 118 e 119) estes efeitos são atribuídos as atividades 

cronotrópicas, inotrópicas, dromotrópicas e lusitrópicas positivas induzidas por 

isoproterenol. 

O tratamento prévio com TPN não produziu alterações significantes nos valores 

pressóricos duas linhagens experimentais, na presença de isoproterenol quando 

comparados aos respectivos controles infartados (Gráficos 12 e 13, págs. 118 e 119). 

Entretanto, apresentaram redução nos parâmetros pressóricos em comparação com os 

grupos controles salina (Gráficos 12 e 13, págs. 118 e 119). Estes efeitos são oriundos 

da ativação beta-adrenérgica induzida por isoproterenol. Contudo, o tratamento prévio 

com TPN inibiu de maneira significante o aumento da frequência cardíaca induzida por 

isoproterenol (Gráfico 12 e 13, págs. 118 e 119). Estes resultados mostram a capacidade 

do TPN em de modular ações cardíacas, impedindo ativação do cronotropismo, 

inotropismo, dromotropismo e lusitropismo positivo induzido por isoproterenol.  

 O tratamento subagudo com TPN na ausência de isoproterenol induziu redução 

na pressão arterial em ratos normotensos, assim como, produziu efeito anti-hipertensivo 

em ratos da linhagem espontaneamente hipertensa em comparação com seus respectivos 

controles salina (Gráfico 12 e 13 págs. 118 e 119).  

 O tratamento subagudo com nifedipina, um bloqueador de canais para cálcio 

clinicamente usado no tratamento da hipertensão arterial, não produziu alterações 

significantes na pressão arterial quando comparados com ratos controles infartados 

(Gráfico 12 e 13 págs. 118 e 119), entretanto inibiu de modo significante o aumento da 

frequência cardíaca na presença de isoproterenol (Gráfico 12 e 13, págs 118 e 119). 

Estes resultados revelam inotropismo negativo induzido por bloqueadores de canais 

para cálcio, descritos na literatura (EZZAHER et al, 1991; PUNT et al, 1998; BLOCH, 

2017). Também é descrito que bloqueadores de canais para cálcio produzem ações 
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cardioproteroras devido ao inotropismo produzido em cardiomiócitos (SCHWINGER et 

al,1990; SANDMANN et al, 2001). 

 O sistema baroreflexo é notavelmente um mecanismo fisiológico de rápido 

ajuste e controle da pressão arterial (GUYNET, 2006; VALENTI et al, 2010). Também 

é claramente conhecido que a hipertensão arterial e o infarto agudo do miocárdio são 

capazes de induzir de modo significante falhas na ativação do sistema baroreflexo em 

modelos experimentais, produzindo redução na efetividade dos controles 

hemodinâmicos (DOWARD et al, 1985; FLUCKIGER et al, 1985; KRÜEGER et al, 

1997; KAWADA et al, 2014; AIRES et al, 2017). As falhas na ativação baroreflexa são 

apontadas como preditores para os desfechos clínicos correlacionados à mortalidade 

após o IAM, devido a redução do tônus autonômico produzido pelo infarto (LA 

ROVERE et al, 1998). 

Os estudos de Zengh et al, 1999 demosntram que ratos hipertensos possuem 

severa disfunção baroreflexa, devido a hiperativação do sistema nervoso autonômico 

simpático, responsável pela manutenção da hipertensão espontânea e consequente 

depressão das respostas colinérgicas, afetando a sensibilidade do sistema baroreflexo, 

controle da pressão arterial e variabilidade cardíaca (ZENGH et al, 1999).  

Krüger e cols, 1997 foram reafirmados por Aires et al, 2017, onde mostram que 

no infarto do miocárdio, há severa lesão sobre os baroceptores cardíacos e aorticos no 

sistema cardiovascular, prejudicando a ativação do controle autonômico cardiovascular, 

a disfunção baroreflexa gera descontrole dos parâmetros pressóricos e consequente 

evolução do infarto para a mortalidade (KRÜEGER 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 presença de estimuladores farmacológicos do sistema baroreflexo. 

