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RESUMO

Introdugdo: Trichilia catigua é uma arvore distribuida na Mata Atlantica conhecida como
“catuaba” que ¢ utilizada pela populagdo como um ténico por suas atribuidas funcdes
afrodisiacas e estimuladoras da memoria. Estudos confirmam que 7. catigua possui atividade
antioxidante, atuando no sistema nervoso central estimulando a proliferagdo hipocampal,
cogni¢do, protetora do infarto cerebral, antinociceptiva e atividade antidepressiva. Os
compostos fendlicos sdo os principais componentes das cascas de 7. catigua e sdo comumente
usados para fins medicinais. Objetivo: Avaliar o potencial cardioprotetor da fragdo acetato de
etila do extrato de 7. catigua (AETC) em ratos infartados. Método: Ratos Wistar machos
foram randomizados em grupos (n=5) tratados cronicamente com AETC e o infarto induzido
com isoproterenol. Apds eutanasia, sangue e tecidos foram utilizados para analise de
parametros de morfometria e bioquimica. Foram utilizadas abordagens in silico, in vitro e in
vivo com a finalidade de identificar vias de acdo envolvidas no efeito cardioprotetor.
Resultados: Expressos em média + EPM e andlise de varidncia One-way ANOVA, seguido do
teste de comparagdo multipla Newman-Keuls, valor de p<0,05. AETC diminuiu (p<0,001),
ndo dependente de dose, a hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol (ISO) nas variaveis:
peso do coragdo, peso do ventriculo esquerdo, espessura do ventriculo esquerdo, area e
volume médio de cardiomidcitos. E a necrose cardiaca induzida por ISO nas varidveis:
creatina quinase fracdo MB, creatina quinase total, lactato desidrogenase, transaminase
glutamico oxalacética, area de necrose apds coloragdo com cloreto de trifeniltetrazolio,
densidade de volume, densidade de perfis, densidade de nimero e numero de cardiomiocitos
integros. Além disso, AETC apresentou significante efeito hipotensor, bradicardico,
vasorrelaxante e efeito antioxidante. Conclusdo: O tratamento cronico com AETC apresenta
efeito cardioprotetor para o infarto em ratos, por alterar variaveis relacionadas a hipertrofia e

a necrose cardiaca causadas por isoproterenol.

Palavras-chave: Trichilia catigua. Cardioprotecdo. Infarto do miocardio. Isoproterenol.



ABSTRACT

Introduction: Trichilia catigua is a tree distributed in the Atlantic Forest known as "catuaba"
that is used by the population as a tonic for its attributed aphrodisiac and memory stimulating
functions. Studies confirm that 7. catigua has antioxidant activity, acting in the central
nervous system stimulating hippocampal proliferation, cognition, protector of cerebral
infarction, antinociceptive and antidepressive activity. Phenolic compounds are the main
components of 7. catigua bark and are commonly used for medicinal purposes. Objective: To
evaluate the cardioprotective potential of ethyl acetate fraction of 7. catigua extract (AETC)
in infarcted rats. Method: Male Wistar rats were randomized into groups (n = 5) AETC
treated for 30 days and the induced infarct with isoproterenol. After euthanasia, blood and
tissue were used for analysis of morphometric parameters and biochemistry. Approaches have
been used in silico, in vitro and in vivo in order to identify courses of action involved in the
cardioprotective effect. Results: Expressed as mean = SEM and analysis of variance One-way
ANOVA followed by multiple comparison test Newman-Keuls, p <0.05. AETC decreased (p
<0.001) isoproterenol (ISO) induced cardiac hypertrophy in the variables heart weight, left
ventricular weight, left ventricular thickness, mean area and volume of cardiomyocytes. And
decreased non-dose dependent, ISO induced cardiac necrosis in the creatine kinase MB
fraction, total creatine kinase, lactate dehydrogenase, glutamic oxalacetic transaminase, area
of necrosis after staining with triphenyltetrazolium chloride, volume density, profile density,
number density and number of intact cardiomyocytes. In addition, AETC showed a significant
hypotensive, bradycardic, vasorelaxant and antioxidant effect. Conclusion: Chronic treatment
with AETC cardioprotective effect for myocardial infarction in rats by altering variables

related to hypertrophy and cardiac necrosis caused by isoproterenol.

KEYWORDS: Trichilia catigua. Cardioprotection. Myocardial infarction. Isoproterenol.
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1 INTRODUCAO

O infarto do miocérdio caracteriza-se pelo fornecimento de sangue e oferta de
oxigénio, através das artérias corondrias ao miocardio, menor do que necessario por este
tecido. Isso implica em lesdo isquémica do miocéardio e dano aos cardiomidcitos (WORLD
BANK, 2011; LIAO et al., 2015). Estudos mostram que o dano isquémico promove lesdo
celular do miocardio com hipertrofia e necrose. Estas se manifestam em alteracdes funcionais,
bioquimicas, histopatoldgicas, hemodinamicas e na capacidade antioxidante que refletem em
alteracdes na pressdo arterial, frequéncia cardiaca, insuficiéncia ventricular, disfun¢do
endotelial e estresse oxidativo (DAVEL et al,, 2006 ; SUGAMURA; KEANEY, 2011;
DAVEL; BRUM; ROSSONI, 2014; AZEVEDO et al., 2016).

Estas caracteristicas tornam o infarto do miocardio a doenga isquémica do coragdo
mais encontrada clinicamente, assim como, o principal motivo de incapacidade e morte no
mundo (BHATNAGAR et al., 2015; SANCHIS-GOMAR et al., 2016). Consequentemente,
estratégias terapéuticas alternativas tém sido investigadas, especialmente métodos com a
finalidade de reforcar a resisténcia do coracdo a morte celular isquémica, as chamadas
intervengdes cardioprotetoras (PERRICONE; HEIDE, 2014).

Neste contexto, plantas medicinais desempenham importante papel na terapéutica de
varias doengas, incluindo as doencas cardiovasculares. Tém sido utilizadas por oferecer uma
terapéutica coadjuvante no tratamento dessas patologias, pelo uso como remédio caseiro, em
preparacdes fitofarmacéuticas, no isolamento de compostos de interesse € no uso de seus
constituintes quimicos ativos como prototipos para novos agentes farmacoldgicos, bem como
para medidas de uma abordagem terapéutica preventiva (RATES, 2001; SUN et al., 2002;
MISHRA; TIWARI, 2011; DU et al., 2016; VASISHT; SHARMA; KARAN, 2016).

Entre as varias espécies de plantas medicinais esta a Trichilia catigua popularmente
conhecida como "Catuaba" ou "Catigud". E uma éarvore distribuida em florestas
semideciduais, Mata Atlantica, na America do Sul e Central, muito utilizada na populagéo
como tonico, afrodisiaco e para a melhora da memoria (LONGHINI et al., 2013). Os
principais componentes fitoquimicos identificados nas cascas de 7. catigua sdo compostos
fendlicos (RABELO; PAULA; BARA, 2013) como catuabine D (KLETTER et al., 2004),
cinchonaina Ib (BELTRAME et al., 2006), catiguanina, catiguanina B (TANG et al., 2007),
acido clorogénico, epicatequina, catequina, (-sitosterol, estigmasterol (LAGOS et al., 2012),

procyanidin B2, cinchonainas la, Ila e IIb (LONGHINI et al., 2013).
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Em numerosos estudos experimentais 7. catigua apresentou efeito antioxidante
(CHASSOT et al., 2011; RESENDE, 2011; KAMDEM et al., 2012a; LONNI et al., 2012;
TANG et al., 2007), antidepressivo (CAMPOS et al., 2005; CHASSOT et al., 2011;
BONASSOLI et al., 2012), melhora cognitiva (CHASSOT et al., 2011), estimulante da
proliferagdo hipocampal em ratos (BONASSOLI et al., 2012) e protetor do infarto cerebral
(KANDEM et al., 2012b).

Uma vez que a fracdo acetato de etila do extrato de 7. catigua apresenta o melhor
perfil fitoquimico (maior concentracdo de cinchonainas, consideradas o padrido de qualidade
da Catuaba) entre as fracdes obtidas de 7. catigua (RESENDE, 2007; LONGHINI et al.,
2013), o presente estudo teve como objetivo avaliar o potencial da fra¢do acetato de etila do
extrato de 7. catigua, como um agente cardioprotetor em um modelo com infarto do
miocardio induzido por isoproterenol e investigar os mecanismos celulares envolvidos na
cardioprote¢do. Este estudo também tenta elucidar vias de agdo envolvidas em seu efeito
cardioprotetor, através de abordagens in vivo, in vitro ¢ in silico.

O método simpaticomimético de indugdo de infarto com isoproterenol ¢ um
importante modelo animal para a avaliagdo experimental de agentes cardioprotetores, uma vez
que o isoproterenol ¢ uma catecolamina sintética com ag@o agonista em receptores
adrenérgicos que causa alteracdes fisiopatoldgicas, cardiacas, vasculares e estresse oxidativo,

que mimetizam o infarto do miocardio humano (CARLL et al., 2011; LUCIA et al., 2014).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideracoes sobre o infarto do miocardio

As doengas cardiovasculares tém sido lider de causa de mortalidade, pois sdo
responsaveis por 30% de todas as mortes no mundo e a razdo de um ter¢o de todas as mortes
em pessoas com idade superior a 35 anos (BHATNAGAR et al., 2015; SANCHIS-GOMAR
etal., 2016).

Representam mais de 7,5 milhdes de internamentos nos Estados Unidos e mais de
2.500 a cada 100.000 internamentos na Europa por ano. Este cenario gera um encargo
econOmico significativo em pacientes e nos sistemas de saide devido aos custos diretos no
momento da emergéncia € aos custos no acompanhamento da saude apds a emergéncia, em
consequéncia a morbidade gerada. Em 2010, os custos médicos diretos com doengas
cardiovasculares totalizaram 272 bilhdes de dolares nos Estados Unidos, enquanto na Unido
Europeia estdo estimados cerca de 106 bilhdes de euros anualmente (NICHOLSON et al.,
2016).

Neste contexto estd inserido o infarto agudo do miocardio (IAM) que se caracteriza
por uma sindrome coronariana aguda causada por fluxo sanguineo insuficiente e suprimento
de oxigénio inadequado para o coracdo. Pode ocorrer apds ruptura de uma placa ateromatosa,
adesdo plaquetaria, trombose e vasoespasmo. Como consequéncias ocorrem lesdo isquémica
do miocardio, dano irreversivel aos cardiomidcitos, gerando necrose coagulativa do miocardio
e hipertrofia por compesacdo da sobrecarga de trabalho em &reas ndo infartadas (WORLD
BANK, 2011; PERRICONE; HEIDE, 2014; LIAO et al., 2015).

O IAM gera no sistema cardiovascular alteragdes funcionais, bioquimicas,
histopatoldgicas, hemodinamicas e na capacidade antioxidante que refletem em mudangas
patolodgicas, levando a lesdo da parede ventricular alterada na didstole (pré-carga) e/ou na
ejecdo (pds-carga), prejudicando o débito cardiaco (DAVEL et al., 2006; DAVEL; BRUM;
ROSSONI, 2014). Ocorre o declinio da fungdo cardiaca devido a liberagdo de neuro-
hormdnios (catecolaminas, angiotensina II ou de endotelina) e citocinas, aumentando a
retencdo de agua e carga de trabalho cardiaco, tornando um grande esforg¢o preservar a
pressdo arterial e perfusdo renal (SUGAMURA; KEANEY, 2011). Se persistente, a resposta
neuro-hormonal pode sequencialmente provocar a ativagdo de genes do miocardio,

promovendo hipertrofia de cardiomidcitos, remodelamento estrutural do coragdo, dilatacdo
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cardiaca, insuficiéncia cardiaca e congestdo circulatoria. Além da disfuncdo endotelial e do
estresse oxidativo (CARLL et al., 2011; AZEVEDO et al., 2016).

O IAM pode ser evitado, no entanto a inatividade fisica, nicotina e praticas da ma
nutri¢do refletem um estilo de vida obesogénico que esta diretamente relacionado a maioria
dos fatores de risco primario para IAM (hipertensdo arterial, diabetes mellitus, inatividade
fisica, obesidade total ou abdominal, tabagismo, histéria familiar coronariana precoce,
colesterol total e LDL elevados ¢ HDL diminuido) (DANAEI et al., 2009).

Os fatores de risco secundarios sdo idade acima de 60 anos, sexo masculino,
homocisteina elevada, inflamag¢do cronica, triglicerideos alto, pés-menopausa sem reposi¢ao
hormonal, baixo consumo de frutas, verduras e legumes, fatores psicossociais como raiva,
tensdo e depressao, além de HIV/AIDS em uso de antirretrovirais por décadas (OLIVEIRA;
PEDROSO, 2014).

Os critérios que definem o diagndstico de uma sindrome coronariana aguda sido dor ou
desconforto toracico prolongado, alteragdes eletrocardiograficas compativeis com isquemia
ou infarto (supradesnivelamento do segmento ST) e enzimas de necrose miocardica elevadas
(fracdo MB da creatinoquinase e as troponinas T e I) (ANTMAN et al., 2007; ANDERSON et
al., 2007; FOY; FILIPPONE, 2015).

As enzimas de necrose cardiaca sdo marcadores séricos que aumentam algumas horas
apds o IAM. A fracdo MB da creatinoquinase (CK-MB) comeca a aumentar entre 3 e 6 horas
apds o infarto, com pico entre 16 e 24 horas e normaliza em 3 a 4 dias. Por permanecer
alterada durante um menor periodo de tempo a CK-MB torna-se mais eficaz na identificacio
de novos casos de infartos sequenciais e para avaliar o sucesso de intervencdes de
recanalizacdo (WANG et al., 2014).