 Em nosso estudo, observamos que o infarto produzido por isoproterenol não foi 

capaz de produzir alterações sobre o ganho bradicárdico induzido pela administração 

intravenosa de fenilefrina, um agonista de receptores adrenérgicos, assim não houve 

redução na sensibilidade do sistema baroreflexo induzida pelo infarto com isoproterenol 

em ambas as linhagens experimentais (Gráfico 17 pág. 133). Entretanto, quando 

observado o tempo de ação 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 (Gráfico 18 pág. 134).  

 Quando investigado o ganho taquicardico induzido pela administração de 

nitroprussiato de sódio, um nitrovasodilatador que doa de modo espontâneo óxido 

nítrico, verificou-se que houve significante redução sobre a sensibilidade do sistema 

baroreflexo, induzindo redução sobre o ganho taquicardico. Ao observar o tempo de 

ação dos efeitos cardiovasculares produzidos por nitriprussiato de sódio, também 

verificamos que em animais infartados houve um retardo significante apenas em ratos 

espontaneamente hipertensos (Gráficos 19 e 20 págs. 135 e 136). 

O tratamento prévio com TPN não foi capaz de prevenir alterações significantes 

sobre as falhas do sistema baroreflexo, tanto na presença da administração intravenosa 

de fenilefrina, quanto do nitroprussiato de sódio (Gráficos 17 e 19 págs.133 e 135). 

Contudo, preveniu o retardo das respostas cardiovasculares produzidos pelos agentes 

farmacológicos em ratos infartados e hipertensos (Gráficos 18 e 20 págs. 134 e 136). 

Nossos estudos corroboram com os estudos de Ribeiro, 2012 quando analisadas 

as melhoras sobre o baroreflexo, entretanto, na presença de infarto, TPN foi incapaz de 

prevenir de modo significante a disfunção baroreflexo. O tratamento com nifedipina não 

foi capaz de produzir melhoras no sistema baroreflexo no infarto com isoproterenol 

tanto na presença de fenilefrina (Gráficos 17 e 18 págs. 133 e 134) quanto na presença 

de nitroprussiato de sódio (Gráficos 19 e 20, págs. 135 e 136). 

Para melhor avaliar a integridade ou disfunção no sistema autonômico 

colinérgico no infarto agudo do miocárdio experimental, avaliamos as respostas 

cardiovasculares colinérgicas mimetizada pela administração intravenosa de 

acetilcolina. Verificamos que a resposta pressórica induzida por acetilcolina foi 

significantemente reduzida na presença do infarto em ratos da linhagem normotensa e 

infartada, mas não foi estatisticamente diferente sobre ratos infartados e hipertensos 

(Gráficos 21 e 22 págs. 138 e 139). Quando analisada a resposta cardíaca, verificamos 

que o infarto não alterou de modo significante a bradicardia induzida por acetilcolina 

em ambas as linhagens de ratos (Gráficos 21 e 22 págs. 138 e 139). Em relação ao 

tempo de ação da acetilcolina intravenosa não houve alteração significante (Gráfico 23 

pág. 140). Os resultados sugerem que o infarto por isoproterenol não produziu 

disfunção colinérgica nos ratos, porém a redução no tempo de ação da acetilcolina de 
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ratos tratados com TPN indica possível ocupação dos receptores muscarínicos, que 

foram confirmados no ensaio in sílico. 

TPN não alterou de maneira significante as respostas cardiovasculares da 

acetilcolina, na presença ou ausência do infarto por isoproterenol (Gráficos 21 e 22, 

págs. 138 e 139). Porém, reduziu de modo expressivo e significante o tempo de ação 

das respostas cardiovasculares induzidas por acetilcolina na presença ou ausência do 

infarto induzido por isoproterenol em ambas às linhagens de ratos (Gráfico 23 pág. 

140). O tratamento subagudo com nifedipina não produziu alterações significantes nas 

respostas cardiovasculares produzidas por acetilcolina intravenosa, tanto sobre a 

hipotensão e bradicardia induzida quanto sobre o tempo de ação em ratos normotensos e 

infartados (Gráficos 21, 22 e 23, págs. 138, 139 e 140), em ratos da linhagem 

espontaneamente hipertensa e infartada, nifedipina reduziu apenas o tempo de ação da 

acetilcolina, sem alterar os parâmetros pressóricos ou cardíacos (Gráfico 23 pág. 140). 

É estabelecido que o IAM induz disfunções 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 coronárias hiperreativas (STASSEN et al, 1997; 

COUTO et al, 2012)  

Ao analisar os cortes histológicos de aortas torácicas, observou-se que houve 

aparente aumento no diâmetro do lúmen aórtico após o infarto induzido por 

isoproterenol, entretanto, não foi estatisticamente diferente, em comparação com os 

grupos controles salina (Figuras 18 e 19 págs. 124 e 125) O tratamento prévio e 

subagudo com TPN produz aparente aumento no diâmetro do lúmen aórtico torácico na 

presença ou ausência do infarto com isoproterenol, porém não foram estatisticamente 

diferentes entre os grupos em ambas as linhagens experimentais (Figuras 18 e 19 págs. 

124 e 125). O tratamento prévio com nifedipina não produziu aparente aumento no 

diâmetro do lúmen vascular (Figuras 18 e 19 págs. 124 e 125).  

Quando foram analisados os cortes histológicos de aortas torácicas no eixo 

longitudinal, observou-se que o infarto induzido por isoproterenol produziu redução 

sobre a camada da túnica íntima vascular (Figuras 20 e 21 págs. 126 e 127). No entanto, 

o tratamento subagudo com TPN produziu um aumento expressivo sobre a túnica íntima 

vascular na presença ou ausência do infarto induzido por isoproterenol (Figuras 20 e 21 
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págs. 126 e 127). Estes resultados nos levam a crer que TPN é capaz de induzir 

respostas angiogenicas, aumentando as camadas internas vasculares. Porém, novos 

experimentos são necessários para confirmar esta ação.  

O tratamento subagudo com nifedipina não produziu efeitos significantes sobre a 

camada íntima vascular, porém, apresentou aparente redução na túnica média vascular, 

correspondente à camada muscular lisa (Figuras 20 e 21 págs. 126 e 127) quando 

comparados aos controles infartados.  

 A túnica íntima frequentemente é descrita como a camada vascular que 

corresponde ao endotélio vascular como componente majoritário (GERRITY & 

CLIFF,1972; KHAN et al; 2000; LIBBY et al, 2011) e por esta razão o aumento desta 

camada tem sido correlacionado com benefícios cardiovasculares (HEENEMAN et al, 

2003). Deste modo, acreditamos que a neovascularização e os mecanismos 

angiogenicos possam se correlacionar com os efeitos cardioprotetores induzidos por 

TPN, aumentando a disponibilidade de fatores relaxantes derivados do endotélio como 

o óxido nítrico, e assim promovam melhorias nas funções vasculares, contribuindo para 

a ação cardioprotetora.  

 Investigou-se as alterações produzidas por isoproterenol sobre a morfologia 

macroscópica de ramos arteriais e em corações de ratos infartados com isoproterenol. 

não houve alterações significantes na artéria coronária descendente esquerda (Figuras 

16 e 17 pág 122). Entretanto, o tratamento subagudo com TPN induziu aparente efeito 

dilatador sobre a artéria coronária descendente esquerda de maneira dose dependente, na 

presença ou ausência de isoproterenol (Figura 16 e 17 pág 122). Em contraste, o 

tratamento subagudo com nifedipina não produziu alterações significantes sobre a 

artéria coronária descendente esquerda, em comparação com seus respectivos controles 

(Figura 16 e 17 pág. 122). Portanto, admite-se que TPN possa influenciar alterações 

sobre o tônus vascular coronariano e possa contribuir na redução das lesões miocárdicas 

de isquemia-reperfusão. No entanto, novos estudos são necessários para melhor avaliar 

esta resposta.  