As troponinas T (¢TnT) e I (¢cTnl) apresentam niveis séricos aumentados 2 a 4 horas
ap6s o IAM com pico entre 10 e 36 horas, estas persistem alteradas no sangue por 5 a 14 dias.
Sdo marcadores muito sensiveis e seus niveis estdo relacionados a gravidade do infarto, assim
suas concentragdes plasmaticas podem identificar pacientes com baixo risco de eventos
cardiacos, uma abordagem que poderia reduzir internagdes hospitalares e trazer beneficios
para pacientes e servigos de saide (CULLEN et al., 2013; SHAH et al., 2015)

Outros marcadores importantes sdo a enzima lactato desidrogenase (LDH) que
apresentam aumento em seus niveis séricos 24 a 48 horas ap6s o infarto, com pico plasmatico
entre 3 e 6 dias, assim como, a proteina C reativa ultrassensivel (PCR), o amildide A sérico e
a interleucina 6. Tais marcadores sdo uteis na avaliacdo do prognostico do IAM, no entanto

ndo sdo eficazes em seu diagnostico (STROMME; ROLSTAD; MANGSCHAU, 2000).
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O tratamento inicial de um evento de IAM ¢ feito por oxigenoterapia, nitrato
sublingual e acetilsalicilico (ASS). Quando o eletrocardiograma apresenta
supradesnivelamento do segmento ST ¢ empregado o uso de um fibrinolitico injetavel. Pode
ainda ser utilizada morfina na dor intensa e refrataria a nitratos. Por sua vez, o tratamento
apds a recuperacdo do evento agudo tem por objetivos reduzir a progressdo da doenca
coronariana, o risco de novo IM ou morte subita, prevenir a isquemia cronica ou em crises,
reduzir a demanda de oxigénio pelo miocardio, prevenir arritmias e melhorar a capacidade
fisica e a qualidade de vida do paciente. Os farmacos usados s@o ASS, clopidrogrel, -
bloqueadores, nitratos, inibidores da enzima conversora da angiotensina (IECA),
bloqueadores de receptores de angiotensina, bloqueadores dos canais de calcio e
suplementagdo de magnésio (OLIVEIRA; PEDROSO, 2014; ZHANG et al., 2015).

Diante dessas premissas, tornou-se indispensavel um melhor conhecimento dos
mecanismos fisiopatologicos envolvidos na hipertrofia ventricular esquerda, no IM e suas
complicagdes, além da necessidade de novos tratamentos capazes de se opor as alteracdes
miocardicas, funcionais e relacionadas ao estresse oxidativo. A fim de atender a essas
necessidades foram desenvolvidos modelos experimentais em animais, através de abordagem
cirargica, farmacologica, manipulagdes dietéticas e genéticas (CARLL et al., 2011).

Consequentemente, muitos pesquisadores t€ém investido em estratégias que tem por
objetivo tornar o coragdo mais resistente ao evento isquémico, estas sdo as chamadas de
intervencdes cardioprotetoras. Assim, existe um grande interesse na elucidacdo dos
mecanismos pelos quais a isquemia induz lesdo celular letal, bem como a prote¢@o cardiaca
que pode ser provocada no miocardio, permitindo a identificagdo de novos alvos para a

terapia da doenga cardiaca isquémica (PERRICONE; HEIDE, 2014).
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2.2 Consideracoes sobre o método simpaticomimético

A necessidade de mimetizar a fisiopatologia do IAM, assim como de sua evolugdo
para insuficiéncia cardiaca em aimais, levou ao desenvolvimento de diversos modelos
experimentais. Modelos invasivos que requerem toracotomia (ligadura da artéria coronaria e
estenose adrtica) apresentam alta mortalidade, dor cronica, inflamacdo sistémica, infiltragdo
de células inflamatorias epicardicas, aderéncias fibrosas e cicatrizes, interferindo na
experimentacdo pos cirurgica. Modelos inasivos que ndo requerem toracotomia (aortocaval
shunt ou fistula) apresentam alta mortalidade, variabilidade de tempo para que a patologia se
instale, além de alta reversdo das alteracdes induzidas. Enquanto, os modelos farmacoldgicos
(doxorrubicina, isoproterenol, propiltiouracilo) sdo mais faceis, simples, eficazes e menos
invasivos, no entanto, o isoproterenol apresenta ainda baixa mortalidade, alta
reprodutibilidade, tornando-se um bom modelo para mimetizar o IAM em humanos (CARLL
etal., 2011).

O método simpaticomimético ¢ um modelo de cardiopatia induzida
farmacologicamente de forma aguda. Estd baseado no conhecimento de que a ativacdo do
sistema nervoso simpatico é uma caracteristica comum as doengas cardiovasculares. Neste
método a acdo da sobrecarga de catecolaminas estd associada a cardiotoxicidade por déficit
do suprimento de oxigénio, deficiéncia na sintese de adenosina trifosfato (ATP), hipertrofia
por compensacdo da sobrecarga de trabalho e necrose do miocardio que se manifestam em
alteracdes cardiacas, vasculares, hemodinamicas e estresse oxidativo (DAVEL et al., 2006;
ESCUDERO; PINILLA, 2007; SUGAMURA; KEANEY, 2011; DAVEL; BRUM;
ROSSONI, 2014; AZEVEDO et al., 2016).

Catecolaminas sdo compostos simpaticomiméticos que podem ter origem enddgena
como adrenalina, noradrenalina e dopamina ou origem sintética como isoproterenol,
dobutamina e terbutalina. Estdo associadas ao estado de excitagao, alerta, nervosismo, medo
ou panico por sua a¢ao no sistema nervoso autdonomo simpatico (PARATI; ESLER, 2012).

Nesta ferramenta experimental o isoproterenol (ISO) é administrado através de inje¢do
subcutanea ou intraperitoneal de doses elevadas in bolus para alcangar necrose cardiaca e
declinios associados na func¢do cardiaca. Em experimentos com duas doses de 340 mg/Kg de
ISO hé alta mortalidade (50%), em doses de 200 mg/Kg ha necrose hepatica e renal, enquanto
que em experimentos com doses mais baixas, 150 mg/Kg em dose unica ou duas doses de 85

mg/Kg, hd a produ¢do de um modelo mais estavel que pode mimetizar a patogénese do IM e
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da insuficiéncia cardiaca de forma mais semelhante a que ocorre em humanos (CARLL et al.,
2011).

ISO ¢ um agonista ndo seletivo receptores B-adrenérgicos (B-AR), anteriormente
prescrito como broncodilatador na asma, bem como no tratamento da parada cardiaca,
bloqueio cardiaco e broncospasmo. Seus efeitos ao estimular B;-AR cardiacos sdo
cronotropismo (aumento da frequéncia cardiaca), inotropismo (aumento da for¢a contratil),
dromotropismo (aumento da taxa de conduc¢do elétrica do no atrioventricular) e lusitropismo
(relaxamento cardiaco), enquanto a estimulacdo de [,-AR provoca vasodilatacio e
broncodilatacdo. Estes efeitos cardiacos do ISO promovem a génese e manutengdo de estados
patologicos através da estimulagdo dos receptores adrenérgicos, aumento do ritmo de
contragdo do né sinuatrial, aceleragdo da condu¢do do no atrioventricular (AV), diminui o
periodo refratario do nd AV, do sistema Purkinje e dos ventriculos. Resultando no aumento
patoldgico da contratilidade, ritmo, estimulacdo elétrica cardiaca e promovendo aumento na
pos-carga cardiaca e diminui¢ao da pré-carga (LUCIA et al., 2014).

O coragdo tem trés subtipos de B-AR (1, 2 e 3), tendo os dois primeiros efeitos mais
proeminentes sobre a fun¢do cardiaca. A estimulagdo 3;-AR cronica promove remodelamento
cardiaco através da hipertrofia, necrose, apoptose de cardiomidcitos e fibrose cicatricial que
prejudicam ainda mais o desempenho cardiaco (CARLL et al., 2011).

A ligacdo de ISO aos Bi-AR permite que as proteinas G do tipo s estimulem a
adenilil-ciclase (AC) a usar ATP na sintese de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), este
ativa a proteina quinase A (PKA) a abrir canais de calcio (Ca*") do tipo L transmembrana,
permitindo que o influxo de Ca®" que se liga a receptores de rianodina provocando a liberagdo
de mais Ca®" para o citoplasma a partir do reticulo sarcoplasmatico, o Ca>" ativa o aparelho
contratil levando a contracdo dos cardiomidcitos. A PKA, uma serina/treonina quinase,
também causa ativagdo de MAP quinases do tipo p38-MAPKI14, induzindo hipertrofia
cardiaca (LOCHNER et al., 2009).

Este estimulo hipertréfico causa alteragdes bioquimicas no interior da célula por
ativagdo de mensageiros citosélicos e nucleares que irdo agir no nucleo da célula, regulando a
transcricdo e finalmente determinando a expressdo génica, assim induzindo hipertrofia
miocardica. Trata-se do aumento da massa celular sem aumento do numero de células,
caracterizada por aumento da espessura do septo intraventricular, pela obstrugdo variavel do
fluxo ventricular, hipercontratilidade miocardica e menor enchimento diastolico do ventriculo

esquerdo (MATOS-SOUZA; FRANCHINI; NADRUZ, 2008).
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A hiperestimulag@o simpatica esgota as reservas de intermediarios na sintese de ATP,
causa arritmias, vasoespasmo coronariano ¢ IAM. Esta necrose induzida pelo ISO em ratos ¢
localizada no vértice e no miocardio do ventriculo esquerdo e menos frequente no musculo
papilar e no ventriculo direito. E uma necrose do tipo coagulativa que apresenta areas
midcitos mortos com bandas de contragdo devido ao estado de hipercontragdo, infiltracdo
polimorfonuclear e calcificagdo tardia. E seguida por um fenémeno de fibrose de intensidade
gradual e paralela a necrose (CARLL et al., 2011).

ISO induz réapidas alteragdes nos cardiomiocitos: desorientagdo dos miofilamentos por
aumento da largura e densidade das bandas-Z, desregulacdo do comprimento e alinhamento
dos sarcomeros, ruptura dos miofilamentos e dilatacdo do reticulo sarcoplasmatico (4 — 6
minutos), turgescéncia da mitocondria, desorganizagdo e¢ fragmentagdo das miofibrilas (10
minutos), depdsitos granulares na mitocondria, degeneragdo lipidica, desaparecimento dos
granulos de glicogénio, marginalizacdo da cromatina nuclear, turgescéncia e ruptura dos
tubulos longitudinais e transversais (30 a 60 minutos), edemas intersticiais e intracelulares
resultantes de hemorragias subendocardiais e subepicardeais, turgescéncia das fibras
musculares, inflama¢@o extensa, hernizacdo dos discos celulares, vacuolizagdo extensa e
agregacdo de células linfomononucleares (1 a 24 horas) (REMIAO et al., 2003).

Microscopicamente ocorrem cardiomidcitos com bandas de contragdo (1 a 6 horas),
necrose coagulativa, focos de hemorragia, inicio de infiltragdo de neutrofilos (6 a 18 horas),
bandas de contragdo na periferia da lesdo (18 a 24 horas), necrose completa com extensa
caridlise, intensa infiltracdo de leucdcitos, predominio de neutréfilos, com algumas células
mononucleadas (24 a 72 horas), infiltrado predominantemente de mononucleares, com
numerosos macrofagos e numero crescente de linfocitos, inicio de neoformacdo vascular,
deposito de matriz extracelular (tecido de granulacdo, inicio de processo cicatricial) (4 a 14
dias), neoformac¢do vascular mais evidente, deposicdo de matriz extracelular, sintese de
colageno, inicio da formacao cicatricial (14 a 21 dias), aumento da deposi¢cdo de coldgeno do
tipo I, reducdo do niimero de vasos neoformados, inicio da remodelagdo da cicatriz e retracdo
cicatricial (4 a 7 semanas) (MUSSO; PEREIRA, 2013).

Quanto aos efeitos metabolicos, ocorrem alteragdes ao nivel do consumo de O, por

aumento da demanda e por desperdicio de O, (oxidag¢do de catecolaminas), a ativacdo de [3,-
AR cardiacos causa preferéncia da oxidagao de acido graxos livres em detrimento da glicélise
(menor rendimento cardiaco), desacoplamento mitocondrial com prejudicada sintese de ATP
e diminuicdo do indice de controle respiratorio. ISO também induz lipdlise alterando as

membranas celulares, pois aumenta o conteido de acido araquidonico diminuindo a atividade
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das proteinas de membrana e favorencendo peroxidagao lipidica, além da secre¢do de lactato
(diminui¢do do pH induz instabilidade da membrana de lisossomos viabilizando a autolise)
todos estes efeios potencializam o potencial necrético dessa catecolamina (REMIAO et al.,
2004).

A cardiotoxicidade do ISO altera o conteudo celular de eletrdlitos e a permeabilidade
iénica da membrana. Na hipdxia ocorre perda de K™ ¢ Mg®" pelo miocardio. A deple¢io de
Mg*" causa inibicio enzimatica, especialmente em reagdes de transferéncia de fosfatos e
também aumento de captagio de Ca’" pela mitocondria (mecanismo de desacoplamento
mitocondrial). Esta sobrecarga de Ca’" ¢ toxica e induz inativagdo mitocondrial, ativacdo
excessiva das bombas de Ca*", diminui¢do dos niveis energéticos, alteracdo do citoesqueleto
por dissociacdo dos filamentos de actina ou quebras proteoliticas (levando a formacdo de
vesiculas na membrana), ativagdo exacerbada das fosfatases, fosfolipases, proteases e
endonucleases e a producdo de espécies reativas de oxigénio (GROOT; RAUEN, 2007).