 Ao investigar a reatividade vascular de artérias mesentéricas, verificou-se que o 

infarto induzido por isoproterenol não alterou de modo significante a potência e o efeito 

máximo do estímulo vasocontrátil frente à fenilefrina, um agonista α1-adrenérgico, em 

artérias mesentéricas superiores isolados de ratos espontaneamente hipertensos em 
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comparação ao respectivo controle salina (Gráfico 15 e tabela 17, págs.129 e 130) assim 

o infarto pelo método simpaticomimético não mudou a reatividade vascular contrátil em 

ratos da linhagem hipertensa. Todavia, quando se verificou a reatividade vascular 

induzida pelo estímulo vasorelaxante de nitroprussiato de sódio, um doador espontâneo 

de óxido nítrico em artérias mesentéricas isoladas e perfundidas de ratos 

espontanenamente hipertensos, verificou-se que houve mudança tanto na potência 

quanto no efeito máximo relaxante induzido por nitroprussiato de sódio (Gráfico 16 e 

tabela 18 págs. 130 e 131). 

 Os resultados aqui demosntrados revelam que o infarto induzido por 

isoproterenol foi capaz de induzir disfunção na resposta vascular frente aos estímulos 

relaxantes. Já está descrito, que isoproterenol pode ativar receptores β2-adrenérgicos em 

artérias de resistência reduzindo o tônus vascular produzindo redução na pressão arterial 

(GARLAND et al, 2011; ENGELHARDT & AHLES, 2014).  Também já foi 

demonstrado que o nitroprussiato de sódio reduz a resistência periférica total, devido à 

ação doadora de óxido nítrico (LOVREN & TRIGGLE 2000; HOTTINGER et al, 

2014). 

O tratamento subagudo com TPN foi capaz de reduzir de maneira significante o 

efeito máximo (Emáx) da fenilefrina na presença do infarto induzido por isoproterenol 

sem alterar a potência farmacológica (pD2) de maneira independente de dose, porém, na 

ausência do infarto TPN não reduziu estatisticamente a resposta vasocontrátil da 

fenilefrina em comparação ao controle salina (Gráfico 15 e tabela 17, págs. 129 e 130). 

Enquanto, o tratamento com TPN foi capaz de aumentar o efeito vasorelaxante do 

nitroprussiato de sódio, tanto no efeito máximo (Emáx) quanto na potencia farmacológica 

(pD2), de modo independente de dose na presença de isoproterenol. Mas, na ausência de 

isoproterenol o tratamento subagudo com TPN não foi significativamente diferente nos 

parâmetros farmacológicos avaliados em comparação ao controle salina.  

Dessa maneira, verificamos que TPN foi capaz de modular ações vasculares, 

melhorando as respostas vasorelaxantes do nitroprussiato, prevenindo a disfunção 

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 mudanças no 

tônus de artérias mesentéricas isoladas de ratos hipertensos por L-NAME, envolvendo 
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alvos de ação independente de endotélio, como os canais para cálcio voltagem 

dependentes (SABINO, 2013).  

O tratamento subagudo com nifedipina na presença do infarto induzido por 

isoproterenol alterou apenas o efeito máximo (Emáx) da curva concentração-resposta 

vasocontrátil da fenilefrina, mas aumento a potência (pD2) e o efeito máximo (Emáx) da 

curva concentração-resposta induzida por nitroprussiato de sódio quando comparados 

aos respectivos controles em ratos espontaneamente hipertensos. Nifedipina promoveu 

melhora da reatividade vascular, devido ao bloqueio do influxo de cálcio voltagem 

dependente em artérias mesentéricas isoladas de ratos hipertensos. 

Não obstante, os resultados apresentados na avaliação ex-vivo do TPN e da 

nifedipina, na reatividade vascular em artérias de resistência foram similares aos 

resultados encontrados nos ensaios in vivo na reatividade do sistema baroreflexo frente 

aos mesmos estímulos farmacológicos.  

Assim resolvemos avaliar o envolvimento da sinalização de cálcio nas respostas 

cardioprotetoras, através da dosagem dos níveis de cálcio intracelular em aortas e 

ventrículos isolados de ratos, ademais foram dosados os níveis séricos de cálcio na 

presença ou ausência do infarto induzido por isoproterenol. É amplamente descrito que 

o infarto agudo do miocárdio produz mudanças sobre a sinalização de cálcio nos 

corações, induzindo sobrecarga intracelular de cálcio engatilhando a morte celular 

mitocondrial e consequente sinalização apoptótica (BLOOM & DAVIS, 1972 BRUM et 

al, 2006), o infarto por isoproterenol mimetiza este efeito sobre o influxo de cálcio 

miocárdico (REMIÃO, 2001).  

Enquanto que substâncias que previnem esta sobrecarga sejam através de 

estímulos a SERCA ou sobre o bloqueio de canais para cálcio voltagem dependente 

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

O infarto agudo do miocárdio induzido com isoproterenol aumentou de modo 

significante os níveis ventriculares de cálcio total em comparação com ventrículos de 

ratos controles salina (Gráficos 24B e 24E, pág. 143). Enquanto que o tratamento 

subagudo com TPN inibiu de modo significante a sobrecarga de cálcio intracelular nos 

ventrículos (Gráfico 24B e 24E, pág. 143). O tratamento subagudo com TPN na 

ausência do isoproterenol produziu redução significante dos níveis de cálcio intracelular 
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dos ventrículos (Gráfico 24B e 24E, pág. 143). O tratamento subagudo com nifedipina 

foi capaz de produzir significante redução dos níveis intracelulares de cálcio dos 

ventrículos de ratos em ambas as linhagens, na presença do infarto induzido quando 

comparados ao grupo controle salina. Estes resultados indicam o envolvimento do 

influxo de cálcio através dos canais para cálcio voltagem dependentes no efeito 

cardioprotetor induzido por TPN. 

Ao analisar os níveis intracelulares de cálcio em aortas, observou-se que o 

isoproterenol aumentou as concentrações de cálcio apenas em aortas de ratos 

hipertensos quando comparado com seu respectivo controle salina (Gráfico 24C e 24F, 

pág. 143), indicando sobrecarga de cálcio. Entretanto o tratamento com TPN reduziu os 

níveis de cálcio (Gráfico 24C e 24F pág. 143). Enquanto em aortas de ratos o tratamento 

subagudo com TPN afetou as concentrações de cálcio somente em ratos wistar. 

Nifedipina em tratamento suagudo também preveniu o aumento a do influxo de cálcio 

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

Estes resultados sugerem participação dos canais para cálcio voltagem 

dependentes na modulação vascular promovida por TPN. Embora os efeitos 

vasorelaxantes induzidos por TPN nos estudos de RIBEIRO, 2012 sejam atribuídos a 

presença de endotélio em artérias de ratos hipertensos, envolvendo a estimulação da via 

de sinalização NOS-GMPc. Em contrapartida, os estudos de SABINO, 2013 

demonstram o envolvimento dos canais para cálcio 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 cálcio em artérias de ratos normotensos e espontaneamente 

hipertensos.  