Quanto as alteragdes vasculares, a estimulagdo aguda dos receptores B-AR (1 € 2) em
vasos sanguineos causa relaxamento. No musculo liso vascular, a ativa¢do dessa cascata induz
hiperpolarizag@o, principalmente por ativacdo de canais de potissio de alta condutincia
ativados por Ca*” (BKc,), reducdo da sensibilidade das proteinas contrateis ao Ca>", aumento
da captagdo de Ca’" para o reticulo sarcoplasmatico e diminui¢do do influxo de Ca®" pelo
sarcolema nas células musculares lisas causando vasodilatacio (MARINO et al., 2011).

No entanto, na hiperativagdo promovida por ISO o efeito vasodilatador ¢ abolido e
convertido em hiperreatividade vascular. Este efeito esta associado a ativagdo da via ,-AR
acoplada a uma proteina G do tipo i que induz a ativagdo de MAPK e p-ERK,, através da
reducdo da atividade da PKA, ou seja, hd uma hiperativagdo da via B,-AR/Gi/p-ERK que
promove um estado de vasoconstric¢do patologica por hiperreatividade a catecolaminas. Este
efeito também esta relacionado ao desacoplamento da eNOS. Sendo assim, ocorrem em
acréscimo estresse oxidativo e disfun¢@o endotelial secundérios a superestimulacdo simpatica.
E pode também estar relacionado a dessensibilizagdo e down regulation de receptores [3,-
AR/Gs, por ativagdo de B-arrestinas (DAVEL et al., 2006; DAVEL; BRUM; ROSSONI,
2013).

Nas doengas isquémicas como o IAM ha diminui¢do da eficacia e da expressdo de
mecanismos antioxidantes fisioldgicos como as enzimas superoxido desmutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa peroxidase (Gpx). Esta deficiéncia somada a grande produgado de

espécies reativas de oxigénio (ERO) formados pelo processo de isquemia e reperfusdo so
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potencializam os danos causados pelo estresse oxidativo na patogénse do IAM (ZEWEIER;
TALUKDER, 2006).

EROs sdo potencialmente tdxicos por causar dano as estruturas celulares gragas a sua
capacidade de reagir com lipideos, proteinas, nucleotideos e carboidratos. No IAM esses
danos se estendem a membrana plasmatica, DNA e orgalenas, especialmente as mitocondrias,
assim contribuem de forma significativa para a necrose de cardiomidcitos e para a disfun¢do
endotelial. No modelo de IAM simpaticomimético as EROs formadas podem ter origem na
biotransforma¢do hepatica (metabolismo) do ISO ou na propria lesdo isquémica
(SRIVASTAVA et al, 2007).

A biotransforma¢do do ISO via monoaminoxidase (MAO) leva a formagdo de
peroxido de hidrogénio (H,O,) contribuindo para sua cardiotoxicidade, pode ainda ser
biotransformado via formagdo de quinonas e aminocromos. Os produtos formados através
dessas vias levam a producdo de radical superéxido (O;,7). Este radical em situagdes
fisiologicas seria dismutado pela SOD formando o H,O, que seria reduzido ao radical
hidroxila (HO"), no entanto o estresse oxidativo induzido por ISO via receptores 3;-AR reduz
a expressdo CuZn-SOD no miocardio (CHAKRABORTY; PUJANI; HAQUE, 2015).

Quanto aos EROs gerados pelo processo isquémico, estes sdo originados a partir de
cinco principais mecanismos, a cadeia respiratdria mitocondrial, as enzimas dinucleotideo
nicotinamida adenina fosfato oxidase (NADPH), xantina oxidase (XO), lipoxigenase (LO),
oxido nitrico sintase (NOS) e a mieloperoxidase (MPO) que potencializam a lesdo de
cardiomidcitos e a lesdo endotelial devido ao dano destes sistemas enzimaticos antioxidantes
(MCNALLY et al., 2003; NOJIRI et al., 2006; BEDARD; KRAUSE, 2007; SUGAMURA;
KEANEY, 2011).

As alteragdes cardiacas, vasculares e o estresse oxidativo promovidos por ISO no
modelo simpaticomimético estdo resumidas na Figura 1.

Diante do exposto, o uso de ISO para inducdo de infarto do miocardio através de um
método simpaticomimético em ratos, representa uma importante ferramenta experimental para
o melhor conhecimento do IAM e sua progressdo para a insuficiéncia cardiaca, bem como de

vias de cardioprotecdo e no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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Figura 1 — Resumo das alteracdes cardiacas, vasculares e do estresse oxidativo promovidos por
Isoproterenol (ISO) no método simpaticomimético.
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2.3 Consideracoes sobre plantas medicinais

Plantas medicinais deram origem a cerca de 25% dos medicamentos prescritos no
mundo, além disso 11% dos farmacos considerados bdasicos e essenciais pela Organizacdo
Mundial de Saude foram sintetizados a partir de precursores naturais. S3o exemplos de
importantes drogas sintéticas obtidas a partir de plantas digoxina de Digitalis spp., quinina e
quinidina de Cinchona spp., vincristina e vinblastina de Catharanthus roseus, atropina de
Atropa belladona e a morfina e a codeina de Papaver somniferum. Compostos usados como
ferramentas farmacoldgicas importantes como muscarina, fisostigmina, canabinoides,
1oimbina, forskolin, colchicina e ésteres de forbol também foram obtidos a partir de plantas
(RATES, 2001).

Existe um grande interesse por terapias alternativas advindas de produtos naturais
devido as dificuldades da medicina convencional em determinados processos patologicos,
efeitos colaterais de tratamentos alopaticos e problemas socioecondmicos. Assim, plantas
medicinais tém atendido a essa necessidade do mercado farmacéutico no desenvolvimento de
novas drogas. No entanto, o percentual de espécies de plantas que tiveram seu perfil
fitoquimico e propriedades farmacoldgicas estudadas ainda é infimo, bem como de moléculas
isoladas ou prototipos de fArmacos com desfecho clinico (MISHRA; TIWARI, 2011).

As plantas medicinais podem ser utilizadas como recurso terapéutico na forma de
remédios caseiros, preparagdes farmacéuticas de fitofArmacos, nutrac€uticos, cosmecéuticos,
medicamentos a base de plantas, podem ainda passar por processos de extragdo e purificacio
de compostos de interesse que podem ser utilizados diretamente como farmacos, como
precursores em processos semisintéticos ou de sintese total e como prototipos de novos
farmacos (VASISHT; SHARMA; KARAN, 2016).

No ambito das doengas cardiovasculares estudos em modelos animais mostram que
plantas medicinais podem atuar por diferentes vias de a¢do. Regulam a pressdo arterial por
exercer efeito vasorrelaxante (Uncaria rhynchophylla, Paeoniae radix, Crataegus, Ginkgo
biloba, Scutellaria baicalensis e Rheum undulatum), antagonista de canais de célcio
(Ligusticum wallichii e Evodiac rutaecarpa), efeito antiarritmico (Menispermum dauricum,
Nelumbo nucofera, Sophora, Sinomenium acutum e Ginkgo biloba), antioxidante (Paeonia
Radix, Sinomenium acutum, Menispermum dauricum, Polygonum multiflorum, Rhizoma
ligustici, Herba leonuri, Achyranthis bidentatae, Curcuma longa, Fructus schizandrae,
Polygonum cuspidatum, Ginkgo biloba, Panax ginseng, Camellia sinensis, Paeoniae Radix,

Moutan cortex e Paeoniaceae paeoniae) e cardioprotetor para o infarto (Panax
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pseudoginseng, Magnolia officinalis, Salvia miltiorrhiza, Corydalis ambigua, Flos carthami,
Polygonum multiflorum, Crataegus, Pueraria e Angelica sinensis) todas estas pertencentes a
diferentes familias de plantas (SUN et al., 2002).

De maneira semelhante, estudos farmacoldgicos provaram que polifendis amplamente
distribuidos pelo reino vegetal e isolados de plantas medicinais sdo eficazes no tratamento de
doencgas cardiovasculares, especialmente em doencas isquémicas do coragdo. Os polifendis
sdo um grande grupo de produtos naturais classificados com base no nimero de anéis de fenol
e nas propriedades estruturais. Estes sdo divididos em subclasses tais como 4&cidos,
flavonoides, estilbenos, lignanos e taninos (DU et al., 2016).

Atuam nas doengas isquémicas do coragdo reduzindo o consumo de oxigénio do
coragdo ou aumentando a oferta de oxigénio (quercetina, acido tanico, resveratrol, malvidina,
acido salviandlico B, piceatanol, catequina e epigalatocatequinamalato), efeito anti-
aterosclerotico e protetor da fun¢do vascular coronariana (antocianina, resveratrol, acido
salviandlico B e procianidinas), efeito protetor sobre as células do miocardio e
remodelamento cardiaco (4cido salviandlico A, resveratrol, magnolol, acido caféico, a-
mangostins, luteina, baicaleina, quercetina, apigenin, miricetina, isoflavonas, rutina e
epigalatocatequinamalato), fortalecendo o metabolismo do miocardio (acido fendlico), pro-
angiogénico e na regenerag¢do de cardiomidcitos (resveratrol e dcido salviandlico B) (DU et
al., 2016).

Diante dessas premissas estd inserida a familia Meliaceae que apresenta distribui¢do
pantropical, inclui cerca de 50 géneros e mais de 600 espécies. No Brasil ocorrem 6 géneros e
cerca de 100 espécies (JOLY, 2002; SOUZA; LORENZI, 2005). Destas espécies algumas sao
plantas medicinais com estudos de seus efeitos sobre o sistema cardiovascular. Azadirachta
indica possui efeito hipotensor (THOMPSON; ANDERSON, 1978; KOLEY; LAL, 1994;
CHATTOPADHYAY, 1997; KHOSLA; GUPTA; SINGH, 2002), antiarritmico
(THOMPSON;  ANDERSON, 1978),  bradicardico  (KOLEY; LAL, 1994;
KHOSLA; GUPTA; SINGH, 2002), vasodilatador coronariano (KHOSLA; GUPTA; SINGH,
2002) e cardioprotetor do infarto (PEER et al., 2008). Ekebergia capensis possui efeito
hipotensor, anti-hipertensivo e vasorrelaxante (KAMADYAAPA et al, 2009).
Toona sinensis possui efeito antioxidante, anti-angiogénico e anti-aterosclerdtico (YANG et
al., 2014). Trichilia emetica possui efeito antioxidante, anti-hipertensivo, hipolipidémico e
anti-hiperglicemiante (KONATE et al., 2014).

O género Trichilia que compreende 70 espécies distribuidas na America Tropical,

Africa e regido Indo-Malésica, das quais aproximadamente 43 espécies ocorrem no Brasil.
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Deste género foram isolados e considerados os principais metabolitos secundarios isolados:
triterpenos (cicloartanos e damaranso), fitoesteroides, esteroides pregnanos, cumarinas,
lignanas, y-lactonas, sesquiterpenos, aminodcidos, taninos e limono6ides (LONGHINI et al.,
2011).

Quatorze espécies de plantas brasileiras pertencentes ao género Trichilia sdo
conhecidas e utilizadas como catuaba: 7. catigua A. Juss., T. claussenii C. DC., T. dregeana
Sond., T. ramalhoi Rizzini, T. emetica Vahl, T. hirta L., T. glabra L., T. casareti C. DC., T.
elegans subsp. elegans, T. lepidota subsp. schumanniana (Harms) T.D. Penn., T. pallens C.
DC., T. pallida Sw, T. pseudostipularis (A. Juss.) C. DC., T. silvatica C. DC. (LONGHINI et
al., 2011; LAGOS et al., 2012).

A espécie Trichilia catigua, Figura 2, ¢ uma arvore distribuida em florestas
semideciduais, Mata Atlantica, na America do Sul e Central. Popularmente ¢ conhecida como
catigua, catigua vermelho, catuama, pau-ervilha e catuaba-do-norte. E utilizada na populagio

como tdnico, afrodisiaco e para a melhora da memaria (LONGHINI et al., 2011).

Figura 2 — Trichilia catigua.

Em numerosos estudos experimentais 7. catigua apresentou efeito sedativo
(ANTUNES et al, 2001), antimicrobiano (PIZZOLATI et al., 2002a), tripanocida
(PIZZOLAT et al., 2002b), anti-inflamatério (BARBOSA et al., 2004), anticelulite (BABY et
al., 2006; BABY et al., 2007), antiviral (ESPADA et al., 2015), antioxidante (TANG et al.,
2007; RESENDE, 2007; BRIGHENT et al., 2007; CHASSOT et al., 2011; RESENDE, 2011;
KAMDEM et al., 2012a; LONNI et al., 2012), antidepressivo (CAMPOS et al., 2005;
CHASSOT et al., 2011; BONASSOLI et al., 2012), melhora cognitiva (CHASSOT et al.,
2011; TRUITTI et al., 2015), estimulante da proliferagdo hipocampal (BONASSOLI et al.,



35

2012; TRUITI et al., 2015) protetor do infarto cerebral (KANDEM et al., 2012b) e
antinociceptivo (VIANA et al., 2011).

O produto farmacéutico chamado CATUAMA € composto de uma mistura das
espécies vegetais 7. catigua (cascas), Paullinia cupana (sementes secas), Zingiber officinalis
(rizomas) e Ptychopetalum olacoides (folhas). Possui efeito vasorrelaxante (CALIXTO,;
CABRINI, 1997; ANTUNES et al., 2001), antiarritmico (PONTIERI et al., 2007),
cronotrdpico e lusotrdpico negativo (COUTINHO, 2010) e protetor de isquemia e reperfusido
cardiaca (MOREIRA, 2012).

Estudos da toxicologia de 7. catigua ainda sdo pouco explorados, ainda assim nao
apresentou efeito comedogénico (LONNI et al., 2012) doses de até 5.000 mg/Kg, v.o. do
extrato bruto e até 3.000 mg/Kg, v.o. da fragdo acetato de etila do extrato das cascas ndo
apresentou efeito toxico (CHASSOT et al., 2011), bem como ndo foram observadas reacdes
adversas severas, alteragdes bioquimicas, nem hematologicas (OLIVEIRA et al., 2005).
Também ndo ha alteracdo de parametros reprodutivos da prole masculina (DOS-SANTOS et
al., 2011).

Os principais componentes fitoquimicos identificados nas cascas de T. catigua sio
compostos fenolicos (LONGHINI et al., 2013; RABELO; PAULA; BARA, 2013) como
catuabine D (KLETTER et al.,, 2004), cinchonainalb (BELTRAME et al, 20006),
cinchonainasaeb (MARTINELLI, 2010), 4cido gélico (LONNI et al., 2012), acido
clorogénico, epicatequina, catequina, P-sitosterol, estigmasterol (LAGOS et al., 2012),
procyanidin B2, chinchonains Ia, Ila, IIb (LONGHINI et al., 2013) catiguanina e catiguanina
B (TANG et al., 2007).

A fragdo acetato de etila obtida a partir do extrato acetona:agua das cascas do caule de
T. catigua (AETC) tem despertado grande interesse, uma vez que apresenta o melhor perfil
fitoquimico e a maior quantidade de cinchonainas entre as fracdes estudadas. As cinchonainas
sdo flavan-3-ol a quem sdo atribuidos os principais efeitos farmacoldgicos da 7. catigua e
também sua quantificacdo ¢ considerada o padrdo de qualidade desta espécie (LONGHINI et
al., 2013).

A andlise cromatografica de alta eficiéncia (HPLC) de AETC usado neste estudo
revela uma mistura de (2) catequina e acido clorogénico, rt =16,5 min (concentragdo — 6,43 +
0,14 pg/mL); (3) cinchonaina IIb, rt = 23,6 min (concentragdo — 18,70 = 0,64 pug/mL); (4)
cinchonaina Ila, rt = 26,6 min (concentragdo — 21,94 £ 0,46 pg/mL); (6) mistura de
cinchonaina Ia e Ib, rt = 33,8 min (concentracdo — 30,41 + 0,88 pg/mL) (LONGHINI et al.,
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2013), Figura 3a. Separacdo dos enantidmeros la e Ib, Figura 3b. As cinchonainas
representam mais de 70% do conteudo de AETC.

Figura 3 — Analise cromatografica de AETC.
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Estes resultados estdo publicados em LONGHINI e colaboradores (2013).

Estruturas quimicas das cinchonainas, Figura 4, componentes majoritarios de AETC.
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Figura 4 — Estruturas das Cinchonainas.
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Cinchonainas presentes em AETC (LONGHINI et al., 2013).

Nao existem estudos publicados sobre o efeito cardioprotetor de AETC em método
simpaticomimético, assim como uma definicdo dos mecanismos envolvidos. Além disso,
tendo em vista o crescente interesse por AETC e a avaliagdo farmacognostica, fitoquimica,
farmacotécnica e de formulacdo farmacéutica (realizados pelo grupo PALAFITO por Resende
em 2007 e por Longhini em colaboradores em 2013), AETC nos foi cedida por este grupo ¢ se

tornou o objeto desse estudo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito cardioprotetor de AETC em ratos infartados.

3.2 Especificos

v

v

Caracterizar os efeitos de AETC em ensaios farmacoldgicos in vivo em ratos
infartados e seus controles;

Caracterizar os efeitos de AETC em ensaios farmacologicos in vitro em preparacdes
de artéria mesentérica superior ratos infartados e seus controles;

Avaliar os efeitos de AETC em ensaios antioxidantes in vitro Folan, sequestro dos
radicais DPPH, ABTS e NO, redug¢éo e complexagdo de ferro;

Avaliar os efeitos de AETC sobre o peso corporal, glicemia, parametros lipidicos,
hepaticos e renais de ratos infartados;

Caracterizar os efeitos das Cinchonainas Ia, Ib, Ila e IIb em ensaios in silico em alvos

receptores relacionados a cardioprote¢do através de docking molecular;
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4 MATERIAL

4.1 Animais

Foram utilizados 84 ratos machos Wistar (Rattus norvegicus) normotensos, pesando
entre 250 e 350 g, provenientes do biotério central da UFAL. Todos os animais foram
mantidos sob condi¢des constantes de temperatura (21 = 1°C) em um ciclo claro-escuro de 12
horas (6:00 as 18:00 horas), em gaiolas contendo no maximo 5 animais e com livre acesso a
racdo e agua. Todos os procedimentos experimentais descritos neste trabalho estdo de acordo
com as normas da COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS da UFAL com um
parecer substanciado sob o N° 50/2014, ANEXO A.

Para o calculo de tamanho da amostra foi considerada a equagdo P = (0,5) % €venos,
onde: P se trata do nivel de significancia, 0,05 ou menos; (0,5) se trata de 50% de chance de
um evento acontecer ou ndo; € o exponencial “n° de eventos” se trata do nimero de animais
por grupo. Sendo assim, P s6 sera igual ou menor que 0,05 se o nimero de animais for igual
ou maior que 5 (CRUZ-ORIVE; WEIBEL 1990). Entdo, para esse trabalho foi adotado o n

amostral 5.

4.2 Fracao acetato de etila de Trichilia catigua (AETC)

As cascas do caule de Trichilia catigua A. Juss. foram coletadas em maio de 2011, na
cidade de Caitité estado da Bahia, Brasil. A exsicata se encontra depositada no Herbarium da
Universidade Estadual de Maringa (HUEM#19434), Maringé, Parana, Brasil.

As cascas foram fragmentadas com auxilio de tesouras de poda manual e secas a
temperatura ambiente, estas foram cominuidas em moinho de martelos, empregando-se o
material sem separag@o granulométrica. A extragdo foi realizada por Ultra-turrax UTC 115
KT, utilizando acetona/dgua (7:3; v/v) como liquido extrator, na propor¢do de 10% (m/v).
Apds evaporagdo do solvente sob pressdo reduzida, o extrato foi congelado e liofilizado,
obtendo-se assim o extrato bruto.

O extrato bruto (50 g) foi ressuspendido em agua destilada (500 ml) e particionado
com acetato de etila (500 ml; 12 vezes). As fases acetato de etila foram reunidas,
concentradas em evaporador rotatdrio sob pressdo reduzida até eliminagdo total do solvente

organico, congeladas e liofilizadas, obtendo-se a fragc@o acetato de etila de 7 catigua (AETC).
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AETC foi confeccionada e cedida pela Universidade Estadual de Maringéd, laboratério

PALAFITO.

4.3 Solucades fisiologicas

Para a preparacdo das solugdes fisioldgicas foram utilizados os seguintes sais: cloreto
de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de calcio di-hidratado (CaCl,.2H,0),
cloreto de magnésio hexa-hidratado (MgCl,.6H,0), glicose (C¢H;20¢), bicarbonato de sodio
(NaHCO:s), fosfato de s6dio mono-hidratado (NaH,PO4.H,0) e EDTA. As tabelas a seguir

mostram as composi¢des das solucdes utilizadas:

Tabela 1 — Composi¢ao da solu¢do nutritiva Tyrode (pH = 7,4).

Sal Concentracio (mM)
NaCl 158,3
KCl 4,0
CaClz 2,0
MgCl, 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO, 0,42
Glicose 5,6

Tabela 2 — Composicao da solu¢do nutritiva Tyrode despolarizante com KCI 80 mM (pH = 7.,4).

Sal Concentracio (mM)
NacCl 82,3
KCl1 80,0
CaCl, 2,0
MgCl, 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,PO, 0,42
Glicose 5,6
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5 METODO

5.1 Ensaio farmacoldgico para o estudo cardioprotetor do infarto de AETC

A indugdo do infarto do miocardio foi realizada por método simpaticomimético
através da administragcdo de isoproterenol (ISO, 85 mg/Kg, s.c.) dissolvido em solugdo salina
(0,9%) e injetado na regido dorsal intraescapular dos ratos dois dias consecutivos
(RAJADURALI PRINCE, 2007).

35 ratos foram randomizados pelo método tabela de numeros aleatérios

(STEVENSON, 1981), em sete grupos:

* SALINA - Tratados com salina (0,3 mL, v.0.) durante 30 dias, n=5;

 ISO - Tratados com salina (0,3 mL, v.0.) durante 30 dias mais ISO (85 mg/Kg, s.c.)
nos dias 29 e 30, n=5;

* AETC 10 mg/Kg — Tratados (v.0.) durante 30 dias mais ISO nos dias 29 e 30, n=5;

* AETC 20 mg/Kg — Tratados (v.0.) durante 30 dias mais ISO nos dias 29 e 30, n=5;

¢ AETC 50 mg/Kg — Tratados (v.0.) durante 30 dias mais ISO nos dias 29 e 30, n=5;

* AETC 100 mg/Kg — Tratados (v.0.) durante 30 dias mais ISO nos dias 29 e 30, n=5;

* AETC 200 mg/Kg — Tratados (v.0.) durante 30 dias mais ISO nos dias 29 e 30, n=5;

O tratamento por via oral com salina ou AETC foi realizado diariamente as 9 horas da
manha, enquanto o tratamento com ISO por via subcutanea foi realizado as 15 horas nos dias
29 e 30 do protocolo experimental. A Figura 5 apresenta de forma esquematica o
delineamento deste protocolo experimental.

No dia 31 apos 12 horas em jejum os ratos foram anestesiados com Tiopental sodico
(45 mg/Kg, i.p.) e eutanasiados por exsaguinag@o sob anestesia para realizagdo dos protocolos
ex vivo.

Foi realizada a pun¢o cardiaca do sangue (4 mL), centrifugacdo (3.000 rpm por 15
minutos) e obten¢do do soro que foi congelado e armazenado para as andlises bioquimicas
(secoes 5.1.2, 6.4.3, 6.4.4 ¢ 6.4.5). Os coragdes, figados e rins foram coletados para analises

morfométricas e/ou histologicas (segdes 6.2.1, 6.2.3, 6.2.4, 6.2.5, 6.4.4 ¢ 6.4.5).
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Figura 5 — Representacio esquematica do protocolo experimental do ensaio farmacoldgico para
o estudo cardioprotetor de infarto de AETC.
Tratamento com AETC

30 dias .
Eutanasia

l Dia 31

[ ]

ISO (85 mg/Kg, s.c.)
Dias 29 e 30

4

Protocolo Experimental
ISO (isoproterenol), AETC (fracdo acetato de etila de Trichilia catigua). Fonte: AUTORA, 2017.

5.1.1 Avaliacio do efeito de AETC sobre a morfometria do miocardio

Os ratos dos grupos SALINA, ISO, AETC 10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg (n=5) foram
eutanasiados, conforme descrito na se¢io 5.1 e apos toracotomia os coragdes foram excisados,
isolados (quando sem artérias aorta e veia cava), desprovidos de tecidos conectivos e lavados
com solugdo salina. Em seguida, pesados em balanga analitica em meio hidrostatico por
método de Sherle, baseado no principio de Arquimedes. Este principio consiste em suspender
o coragdo por um fio de algoddo fixado em uma base fora da balang¢a analitica em um béquer
contendo solucdo salina sem aplicacdo de tensdo isométrica para realizagdo da pesagem
(MANDARIM-DE-LACERDA, 1995). Apo6s dissecagdo os ventriculos esquerdos (VE) foram
pesados segundo o mesmo principio. Os pesos dos coragdes e VE foram normalizados pelo
peso corporal de cada animal. Entdo, com o auxilio de um paquimetro foram medidas as

espessuras da parede do VE.
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5.1.2 Avaliacio do efeito de AETC sobre marcadores bioquimicos de lesio miocardica

O soro sanguineo (obtido conforme descrito na secdo 5.1) dos ratos dos grupos
SALINA, ISO, AETC 10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg (n=5) foram utilizados para a dosagem de
marcadores bioquimicos de lesdo miocardica (CKyp, CKnac, LDH e TGO) usando sistemas
teste baseados em método cinético Liquiform da Labtest® e analisadas uma duplicata em

microplaca de cada amostra por espectofotdmetro de ultravioleta.