É bem reportado que os diferentes tipos de canais para cálcio estão implicados 

na manutenção da hipertensão arterial espontânea, como aumento nos canais para cálcio 

voltagem dependentes, aumento nos níveis intracelulares de cálcio sem aumento da 

liberação de cálcio do retículo sarcoplasmático (GRAY  et al 1993; ARII et al, 1999; 

LIU et al, 2005) e redução na no relaxamento arterial devido a ativação dos canais para 

potássio sensíveis ao aumento de cálcio intracelular (WESTON et al, 2010). Entretanto, 

também já foi evidenciada a redução na sensibilidade do sítio de ativação 

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

FUKUDA et al, 2014).  

Assim, a evidência do envolvimento dos canais para cálcio no efeito 

vasorelaxante do TPN apontado por SABINO cols, 2013 ainda que não 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 são pertencentes a linhagem 

wistar e tornam-se hipertensos devido a redução na disponibilidade de óxido nítrico pela 

suplementação com inibidor das óxido nítrico sintases, enquanto que ratos 

espontaneamente hipertensos possuem origem gênica modificada (FAZANS et al, 

2001). Estas diferenças na sensibilidade dos canais para cálcio voltagem dependentes 

nas duas linhagens experimentais apontadas por EBATA, 1991 também são 

evidenciadas nas concentrações de cálcio em aortas de ratos em nossos estudos e por 

esta razão possam divergir na modulação induzida por TPN entre os modelos 

experimentais em semelhança aos estudos de RIBEIRO, 2012 e SABINO, 2013. 

Os estudos de REMIÃO, 2001 mostram que após 24 horas do infarto induzido 

por isoproterenol há uma redução significante sobre os níveis séricos de cálcio e 

normalização dos outros eletrólitos em ratos wistar (REMIÃO, 2001). Nossos estudos 

corroboram com os achados de REMIÃO, 2001. Através do gráfico 24A, pág. 143, 

verifica-se que os níveis séricos de cálcio foi significativamente afetada pelo infarto 

induzido por isoproterenol em comparação ao respectivo controle salina. Entretanto, o 

mesmo não foi observado em ratos hipertensos e infartados (Gráfico 24D pág. 143). A 

divergência nos resultados obtidos deve-se as diferenças na natureza dos canais para 

cálcio 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 níveis séricos de cálcio, 

porém não atingiu os níveis basais em comparação ao grupo controle salina (Gráfico 

24A pág.143). Na ausência do isoproterenol, o tratamento prévio com TPN reduziu os 

níveis séricos de cálcio em comparação ao grupo controle salina em ratos wistar 

(Gráfico 24A pág. 143), o mesmo efeito foi observado com o tratamento com nifedipina 

(Gráfico 24A pág. 143). Em ratos hipertensos, TPN aumentou os níveis séricos de 

cálcio apenas na menor dose testada na presença do isoproterenol quando comparados 



176 
 

aos grupos controles e nifedipina não afetou a concentração sérica de cálcio. Assim, 

TPN foi capaz de modular ações cálcio-dependentes em ratos da normotensos e 

infartados de modo similar à nifedipina. 

Diante das alterações cardiovasculares induzidas por TPN na presença e 

ausência de isoproterenol, tornou-se necessário investigar os efeitos cardiovasculares e 

seus mecanismos induzidos pela administração intravenosa de TPN em ratos 

espontaneamente hipertensos  

 A administração intravenosa de TPN induziu hipotensão e bradicardia de modo 

dependente de dose em ratos espontaneamente hipertensos não anestesiados e não 

infartados (Gráfico 25 pág.145). A bradicardia induzida por TPN aumentou o tempo em 

função da dose (Gráfico 25 pág.145). O uso de tiopental sódico (45 mg/kg i.p.) foi 

capaz de atenuar o efeito bradicárdico induzido por TPN (Gráfico 26, pág. 146). 

Tiopental sódico, um anestésico de uso geral é capaz de deprimir os reflexos 

autonômicos do sistema nervoso, assim reduzem a ativação do sistema cardiovascular 

(PEISS & MANNING, 1964). Neste contexto, a bradicardia induzida por TPN parecer 

exercer alguma influência sobre o sistema autonômico cardíaco.  

Para avaliar se o TPN reduz o tônus cardíaco por via indireta, utilizou-se 

hexametônio, um bloqueador ganglionar antagonista dos receptores nicotínicos, que 

reduz as ações do sistema nervoso autonômico diminuindo o controle homeostásico do 

sistema cardiovascular através do nervo vago (BELESLIN 1972; DING 2017). A 

presença de hexametônio (20 mg/kg i.v.) alterou em menor grau a hipotensão, porém 

influenciou a bradicardia induzida por TPN (Gráfico 27 pág 147), assim, as respostas 

bradicardicas do TPN possui influência de mecanismos indiretos para reduzir o tônus 

cardíaco, possivelmente através dos gânglios do sistema nervoso autonômico por 

inervação vagal. 

As fibras C são fibras não mielinizadas que se conectam ao átrio a partir do 

núcleo do trato solitário do tronco cerebral (CHENG et al., 1999; CHENG & 

POWLEY, 2000).  A estimulação destas fibras geram bradicardia através da ativação 

colinérgica (NOSAKA et  al., 1979; CLOZEL et al., 1985; JONES et al., 1995)  

aumentando as concentrações de substância P nas terminações nervosas cardíacas, 

porém este efeito pode ser inibido pela  ação da atropina (WOOLLEY  et al., 1987; 
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HAXHIU-POSKURICA, 1992), mas o mesmo não ocorre com o hexametônio 

(WOOLLEY et al.,1987). 

Assim, utilizamos a atropina, um antagonista não seletivo de receptores 

muscarínicos, que exerce influência principalmente sobre o tônus cardíaco, amentando a 

contratilidade cardíaca via receptores M2 com inibição do AMPC (PERERA et al, 2017). 

A presença de atropina (2 mg/kg i.v.) atenuou de maneira significativa a bradicardia 

induzida por TPN, sem alterar a hipotensão (Gráfico 27 pág.147), deste modo as 

respostas bradicardicas induzidas por TPN são mediadas por receptores muscarínicos. 

Os receptores muscarínicos tem sido apontados por exercer papel fundamental 

na cardioproteção em lesões de isquemia-reperfusão, produzindo efeitos benéficos para 

o sistema cardiovascular devido as suas múltiplas funções no organismo (SUN et al, 

2011). A variedade dos subtipos de receptores muscarínicos pode suprimir a sinalização 

de micro RNA´s mensageiros prevenindo a reação de agressão cardíaca em cadeia nos 

sinais de lesões iniciados e emitidos via micro RNA e assim desempenhando efeito 

cardioprotetor (PAN et al, 2012) também podem preservar a fosforilação de conexinas e 

reduzir a expressão de cicloxigenases como mediadores inflamatórios no infarto 

produzindo atraso nas lesões de injúria cardíaca (ZHAO et al, 2010) assim como podem 

desenvolver efeitos diretos sobre as funções cardiovasculares, produzindo vasodilatação 

coronariana evitando a  lesão por isquemia  via receptores M3 em coronárias devido ao 

aumento na disponibilidade de óxido nítrico (RADICO et al, 2014) ou ainda produzindo 

efeitos cardíacos  evitando o descontrole do debito cardíaco, suprimento de oxigênio 

cardíaco e das pressões ventriculares (HARDOUIN et al 2002). Por estas razões as vias 

colinérgicas têm sido apontadas como novos alvos terapêuticos para as doenças 

cardíacas como o infarto agudo do miocárdio (ROY et al, 2014). 

Neste contexto, nós avaliamos a capacidade de interação do TPN com os 

variados alvos moleculares de interesse cardiovascular através de abordagem in sílico. 

Verificamos que TPN possui maior energia de eletroafinidade para o receptor 

muscarínicos tipo 2 e sua energia de afinidade comportou-se de maneira similar aos 

agonistas de receptores muscarínicos, no ensaio de comparação de atividade 

agonista/antagonista.  