5.1.3 Avaliacao do efeito de AETC sobre a area de necrose do miocardio

Coragdes excisados (obtidos conforme descrito na se¢do 5.1) dos ratos dos grupos
SALINA, ISO, AETC 10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg (n=5) foram congelados (15 minutos),
seccionados em posicdo transversal em fatias 2 mm, imersos em solu¢do de cloreto de 2,3,5-
trifeniltetrazolio (TTZ) 1% em meio tamponado com pH 7,4 e mantidos protegido da luz em
banho-maria (37 °C) por 20 minutos. Apds esse periodo as sec¢des foram examinadas sob luz,
fotografadas e analisadas utilizando o software Image J para calcular drea da imagem
avaliando regides com diferenca de cor. TTZ promove a coloragdo de cor vinho escuro as
areas de miocardio integro e de cor branca-amarelada as areas de miocardio infartado. O
calculo da area de necrose em cada fatia foi realizado pela seguinte formula (KIM et al.,

2007):

Area de Necrose x 100

Area total

% Area de Necrose=

5.1.4 Avaliacio do efeito de AETC sobre a histologia do miocardio

Os ventriculos esquerdo (obtidos conforme descrito na secdo 5.1) dos ratos dos grupos
SALINA, ISO, AETC 10, 20, 50, 100 ¢ 200 mg/Kg (n=5) foram clivados pelo método
orthotrip 20, obtendo fragmentos aleatérios e uniformemente isotrépicos (MANDARIM-DE-
LACERDA, 1995). O material processado histologicamente por fixacdo com formol 10%

(por 24 horas a 5°C), lavagem com agua corrente (20 min), desidratacdo com éalcool etilico (1



44

banho de alcool 80% de 15 min, 1 banho de alcool 90% de 30 min ¢ 4 banhos de alcool P.A.
de 30 min), diafanizacdo com Xilol P.A. (3 banhos de 30 min), inclus@o em parafina de ponto
de fusdo 60 °C (2 banhos de 30 min, confec¢@o do bloco histolégico) e microtomia com 5 pm
de espessura. Os cortes (3 por bloco histologico) foram corados com hematoxilina-eosina para
confec¢do das laminas (1 por rato, um total de 35 laminas) que foram analisadas em
microscopia Optica no aumento de 40x. A andlise qualitativa do miocardio foi feita através da
observagdo de necrose coagulativa, rompimento de miofibrilas, alteracio do nucleo de

cardiomidcitos e presenga de infiltrado leucocitério.

5.1.5 Avaliacao do efeito de AETC sobre a estereologia do miocardio

A partir das laminas histologicas de ventriculo esquerdo (obtidas conforme descrito na
secdo 5.1.4) foram fotografados 10 campos aleatorios de cada lamina para avaliacdo da
estereologia. Esta consiste numa ferramenta que através de dados quantitativos
bidimensionais de estruturas histologicas e calculos matematicos estima a composi¢do
tridimensional dos tecidos (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995). Sendo assim, foram
avaliadas de forma quantitativa as alteragdes histopatoldgicas nas ladminas de ventriculo
esquerdo dos grupos SALINA, ISO, AETC 10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg (n=5) através da
avaliacdo de varidveis relacionadas a integridade dos cardiomidcitos (necrose) e de variaveis

relacionadas ao volume de cardiomiocitos (hipertrofia).

Variaveis relacionadas a integridade dos cardiomidcitos:

e Densidade de volume de cardiomiocitos integros (VVimiscitos]) Utilizando o sistema teste
de pontos (Figura 6a) que deve ser sobreposto em transparéncia sobre as imagem do
campo histoldgico e a contagem feita somando os pontos que tocam a célula cardiaca
integra incluindo o nucleo e excluindo os pontos que tocam a célula cardiaca em

necrose. Em seguida se aplica a seguinte formula:

—XPp

Onde, Vv (densidade de volume) ¢ igual ) Pp (somatério de pontos que atingem
cardiomidcitos integros) dividido pelo ) Pt (total de pontos no sistema teste), unidade

de medida mm?® ou %.
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Figura 6 — Sistemas utilizados para avaliacio estereolégica.

a)

b)
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Sistema teste de 36 pontos (a) devem ser somados os pontos que tocam a estrutura contada. Sistema teste de
linhas proibidas e linhas permitidas (b) estruturas sobre as linhas proibidas (negrito) ndo devem ser
somadas, enquanto estruturas dentro da area teste ou que tocam as linhas permitidas (sem negrito) devem ser
somadas (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995). At neste protocolo foi 14.994 pm?.

Densidade de perfis de cardiomidcitos na area-teste (Qapmiscitos)) Utllizando o sistema
teste de linhas proibidas e linhas permitidas (Figura 6b), foram contados todos os
nucleos de cardiomiocitos em envidéncia respeitando o limite das linhas proibidas.
Este sistema representa a quantidade de imagens da estrutura avaliada numa
determinada area teste e calculada tendo considerando o aumento microscopico. Em
seguida se aplica a seguinte formula:

__ XYperfis
(Qa = E2/E)

Onde, Qx (densidade de perfis de cardiomidcitos por area) € igual a ) perfis (somatorio
de perfis “nucleos contados™) dividido por At (area teste, um?), unidade de medida

1/mm?.

Densidade de numero de cardiomidcito integros (NVimiscitos)) para determinar a perda

de midcitos, aplicando a seguinte formula:

_Q
Wy = exAt)

Onde, Nv (densidade de nimero de miocitos integros) € igual ao Qa (densidade de
perfis de cardiomiocitos por area) dividido por e (espessura da microtomia)

multiplicada por At (area teste), unidade de medida 1/mm?.
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e Numero de cardiomidcitos integros (Nimiscitos]) €mpregando a seguinte formula:

(N—W)

Onde, N (numero total de cardiomidcitos) ¢ igual a Nv (densidade de niimero de

miocitos) dividido por Vp (peso do ventriculo esquerdo).

Variaveis relacionadas ao volume de cardiomidcitos:

e Area de cardiomidcitos (A[midcitos]) indicando alteracdes bidimensionais no volume
dos cardiomidcios aplicando a seguinte formula:
s
(A4=7g,
Onde, A (4rea de cardiomidcitos) ¢ igual a Vv (densidade de volume de
cardiomiocitos) dividido por Qa (densidade de perfis de cardiomiocitos por area),

unidade de medida um?.

e Volume médio de cardiomidcitos (Vmiscitos) indicando alteragdes tridimensionais no

volume de cardiomidcitos aplicando a seguinte férmula:

Vy
Vm=—
(Vm =4

Onde, Vm (volume médio de cardiomidcitos) € igual a Vv (densidade de volume de
cardiomiocitos) dividido por Nv (densidade de numero de cardiomidcitos), unidade de

medida pm®.
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5.2 Estudos das vias de acdo envolvidas no efeito cardioprotetor de AETC

5.2.1 Estudos farmacologicos com AETC in vivo

5.2.1.1 Medida direta de pressdo arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC) em ratos

Wistar

Ratos Wistar machos foram anestesiados com tiopental sédico (45 mg/kg, i.p.), e
cateteres de polietileno (PE), um segmento de PE-10 (didmetro interno e externo de 0,28 e
0,61 mm, respectivamente), soldado a um segmento de PE-50 (didmetro interno e externo de
0,58 e 0,96 mm, respectivamente), preenchidos com solu¢do salina heparinizada (1:20 v/v),
foram implantados na aorta abdominal e na veia cava inferior, via artéria e veia femoral
esquerdas, respectivamente. Apds a inser¢do e fixagdo, os cateteres foram tunelizados
subcutaneamente ¢ exteriorizados através de uma incisdo na regido cervical posterior do
animal (scapulae).

A PA e FC foram medidas imediatamente apds o procedimento cirurgico (ratos
anestesiados) ou 24h apds (ratos ndo anestesiados) o procedimento ciriurgico pela conexdo do
cateter arterial a um transdutor de pressdo (BLPR, AECAD, Brasil) pré-calibrado acoplado a
um amplificador (Modelo 04P, AECAD, Brasil) e conectado a um micro-computador
equipado com placa conversora analdgico-digital usando um software AQCAD (AVS
Projetos, SP, Brasil). A frequéncia escolhida para amostragem dos dados foi de 500 Hz. Para
cada ciclo cardiaco, o computador calculard pressao arterial sistdlica, diastolica e média, e o
intervalo de pulso (referido como freqiiéncia cardiaca). O cateter venoso foi implantado para a
administrac¢do das drogas. Apos os experimentos os animais foram eutanasiados com tiopental

sodico (1.v.).

5.2.1.2 Protocolos experimentais para os estudos in vivo

Para obten¢do de uma curva dose-resposta, os animais (ratos anestesiados, n=5 e ratos
ndo anestesiados, n=5) foram mantidos em aclimatagdo por um periodo de no minimo 30
minutos, para estabilizacdo dos parametros cardiovasculares, ¢ em seguida foi administrado
nitroprussiato de sédio (10 pg/Kg, i.v.) para verificar a eficacia da implantacdo do cateter

venoso. Apds 15 minutos, doses crescentes de AETC (0,1; 0,5; 1; 5; 10; 20; 30; 40; 50 e 60
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mg/kg) foram administradas de forma randomica pela via endovenosa in bolus com intervalos
de tempo suficiente para que os parametros cardiovasculares retornem aos seus valores da
linha de base (Figura 7). Os valores de PAM e FC foram expressos em porcentagem,
computados antes (valores da linha de base) e imediatamente apos a administragdo das

substancias, calculadas através das formulas:

(PAM apds — PAM antes)x 100
PAM antes

1) Valores de PAM (%) =

(FC apbés — FC antes)x 100
FC antes

2) Valores de FC (%) =

Figura 7 - Representacio esquemaitica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de
AETC sobre a PAM e FC em ratos Wistar.

AETC
(mg/Kg, i.v.)
A
[ !

0,1 05 1 10 20 30 40 50 60
Aclimatacao
1II3LRRLY
S — |
NPS

(10 ng/Kg, i.v.)

NPS (nitroprussiato), AETC (frago acetato de etila de Trichilia catigua). Fonte: AUTORA, 2017.

O calculo da dose que produz cinquenta por cento do efeito maximo (DEsg) foi feito
através de uma curva de regressdo ndo linear do log do agonista versus o efeito utilisando o

software Prisma 5.0.

5.2.1.3 Avaliacao do efeito agudo de AETC sobre a PAM e a FC de ratos infartados

Ratos Wistar foram infartados com ISO (85 mg/Kg, s.c., n=5) dois dias consecutivos ¢
submetidos ao procedimento cirargico descrito no item 5.2.1.1 sob efeito do anestésico

tiopental sddico (45 mg/kg, i.p.), um barbiturico com agdo anestésica geral, foi obtido uma



49

dose-resposta empregando AETC na dose na concentracdo obtida através da curva de

regressao nao linear (DEs), Figura 8.

Figura 8 - Representaciio esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito agudo
de AETC sobre a PAM e FC em ratos infartados.

ISO
(85 mg/Kg, s.c., dias 1 e 2)

A

[ \ Procedimento AETC
cirargico (mg/Kg, i.v.)

Aclimatacio
24 horas ‘ 30 minutos 1
P ———

1

NPS
(10 pg/Kg, i.v.)

NPS (nitroprussiato), ISO (isoproterenol), AETC (fracdo acetato de etila de Trichilia catigua). Fonte: AUTORA,
2017.

5.2.1.4 Avaliacio do efeito cronico de AETC sobre a PAM e a FC de ratos infartados

Ratos Wistar (protocolo apresentado na se¢do 5.1) que foram tratados por 30 dias com
AETC nas doses 20 e 200 mg/Kg, n=5, via oral, nos dias 29 e 30 foram infartados com ISO
(85 mg/Kg, s.c.), apos 24 horas foram submetidos ao procedimento cirdrgico descrito no item
5.2.1.1 sob efeito do anestésico tiopental sddico (45 mg/kg, i.p.), foram obtidos os parametros

basais por 30 minutos, Figura 9.

Figura 9 - Representacio esquemaitica do protocolo experimental para avaliacio do efeito
cronico de AETC sobre a PAM e FC em ratos infartados.

Tratamento com AETC
30 dias

Procedimento Parimetros
A cirirgico basais
| |
ISO (85 mg/Kg, s.c.)
Dias 29 e 30
Aclimatacgio
l 24 horas 30 minutos

1

NPS
(10 pg/Kg, i.v.)

NPS (nitroprussiato), ISO (isoproterenol), AETC (frag@o acetato de etila de Trichilia catigua). Fonte: AUTORA,
2017.
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5.2.1.5 Verificacido da influéncia de bloqueadores no efeito induzido por AETC na PAM
e FC de ratos Wistar

A verificacdo da participagdo muscarinica no efeito produzido por AETC na PAM e
FC foi feito apds um registro controle obtido como descrito no item 5.2.1.1, os ratos Wistar
(n=5) foram tratados com atropina (2 mg/kg, i.v.), um antagonista ndo-seletivo dos receptores
muscarinicos (MITCHELSON, 1984). Apdés 15 minutos, uma nova dose-resposta
empregando AETC na dose obtida através da curva de regressdo ndo linear (DEs) era obtida.
Mudangas na PAM e na FC induzidas por AETC eram comparadas antes (valores basais) e
apds o tratamento com atropina, Figura 10.

A verificacdo da participacdo de canais de Ca>" sensiveis & voltagem do tipo L (Cay)
no efeito produzido por AETC na PAM e FC foi feito apos um registro controle obtido como
descrito no item 5.2.1.1, os ratos Wistar (n=5) eram tratados com nifedipina (1,5 mg/kg, 1.v.),
um bloqueador de C,,. Apds 15 minutos, uma nova dose-resposta empregando AETC na dose
obtida através da curva de regress@o ndo linear (DEs) era obtida. Mudangas na PAM e na FC
induzidas por AETC eram comparadas antes (valores basais) e apds o tratamento com
nifedipina, Figura 10.

A influéncia do bloqueio ganglionar no efeito produzido por AETC na PAM e FC foi
feito ap6s um registro controle obtido como descrito no item 5.2.1.1, os ratos Wistar (n=5)
eram tratados com hexametonio (20 mg/kg, 1.v.), um bloqueador ganglionar (TAKAHASHI;
OWYANG, 1997). Apds 30 minutos, uma nova dose-resposta empregando AETC na dose
obtida através da curva de regressdo ndo linear (DEsg) era obtida. Mudangas na PAM e na FC
induzidas por AETC eram comparadas antes (valores basais) e apos o tratamento com

hexametdnio, Figura 10.

Figura 10 - Representacio esquematica do protocolo experimental para verificacio da influéncia
de bloqueadores no efeito de AETC sobre a PAM e FC em ratos Wistar.

AETC
Bloqueadores (mg/Kg, i.v.)