TPN também demonstrou energia de eletroafinidade comparável à nifedipina no 

sítio de ação dihidropiridínico em canais para cálcio tipo L, e demonstrou afinidade 
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eletrônica para albumina como possível carreador plasmático.  Assim, o respectivo 

trabalho demonstra a ação cardioprotetora induzida por TPN e seus possíveis 

mecanismos de maneira resumida na figura 25, pág 178. 

Figura 25- Representação esquemática do efeito cardioprotetor induzido por TPN e seus 

possíveis mecanismos de ação.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FONTE: Autor, 2019.  
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7 Conclusões 

 

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 modulações cardiovasculares; 

 

 O mecanismo cardíaco envolve duplo efeito: ativação de receptores 

muscarínicos tipo 2 e inibição dos canais para cálcio tipo L voltagem 

dependentes. 

 

 O tratamento subagudo com TPN produziu dilatação coronariana e 

neovascularização endotelial em aortas; 

 

 TPN representa um possível candidato a fármaco cardioprotetor e pode 

ser um importante agente na estratégia terapêutica de pacientes com risco 

de infarto atuando na cardioprevenção.  
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8 Perspectivas 
 
 

 Avaliar os possíveis efeitos cronotrópicos e inotrópicos negativos do TPN em 

preparações de átrios e músculos papilares isolados e perfundidos de ratos; 

 

 Avaliar o efeito vasorelaxante do TPN sobre artérias coronárias isoladas de 

ratos; 

 

 Avaliar a participação dos subtipos de receptores muscarínicos na resposta 

cardioprotetora do TPN em cultura de cardiomiócitos; 

 

 Avaliar a atividade antagonista de canais para cálcio do TPN através do 

isolamento pelo patch clamp; 

 

 Determinar o estado energético do tecido cardíaco na presença e ausência do 

TPN através de estudos com ressonância magnética nuclear de fosfato durante a 

função contrátil-relaxante de corações isolados e perfundidos; 

 
 Avaliar a participação das vias mitocondriais no efeito cardioprotetor do TPN 

em corações de ratos; 

 
 Avaliar a atividade cardioprotetora de TPN associado a um nanocarreador em 

ratos; 

 

 Avaliar o efeito vasorelaxante do TPN sobre artérias de cordão umbilical 

humano; 

 
 Determinar a farmacocinética do TPN em modelo in vivo; 

 
 Avaliar a atividade cardioprotetora do TPN em estudos clínicos. 
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ANEXO I (Parâmetros pressóricos nas linhagens de ratos wistar e SHR) 

 
 

GRÁFICO 28 – Parâmetros hemodinâmicos basais nas linhagens de ratos WT e SHR.  Resultados expressos em média ± E.P.M e  análise estatística teste ”t” 
student.  Significantes quando *p<0,05 e ** p<0,001 N=5. 
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ANEXO II (área de necrose ratos infartados wistar e SHR) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 GRÁFICO 29 - Percentagem de área de necrose após infarto agudo do miocárdio induzido por isoproterenol (85mg/kg 2x s.c) nas linhagens de ratos WT e 

SHR. Análise estatística teste ”t” student. n=5. 
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Anexo III ( Reatividade vascular nas linhagens de ratos wistar e SHR) 
A)                                                                                                                               B) 

 
GRÁFICO 30 – Reatividade vascular obtida pela curva concentração-resposta para: (A) fenilefrina (FEN) (10-10-10-5 M)  e (B) nitroprussiato de sódio (NPS) 
(3x 10-11 - 10-7 M) em anéis de artéria mesentérica superior isolada, sem endotélio funcional de ratos Wistar (○) e ratos SHR (●). Valores expressos com média 
± e.p.m. Análise estatística teste “t”student * p<0,05 e *** p<0,001 vs.WT. n=5 
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Anexo IV (Parecer do comitê de ética CEUA 09/2015) 
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ANEXO V (Depósito patentário) 
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