Aclimatacgio
30 minutos
P ——

1

NPS
(10 pg/Kg, i.v.)

NPS (nitroprussiato), AETC (fragdo acetato de etila de Trichilia catigua). Fonte: AUTORA, 2017.
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5.2.2 Estudos farmacolégicos com AETC in vitro
5.2.2.1 Preparacdes com artéria mesentérica superior isolada de rato Wistar

Ratos Wistar (n=5) foram anestesiados e sacrificados por exsanguina¢ido. Em seguida,
através de uma incisdo no abdomen 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, e foram mantidos em cubas contendo 10 mL de solu¢do nutritiva de Krebs a 37° C e
gaseificada com uma mistura carbogénica (95 % de 02 e 5 % de CO,), Tabela 1. Os anéis
foram suspensos por linhas de algoddo fixadas a um transdutor de forga (Dataq, Brasil)
acoplado a um sistema de aquisi¢do de dados (Dataq, Brasil) para o registro das contracdes
isométricas, Figura 11a e 11b. Cada anel foi submetido a uma tensao constante de 0,5 g por
um periodo de no minimo 60 min. Durante este tempo, a solug¢do nutritiva sera trocada a cada
15 minutos para prevenir a interferéncia de metabolitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Anéis sem endotélio funcional foram obtidos mecanicamente através do atrito entre as
paredes internas do vaso. A presenca ou auséncia do endotélio funcional foi verificada pela
habilidade, medida em percentagem (%), da ACh (100 puM) em relaxar os anéis pré-
contraidos com 10 uM de fenilefrina (FEN). Eram considerados com endotélio funcional, os
anéis que apresentarem relaxamentos superiores a 70% sobre a pré-contragdo com FEN. J4 os
anéis com relaxamentos inferiores a 10%, serdo considerados sem endotélio funcional
(FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980) para os protocolos realizados em anéis com auséncia de
endotélio o mesmo foi removido mecanicamente e foi obtida uma nova curva concentragdo-

resposta.

Figura 11 — Sistema para experimentos com anéis de artéria mesentérica superior in vitro.
a) b)

Solugdo Tyrode
Anel de artéria
mesentérica

Mistura
Carbogénica

Aparato utilizado para registros de tensdes isométricas em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato
(a). Representacdo esquematica da cuba para 6rgaos isolados (b) (MACHADO, 2013).
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5.2.2.2 Curva concentragio-resposta de AETC em anéis de artéria mesentérica superior

com e sem endotélio funcional isolada de rato Wistar

Apos o periodo de estabilizacdo de 60 min e posterior verificacdo do endotélio
funcional, como descrito no item 5.2.2.1, foi induzida uma contragdo com FEN (10 pM)
(aproximadamente 30 minutos) e concentragdes crescentes de AETC (0,5; 1; 10; 50; 100; 500
e 1000 pg/mL), foram adicionadas as cubas de maneira cumulativa na fase tonica, tanto em
anéis com como em anéis sem endotélio, Figura 12, para obten¢do de uma curva
concentracdo-resposta na auséncia e na presen¢a do endotélio vascular.

O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contracido produzida pela
FEN. A eficé4cia do efeito vasorelaxante dos derivados foram avaliadas através dos valores do
Emaéx. Os valores da concentragdo de AETC que produzem 50% de seu efeito maximo (CEs)
foram obtidas por regressdo ndo-linear, a partir das curvas de relaxamento, obtida na auséncia
e na presenca de endotélio funcional. Os valores de pD, (-log CEsy) foram obtidos dos

valores de CEs( de cada experimento.

Figura 12 - Representacio esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de
AETC sobre contraciio induzida por FEN em anéis de artéria mesentérica superior isolada de
rato Wistar.

ACh AETC

l 0,5— 1000 pg/mL l

{1

Estabilizacio
60 minutos 1 t
FEN FEN
(10 pM) E*/E- (10 pM) E*/E-

FEN (fenilefrina), ACh (acetilcolina), AETC (fragdo acetato de etila de Trichilia catigua), E* (anéis com
endotélio) e E™ (anéis sem endotélio). Fonte: AUTORA, 2017.
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5.2.2.3 Efeito de AETC sobre as contracées induzidas por KCl 80 mM em anéis de

artéria mesentérica superior isolada de rato Wistar

Apos a verificacdo da integridade do endotélio, como descrito no item 5.2.2.1, as
preparagdes eram lavadas com Tyrode e apds 30 minutos, duas respostas contrateis eram
induzidas com KCI 80 mM. Durante a fase tonica da segunda resposta, uma curva
concentragdo-resposta cumulativa para AETC foi obtida em anéis com endotélio e sem
endotélio, Figura 13. O relaxamento foi expresso como a percentagem reversa da contragado
inicial produzida pelo KCI 80 mM. Os valores de CE5y foram obtidos como descrito no item
5.2.2.2. Os valores de pD, (-log CEsy) foram obtidos dos valores de CEsy de cada

experimento.

Figura 13 - Representacio esquematica do protocolo experimental para avaliacdo do efeito de
AETC sobre contracdo induzida por KClI 80mM em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato Wistar.

ACh AETC

l 0,5—1000 pg/mL l

{ |

Estabilizacio
60 minutos t t
FEN KClI
(10 pM) E*/E- (80 mM) E*/E-

FEN (fenilefrina), ACh (acetilcolina), KCI (cloreto de potassio) AETC (fragdo acetato de etila de Trichilia
catigua), E" (anéis com endotélio) e E” (anéis sem endotélio). Fonte: AUTORA, 2017.

5.2.2.4 Curva concentragio-resposta de AETC em anéis de artéria mesentérica superior

com e sem endotélio funcional isolada de rato infartado

Ratos Witar (n=5) foram infartados com ISO (85 mg/Kg, s.c.) por dois dias
consecutivos e realizado o protocolo experimental foi conforme descrito no item 5.2.2.1 e

522.2.
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5.2.3 Estudos antioxidantes com AETC in vitro

5.2.3.1 Quantificacido de compostos fenolicos em AETC

A quantificagdo de compostos fenolicos presentes em AETC foi realizada através do
método de Folin-Ciocalteau (FC). Neste € utilizada uma mistura de molibdato e tugstato de
sodio (solucdo amarela) em meio bésico (5 a 10% (m/v) de bicarbonato de sddio (Na,CO3). A
alcalinidade proporcionada pelo Na,COs causa desprotonag¢do dos compostos fendlicos (pKa
~ 10), sendo o ion fenolato um redutor mais eficiente (facilidade para transferéncia de
elétrons) que a sua forma associada. Os ions fenolato, por sua vez, reagem com o molibdato
reduzindo-o a molibdato (MoO,*) de coloragdo azul com absorvancia maxima em 750 nm. A
avaliacdo quantitativa deste método foi realizada por espectrofotometria, utilizados como
padrdes o acido galico, 4cido caféico, trolox e quercertina e a concentragio total de compostos
fendlicos ¢ calculada em equivalentes de cada padrao (mg/L), partir dos dados obtidos pela
equacdo da curva analitica. Sendo assim, em um baldo volumétrico de 5,0 mL foram
inseridos, 500 pL do reagente de Folin—Ciocalteau previamente diluido (1:10), 500 pL da
solugdo de Na2CO3 (75 g/L) e 2,0 mL da amostra ou solugdo de referéncia. O volume final
de 5,0 mL foi completado com agua deionizada e aguardou-se 30 minutos. As medidas
espectrofotométricas foram realizadas em 770 nm com cubetas de vidro com 1,0 cm de
caminho Optico. O branco (sinal analitico de referéncia) foi obtido a partir de uma solugéo
semelhante a anterior, onde o volume da amostra foi substituido por 4gua deionizada

(AMORATI; VALGIMIGLI, 2015).

5.2.3.2 Avaliacio do efeito de AETC sobre o sequestro do radical DPPH*

A capacidade antioxidante de AETC frente ao radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil
(DPPH) foi medida pela redugdo da molécula radicalar DPPH® formando hidrazina, a cinética
de sua formacgdo correspondente a doagdo de adtomos de hidrogénio (radical). A hidrazina
formada possui uma coloragcdo amarelo palido, resultando no decréscimo da absorvancia em
relacdo ao sinal do branco analitico (na auséncia do composto antioxidante). Em um tubo
falcon de 10 mL foram adicionados 0,20 mL da solugdo do radical DPPH® (600 umol/L), 1,0
mL da amostra previamente diluida ou solucdo de referéncia e 2,80 mL de agua deionizada,

nesta ordem, totalizando um volume final de 4,0 mL. Foi aguardado 30 min e realizou-se a
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medida espectrofotométrica em 527 nm com cubetas de vidro de 1,0 cm de caminho 6ptico. O
sinal de referéncia foi obtido a partir de uma solu¢do semelhante a anterior, no entanto, a
amostra foi substituida por dgua. Os resultados da capacidade antioxidante foram expressos

em equivalentes (mg/L) dos padrdes (AMORATI; VALGIMIGLI, 2015).

5.2.3.3 Avaliacdo do efeito de AETC sobre o sequestro do radical ABTS*°

A capacidade antioxidante de AETC frente ao radical ABTS*° (2,2"-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonato), de coloragdo verde intensa ¢ 734 nm, foi mensurada por sua
reducdo a ABTS*. O aumento da concentracdo do antioxidante acarreta na diminuicdo da
intensidade da cor e a avaliagdo quantitativa se da espectrofotometricamente. A inibi¢ao ¢
estabelecida em fung¢do da concentragdo e do tempo, sendo a medida relativa as concentragdes
conhecidas dos padrdes sob as mesmas condi¢des da amostra avaliada. Para o método
empregando o radical ABTS*° procedeu-se de forma similar ao DPPH®, em um tubo falcon
de 10 mL adicionou-se 0,22 mL da solugdo estoque do radical ABTS*°, 1,0 mL da solugéo
padrdo ou da amostra previamente diluida e aferiu-se com agua. Aguardou-se 15 min apods a
mistura dos reagentes e procedeu-se a medida espectrofotométrica em 734 nm empregando-se
cubetas de vidro com 1,0 cm de caminho Optico. O sinal de referéncia foi obtido a partir de
uma solucdo semelhante a anterior, no entanto, a amostra foi substituida por 4gua. A curva
analitica para o procedimento empregando ABTS*° foi construida empregando-se acido
galico como padrdo de calibracdo. Os mesmos padrdes citados acima foram usados como
referéncia e os resultados da capacidade antioxidante foram expressos em equivalentes

(mg/L) dos mesmos (AMORATI; VALGIMIGLI, 2015).

5.2.3.4 Avaliacio do efeito de AETC sobre o sequestro do radical NO”

A geracdo de 6xido nitrico a partir de nitroprussiato de sodio foi descrito pela reagéo
de Griess. O nitroprussiato de sodio em solug@o aquosa e pH fisiologico gera éxido nitrico
espontaneamente, a partir de interacdes com o oxigé€nio produz ions nitrito € podem estimar o
uso do reagente de Griess. Nitroprussiato de sodio (SmM) em tampao fosfato foi adicionado
em diferentes concentragdes de AETC dissolvido em alcool e incubado a 25°C por 150 min.

0,5 mL das solugdes (AETC ou padrdes) foi incubado em 0,5 mL do reagente de Griess (1%
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sulfanilamida, 2% H3;PO4 e 0,1% naftiletilenediamina diidroclorido). A absorbancia do
cromoforo formado durante a diazotizagdo do nitrito com sulfonilamida e subsequente
acoplamento com naftiletilenediamina ¢ visivel a 546 nm. O resultado é apresentado em
concentracdo de NO, formado e o % inibi¢do da formagdo de 6xido nitrico (AMORATI;

VALGIMIGLI, 2015).

5.2.3.5 Ensaio analitico de poder antioxidante de AETC por reducio do ferro

O ensaio analitico de poder antioxidante por redu¢do do ferro (FRAP) baseia-se na
reducdo do complexo férrico 2.4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ), de [Fe(TPZT),]’" para
[Fe(TPZT),]*" o qual apresenta uma colora¢io azul intensa, 593 nm, em pH ~ 3.6. A faixa
linear de absorvancia é geralmente medida na faixa de 0 a 4 min e a variagdo (A4min —
AOmin) ¢é relacionada a concentra¢do do complexo de ferro (II) formado. Diferentes
concentragdes de AETC em 0,75 mL de agua destilada foram misturadas a 1,25 mL de
tampao fosfato de sddio 0,2 M, em pH 6,6 e 1.25 mL de ferricianeto de potéssio [K;Fe(CN)s]
(1%). A mistura foi incubada a 50°C por 20 minutos. Apos 20 minutos de incubagdo, a
mistura reacional foi acidificada com 1,25 mL de acido tricloroacético (10%). Finalmente, 0,5
mL de FeCl; (0.1%) foram adicionados a solugdo e a absorbancia mensurada a 700nm.
Aumentos na absorbancia da reacdo indicam redugdo da capacidade redutora (AMORATI;

VALGIMIGLI, 2015).

5.2.3.6 Ensaio analitico de poder antioxidante de AETC por atividade quelante de ferro

A atividade quelante de ions ferrosos (Fe*") foi medida através da inibi¢do da
formagdo do complexo de Fe**-ferrozina apés o tratamento de material de ensaio com Fe**. A
capacidade inibidora da complexac¢io de Fe*" de AETC foi monitorada pela absorvéncia do
complexo em 562 nm. Onde, diferentes concentragdes de AETC em 0,4 mL de metanol foram
adicionados a uma solu¢do de FeCl, 0,6 mM (0,1 mL). A reagdo foi iniciada pela adigdo de 5
mM de ferrozina (0,1 ml) dissolvido em metanol. Em seguida, a mistura foi agitada
vigorosamente ¢ deixada a temperatura ambiente durante dez minutos. A absorvancia da
solucdo foi entdo medida espectrofotometricamente a 562 nm e calculada a percentagem de

inibi¢do de formacao do complexo (AMORATI; VALGIMIGLI, 2015).
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5.3 Verificacdo de outros parametros ndo cardiacos alterados por isoproterenol apos

tratamento cronico com AETC

5.3.1 Avaliacao do efeito de AETC sobre o peso corporal de ratos infartados

O peso corporal dos ratos dos grupos SALINA, ISO, AETC 10, 20, 50, 100 e 200
mg/Kg (n=5), conforme descrito na secdo 5.1, foi verificado individualmente com uso de
balang¢a semi-analitica no primeiro e ultimo dia de protocolo experimental. Esse pardmetro foi
utilizado a fim de avaliar o ganho ou perda de massa corporal entre os grupos ao fim do
tratamento e em cada grupo antes e depois do tratamento com AETC. Além disso, foi
utilizado para o célculo das doses e para normalizar os pesos dos orgdos retirados para a

morfometria.

5.3.2 Avaliacio do efeito de AETC sobre a glicemia de ratos infartados

A glicemia apds 12 horas em jejum dos ratos dos grupos SALINA, ISO, AETC 10, 20,
50, 100 e 200 mg/Kg (n=5), conforme descrito na se¢do 5.1, foi realizada apds coleta de 50
uL de sangue por sec¢do da cauda e com auxilio de monitor de glicemia (TRUEread™) para
determinar a glicemia de jejum baseada em um sistema amperométrico.

Nesse sistema a glicose presente no sangue total é oxidada através da ag¢do da enzima
glicose oxidase formando acido gluconico. Os elétrons gerados nessa reacdo sdo transferidos
do sangue para os eletrodos e a corrente resultante é proporcional a concentragdo de glicose

no sangue que ¢ quantificada e convertida para uma leitura no monitor.

5.3.3 Avaliacio do efeito de AETC sobre lipideos séricos de ratos infartados

O soro sanguineo (obtido conforme descrito na secdo 5.1) dos ratos dos grupos
SALINA, ISO, AETC 10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg (n=5) foi utilizado para dosagem de
colesterol total e triglicerideos.

O colesterol total foi quantificado usando um sistema enzimatico colorimétrico através
de kit Labtest. Este teste se baseia em ésteres de colesterol presentes no soro que sdo

hidrolisados pela enzima colesterol esterase formando colesterol livre e acido graxos. O
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colesterol livre € entdo oxidado pela enzima colesterol oxidase a colest-4-en-ona e peroxido
de hidrogénio. Por fim, na presenca de peroxidase e peroxido de hidrogeno, o fenol e a 4-
aminoantipirina sdo oxidados formando a antipirilquinonimina que tem absortividade maxima
em 500 nm em espectofotometro de ultravioleta. O produto final formado confere cor
vermelha a amostra analisada que ¢ diretamente proporcional a concentragdo de colesterol na
amostra.

As dosagens de triglicerideos plasmaticos foram determinadas por sistema enzimatico
colorimétrico utilizando kit Labtest, onde, a lipoproteina lipase promove sua hidrélise
liberando glicerol, que por acdo da glicerolquinase forma glicerol-3-fosfato que € entdo
oxidado a dihidroxiacetona e perdxido de hidrogénio, na presenca de glicerolfosfato oxidase.
Por a¢do da peroxidase ocorre uma reagdo de acoplamento entre o peroxido de hidrogénio, 4-
aminoantipirina e 4-cloranfenicol, produzindo quinoneimina com absorbancia em 505 nm que

também promove cor vermelha que € proporcional a concentragdo de triglicérides na amostra.

5.3.4 Avaliacio do efeito de AETC sobre parametros hepaticos de ratos infartados

Os figados dos ratos dos grupos SALINA, ISO, AETC 10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg
(n=5), obtidos conforme descrito na se¢do 5.1, foram dissecados e pesados segundo o método
de Sherle. Este parametro foi normalizado pelo peso corporal de cada animal. O soro
sanguineo (conforme descrito na se¢do 5.1) foi utilizado para as dosagens bioquimicas de
albumina, transaminase glutdmico piravica (TGP), gama-glutamiltranspeptidase (y-GT) e
fosfatase alcalina (FA), em microplaca com andlise em duplicata utilisando kits Labtest.

A determinagdo da albumina foi realizada por um sistema de medi¢do baseado no
desvio de pico de absortividade méxima de um corante complexo, o verde de bromocresol,
quando este se liga a albumina. A cor formada foi medida colorimetricamente entre 600 e 640
nm, sendo proporcional a quantidade de albumina na amostra.

A determinacdo da TGP foi realizada através de método enzimatico cinético. Esta
catalisa a transferéncia de um grupamento amina da alanina para o cetoglutarato, formando
piruvato e glutamato. O piruvato ¢ entdo reduzido a lactato por acdo da enzima lactato
desidrogenase ¢ 0o NADH ¢é oxidado a NAD. A absorbancia em 340 nm ¢ oriunda da oxidagdo

do NADH, sendo diretamente proporcional a atividade da TGP na amostra.



59

A determinacdo de y-GT foi realizada através de um sistema cinético baseado no
principio de Szasz o produto p-nitroanilina, que apresenta elevada absorbancia em 405 nm, ¢
diretamente proporcional a atividade de y -GT.

A determinagdo da FA foi realizada por método cinético, empregando a metodologia
de Bowers e Mc Comb modificada, onde um substrato p-nitrofenilfosfato que ¢ hidrolisado
pela FA, o p-nitrofenol produto dessa hidrolise, possui alta absortividade molar, 405 nm, que

¢ diretamente proporcional a atividade enzimatica da FA na amostra.

5.3.5 Avaliacio do efeito de AETC sobre parametros renais de ratos infartados

O rim esugerdo dos ratos dos grupos SALINA, ISO, AETC 10, 20, 50, 100 e 200
mg/Kg (n=5), obtidos conforme descrito na secio 5.1, foram dissecados e pesados segundo o
método de Sherle. Este parametro foi normalizado pelo peso corporal de cada animal. O soro
sanguineo (conforme descrito na se¢do 5.1) foi utilizado para as dosagens bioquimicas de
ureia e creatinina.

A uréia foi determinada a partir do soro sanguineo por um sistema enzimatico
cinético, onde esta ¢ hidrolisada pela urease formando amoénia e diéxido de carbono. A
amonia reage com 2-cetoglutarato e NADH pela acdo enzimatica da glutamato desidrogenase
NADH ¢ oxidado a NAD. A absorbancia medida em 340 nm € proporcional a concentragdo
de uréia na amostra.

A creatinina foi determinada pelo método de Jaffé UV modificado. Trata-se de um
sistema enzimatico colorimétrico onde a creatinina reage com picrato em meio alcalino, o
complexo formado apresenta absorbancia em 520 nm, a fim de minimizar a ac¢do de

interferentes € aplicado um indice de corre¢do de 0,25 mg/dL.

5.4 Experimentos de docking molecular das Cinchonainas Ia, Ib, IIa e IIb em alvos

receptores relacionados a cardioprotecio

A fim de dar continuidade aos estudos de cardioprotecio com substincias ativas
isoladas a partir AETC foram selecionadas as cinchonainas Ia, Ib, Ila e IIb para estudos de
docking molecular frente a alvos receptores relacionados a cardioprote¢do. Uma vez que

representam mais de 70% do conteido de AETC, sdo consideradas o padrdo de controle de
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qualidade da 7. catigua ¢ a estas substancias tém sido atribuidos os efeitos biologicos de
AETC (LONGHINI et al., 2013).

As estruturas tridimensionais das cinchinainas foram desenhadas utilizando o software
ArgusLab®, bem como a execucdo da minimizacdo das energias. Para a execugdo dos
experimentos de ancoragem molecular foi utilizado o software AutoDock Tools® versdo
1.5.6. Para a otimizacdo das energias de ligagdo estimadas para a formagdo do complexo
ligante-receptor pelo AutoDock Tools®, foi utilizado o software, AutoDock Vina®. Para a
visualiza¢do dos resultados calculados através do AutoDock Tools®, bem como, calculos das
distancias das interagdes ligante-receptor e elaboracdo de figuras, foi utilizado o software
PyMol®, versao 0.99.

Foram selecionados receptores frequentemente estudados como alvo terapéutico para
planejamento de novos candidatos a farmacos com atuagdo no sistema cardiovascular e
enzimas provenientes de estudos dos sistemas antioxidantes. Dessa forma, foram selecionados
os PDB-ID — alvos 4MQS (Receptor M»), 4DAJ (Receptor M3), 1J95 (Canal de Potéssio
Kcazt), 3NAF (Canal de BkCa), 4GPO (Receptor B;), 3NOS (Enzima Oxido Nitrco Sintase),
4BKE (Albumina), 2LQC (Canal de Ca™ tipo L, N-terminal), 2LQP (Canal de Ca™ tipo L, C-
terminal), 4DEY (Canal de Ca™tipo L, sensivel a voltagem), 2RH1 (Receptor p Adrenérgico
tipo 2), IQQW (Enzima Catalase), 2SOD (Enzima Superdxido Dismutase), 1GP1 (Enzima
Glutationa Peroxidase) e 1XOS (Enzima fosfodiasterase 4) obtidas no RSCBProtein Data
Bank (PDB).

Apds a conversdo das estruturas tridimensionais, as ligagdes sigma (o) dos ligantes
foram admitidas como flexiveis e as ligagdes pi (m) foram mantidas fixas. O docking
molecular objetiva prever ligagdes ndo covalentes, reproduzir os potenciais quimicos que
determinam a principal conformagdo ligante e a energia de ligacdo desta (TROTT; OLSON,
2009; COSCONATI et al., 2010).

A energia de ligacdo se refere ao campo de forga de energia livre é baseado em um
campo de forca mecénico molecular, que inclui dispersdo/repulsdo, ligacdo de hidrogénio,
eletrostaticos, de solvatagdo e entropia de tor¢do (COSCONATI et al., 2010). A conformagao
que apresentou a menor energia de ligacdo (em kcal/mol) para a formagdo do complexo foi

considerada como sendo a mais viavel.
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5.5 Analise Estatistica

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.). O teste ¢ de
Student ndo pareado foi usado para a comparagdo entre duas variaveis. Enquanto, a analise de
variancia one-way ANOVA foi usada para comparacdes de mais de duas variaveis, seguida
do teste de comparagcdo multipla Newman-Keuls. Adotou-se o valor de p < 0,05 nos
resultados das variaveis. Isso representa uma chance em vinte do evento ter ocorido ao acaso
como resultado de um erro amostral. A analise estatistica foi realizada utilizando o software
estatistico GraphPad Prism versao 5.0.

Os valores de CEsy e DEs( foram obtidos através de regressdes ndo-lineares das curvas
tracadas a partir dos valores percentuais das respostas induzidas por AETC para cada
experimento. Para estudar o efeito vasorelaxante induzido por AETC, dois pardmetros
farmacoldgicos foram analisados: o Emax (efeito maximo gerado pelo agonista) e pD, (-log
ECso) que representam a eficacia e a poténcia farmacoldgica, respectivamente.

Para a otimizacdo dos pardmetros antioxidantes analiticos foi empregado como critério
a sensibilidade analitica a partir do valor de coeficiente angular da respectiva curva analitica
em uma determinada condi¢do de estudo. A curva analitica avaliada foi construida com no
minimo cinco pontos de acordo com a relag@o: %IF = aCAO + b, sendo % IF o percentual de
inibicdo, CAO a concentragdo do composto antioxidante, a o coeficiente angular e b o
coeficiente linear. O coeficiente de correlagdo linear (r) foi calculado visando avaliar a
disposi¢do dos pontos quanto a adequagcdo ao comportamento linear. Procedimento
semelhante foi realizado para o método proposto ¢ os métodos de compara¢do visando a
quantificac@o da capacidade antioxidante em diferentes amostras por interpolacdo dos dados.

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

intervalo de confianga igual a 95%.
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6 RESULTADOS

6.1 Estudo cardioprotetor do infarto de AETC

6.1.1 Efeito de AETC na morfometria do miocardio

O pré-tratamento com AETC por 30 dias bloqueou o aumento do peso do coracdo, do
peso do ventriculo esquerdo e da espessura do ventriculo esquerdo em ratos infartados de
forma ndo dependente de dose.

Na avaliagdo da morfometria do miocardio, o grupo ISO apresentou aumento de
25,48% (p<0,001) na razdo peso do coragdo/peso corporal, quando comparado ao grupo
SALINA. J4 os grupos tratados com AETC (100 e 200 mg/Kg, v.0.) apresentaram diminui¢do
de 18,61% e 22,73% (p<0,001) respectivamente, quando comparados ao grupo ISO, Figura
14a.

Com relagdo a razdo peso do ventriculo esquerdo/peso corporal, o grupo ISO
apresentou aumento de 34,81% (p<0,01) quando comparado ao grupo SALINA. Enquanto, os
grupos tratados com AETC (100 e 200 mg/Kg, v.0.) apresentaram diminui¢do de 23,79% e
19,24% (p<0,01) respectivamente, quando comparados ao grupo ISO, Figura 14b.

Quanto a espessura do ventriculo esquerdo, o grupo ISO apresentou aumento de
32,9% (p<0,001) quando comparado ao grupo SALINA. Os grupos tratados com AETC (20,
100 e 200 mg/Kg, v.0.) apresentaram diminui¢cdo de 14,29% (p<0,05), 21,29% e 25,55%

(p<0,001) respectivamente, quando comparados ao grupo ISO, Figura 14c.



63

Figura 14 — Efeito de AETC sobre a morfometria do miocardio.
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Resultados expressos em média + EPM, (n=5). Andlise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagdo multipla Newman-Keuls. Onde, * p<0,001 *p<0,01 *p<0,05 vs. SALINA; ° p<0,001 *p<0.,01
°p<0,05 vs. ISO; © p<0,001 “p<0,01 °p<0,05 vs. AETC 10 mg/Kg; ¢ p<0,001 “p<0,01 p<0,05 vs. AETC 20
mg/Kg; ¢ p<0,001 p<0,01 p<0,05 vs. AETC 50 mg/Kg; " p<0,001 "p<0,01 p<0,05 vs. AETC 100 mg/Kg.
Fonte: AUTORA, 2017.
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6.1.2 Efeito de AETC sobre marcadores bioquimicos de lesio do miocardio

O pré-tratamento com AETC por 30 dias bloqueou o aumento dos marcadores CKyg,
CKnac, LDH e TGO em ratos infartados de forma nao dependente de dose.

Os animais do grupo ISO apresentaram aumento de 998,77% (p<0,001) nos niveis de
CKws, principal marcador de necrose miocardica, quando comparado ao grupo SALINA. Ja
os grupos tratados com AETC (10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.) apresentaram diminui¢do
de 64,09%, 67,12%, 68,65%, 65,94% e 66,55% (p<0,001) respectivamente, de CKyg quando
comparados ao grupo ISO, Figura 15a.

Quanto aos marcadores secundarios de necrose miocéardica. Os animais do grupo ISO
apresentaram aumento de 629,62% (p<0,001) nos niveis de CKyac, quando comparado ao
grupo SALINA. Enquanto os grupos tratados com AETC (10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.)
apresentaram diminui¢do de 37,86%, 22,48%, 48,94%, 59,59% e 54,61% (p<0,001)
respectivamente, de CKnac quando comparados ao grupo ISO, Figura 15b.

Os niveis séricos de LDH o grupo ISO apresentou aumento de 100,6% (p<0,01)
quando comparado ao grupo SALINA. Os grupos tratados com AETC (10, 20, 50, 100 e 200
mg/Kg, v.0.) apresentaram diminuicdo de 56,48%, 51,57%, 59,01%, 57,05% e 56,79%
(p<0,01) respectivamente, de LDH quando comparados ao grupo ISO, Figura 15c.

Quanto ao marcador TGO, o grupo ISO apresentou aumento de 122,54% (p<0,001)
quando comparado ao grupo SALINA. Ja os grupos AETC (10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg,
v.0.) apresentaram diminui¢do de 52,36%, 49,49%, 52,26%, 48,33% e 60,42% (p<0,001)

quando comparados ao grupo ISO, Figura 15d.
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Figura 15 — Efeito de AETC sobre marcadores bioquimicos de lesio do miocardio.
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Resultados expressos em média =+ EPM, (n=5). Analise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparacdo multipla Newman-Keuls. Onde, * p<0,001 *p<0,01 *p<0,05 vs. SALINA; ° p<0,001 °p<0,01
°p<0,05 vs. ISO;  p<0,001 “p<0,01 °p<0,05 vs. AETC 10 mg/Kg; ¢ p<0,001 “p<0,01 p<0,05 vs. AETC 20
mg/Kg; ¢ p<0,001 ¢p<0,01 p<0,05 vs. AETC 50 mg/Kg; " p<0,001 "p<0,01 p<0,05 vs. AETC 100 mg/Kg.
Creatinacinase fragdo MB (CKyp), creatinaquinase total (CKyac), lactato desidrogenase (LDH) e transaminase
glutamico oxalacética (TGO). Fonte: AUTORA, 2017.
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6.1.3 Efeito de AETC sobre a area de necrose do miocardio

A andlise qualitativa da area de necrose do miocardio, apds coloragdo com
trifeniltetrazolio (TTZ), revelou amplas regides esbranquig¢adas no grupo ISO, indicando areas
necroticas, essa caracteristica ndo foi observada no grupo SALINA. Com relacdo aos grupos
tratados com AETC, s@o observadas pequenas e espagadas regides esbranquicadas, sugerindo

uma diminui¢do da area de infarto, Figura 16.

Figura 16 — Area de necrose de fatias de ventriculo esquerdo apds reacio com TTZ.
SALINA I1SO AETC 10 AETC 20 AETC 50 AETC 100 AETC 200

eITIY

Areas esbraquicadas e setas indicam area de necrose miocardica. Fonte: AUTORA, 2017.

O pré-tratamento com AETC por 30 dias bloqueou o aumento da area de necrose em
ratos infartados de forma ndo dependente de dose. A andlise quantitativa das areas de necrose
revelou um aumento de 47,64% (p<0,001) na area de necrose no grupo ISO, quando
comparado ao grupo SALINA, enquanto o tratamento com AETC (10, 20, 50, 100 e 200
mg/Kg, v.0.) promoveu uma diminuicdo de 38,61%, 43,67%, 41,78%, 43,03% e 43,58%

(p<0,001) respectivamente, quando comparadas ao grupo ISO, Figura 17.

Figura 17 — Efeito de AETC sobre o percentual de area de necrose de fatias de ventriculo
esquerdo apos reacio com TTZ.
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Resultados expressos em média + EPM, (n=5). Andlise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
compara¢do miultipla Newman-Keuls. Onde, * p<0,001 *p<0,05 vs. SALINA; b p<0,001 vs. ISO.
Fonte: AUTORA, 2017.
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6.1.4 Efeito de AETC sobre a histologia do miocardio

A analise qualitativa da histologia do miocardio, apos coloracdo com Hematoxilina-
Eosina, revelou amplas areas de necrose coagulativa no grupo ISO (Figura 18b), caracterizada
por dissolucdo do citoplasma, manutengdo da forma celular e alteragdes nucleares em
diferentes estagios como picnose nuclear, caridlise, mas especialmente cariorrexe. Essas
altera¢des ndo foram observadas no grupo SALINA (Figura 18a).

O pré-tratamento com AETC por 30 dias diminuiu as alteracdes histoldgicas
observadas em ratos infartados de forma nio dependente de dose. Nos grupos tratados com
AETC (10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg) houve redugdo das areas de necrose coagulativa, além

disso, estavam presentes areas de infiltrado leucocitério (Figura 18c, 18d, 18e, 18f e 18g).

Figura 18 — Fotomicrografias de miociardio em coloracio Hematoxilina-Eosina de ratos
infartados tratados com AETC.
a)

Aumento 40x. a) SALINA; b) ISO; ¢) AETC 10 mg/Kg; d) AETC 20 mg/Kg; e) AETC 50 mg/Kg; f) AETC 100
mg/Kg; g) AETC 200 mg/Kg. As setas indicam extensas areas de necrose coagulativa. Fonte: AUTORA, 2017.
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Figura 18 — Continuacio. Fotomicrografias de miocardio em coloracio Hematoxilina-Eosina de
ratos infartados tratados com AETC.

e) 1))

Aumento 40x. a) SALINA; b) ISO; ¢) AETC 10 mg/Kg; d) AETC 20 mg/Kg; ) AETC 50 mg/Kg; f) AETC 100
mg/Kg; g) AETC 200 mg/Kg. As setas indicam extensas areas de necrose coagulativa. Fonte: AUTORA, 2017.

6.1.5 Efeito de AETC sobre a estereologia do miocardio

Na estereologia, analise quantitativa da histologia do VE, o pré-tratamento com AETC
por 30 dias atenuou a diminui¢@o das varidveis relacionadas a integridade de cardiomidcitos
ventriculares em ratos infartados de forma n3o dependente de dose. O grupo ISO reduziu
56,15% (p<0,001) o Vv[midcitos], quando comparado ao grupo SALINA. Os grupos AETC
(10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg) aumentaram 113,83%, 103,42%, 127,05%, 122,53% e
121,36% (p<0,001) respectivamente, quando comparados ao grupo ISO, Figura 19a.

O Qa[miocitos] do grupo ISO reduziu 83,91% (p<0,001) quando comparado ao grupos
SALINA. Os grupos AETC (10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg) aumentaram 179,65%, 164,06%,
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170,08%, 191,57% e 258,09% (p<0,001) respectivamente, quando comparados ao grupo ISO,
Figura 19b.

O Nv[mioécitos] do grupo ISO reduziu 83,89% (p<0,001) quando comparado ao
grupos SALINA. Os grupos AETC (10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg) aumentaram 179,56%,
163,92%, 169,89%, 171,30% e 257,86% (p<0,001) respectivamente, quando comparados ao
grupo ISO, Figura 19c.

O N[midcitos] do grupo ISO reduziu 88,65+1,06% (p<0,001) quando comparado ao
grupos SALINA. Os grupos AETC (10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg) aumentaram 252,67%,
185,53%, 224,29%, 282,71% e 411,84% (p<0,001) quando comparados ao grupo ISO, Figura
19d.

by

Figura 19 — Efeito de AETC sobre variaveis relacionadas a integridade de cardiomiocitos
ventriculares.
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Resultados expressos em média £ EPM, (n=5). Andlise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagdo multipla Newman-Keuls. Onde, * p<0,001 *p<0,01 *p<0,05 vs. SALINA; ° p<0,001 °p<0,01
°p<0,05 vs. ISO;  p<0,001 “p<0,01 °p<0,05 vs. AETC 10 mg/Kg; ¢ p<0,001 “p<0,01 p<0,05 vs. AETC 20
mg/Kg; ¢ p<0,001 ¢p<0,01 p<0,05 vs. AETC 50 mg/Kg; " p<0,001 "p<0,01 'p<0,05 vs. AETC 100 mg/Kg.
/(até). *(dose-dependente). a) Vv (densidade de volume de cardiomidcitos integros); b) Qa (densidade de perfis
de cardiomidcitos integros por area); c) Nv (densidade de nimero de cardiomidcitos integros); d) N (ntimero de
cardiomidcitos integros). Fonte: AUTORA, 2017.

O pré-tratamento com AETC por 30 dias atenuou o aumento das variaveis
relacionadas ao volume de cardiomiocitos ventriculares: area de cardiomidcitos; ¢ volume

médio de cardiomidcitos em ratos infartados de forma ndo dependente de dose.
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O grupo ISO aumentou 165,99% (p<0,001) a area de cardiomidcitos ventriculares,
A[miocitos], quando comparado ao grupo SALINA. Nos grupos AETC (10, 20, 50, 100 e 200
mg/Kg) houve reducdo de 24,79%, 25,45%, 20,17%, 18,51% e 39,07% (p<0,001)
respectivamente, quando comparados ao grupo ISO. Figura 20a.

No volume médio de cardiomidcitos ventriculares, Vm[miocitos], o grupo ISO
aumentou 166,12% (p<0,001) quando comparado ao grupo SALINA. Nos grupos AETC (10,
20, 50, 100 e 200 mg/Kg) houve redugdo de 24,84%, 25,46%, 19,17%, 18,52% e 39,10%
(p<0,001), respectivamente, quando comparados ao grupo ISO. Figura 20b.

Figura 20 — Efeito de AETC sobre variaveis relacionadas ao volume de cardiomiécitos.
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Resultados expressos em média + EPM, (n=5). Andlise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagdo multipla Newman-Keuls. Onde, ¥ p<0,001 vs. SALINA; ® p<0,001 vs. ISO; ¢ p<0,001 vs. AETC 10
mg/Kg; ¢p<0,001 vs. AETC 20 mg/Kg; ¢ p<0,001 vs. AETC 50 mg/Kg; " p<0,001 “p<0,01 vs. AETC 100
mg/Kg. / (até). a) A (area de cardiomidcitos); b) Vm (volume médio de cardiomidcitos). Fonte: AUTORA, 2017.
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6.2 Vias de acdo envolvidas no efeito cardioprotetor de AETC

6.2.1 Estudos farmacologicos com AETC in vivo

6.2.1.1 Efeito de AETC sobre a PAM e a FC de ratos Wistar

Em ratos anestesiados, os valores basais de PAM e FC foram 133,06+5,59 mmHg e
371,68+24,40 bpm. A administragdo de AETC (0,1; 0,5; 1; 5; 10; 20; 30; 40; 50 e 60 mg/Kg,
1.v.) induziu uma resposta ndo dependente de dose e caracterizada por hipotensdo significante
(-10,06+2,75; -10,01£1,76; -9,8+1,98; -12,61£1,89; -17,58+3,21; -16,11+1,36; -24,69+4,5; -
42,514£3,85; -48,73£2,43 e -51,22+6,29 %), Figura 2la, e bradicardia significante (-
9,61£2,03; -10,59+1,42; -7,76+0,96; -15,57+2,19; -18,37+3,13; -22,454+4,43; -22,84+5,94; -
33,65+4,98; -39,274+4,61 e -46,23+6,98 %), Figura 21c.

Em ratos ndo anestesiados, os valores basais de PAM e FC foram 133,434+2,96 mmHg
e 417,80+13,86 bpm. A administragdo de AETC (0,1; 0,5; 1; 5; 10; 20; 30; 40 e 50 mg/Kg,
1.v.) induziu uma resposta dependente de dose (apos a dose de 10 mg/Kg) e caracterizada por
hipotensdo significante (-12,91+2,66; -14,25+2,02; -16,17+1,39; -17,71£2,5; -18,0442,15; -
31,19+£7,72; -43,20£7,5; -55,02+6,43 e -70,36+3,97 %), Figura 21b, e bradicardia significante
(-8,834£2,03; -11,71+5,98; -7,31+1,64; -7,8+1,45; -14,75+4,03; -42,48+14,49; -39,19+11,83; -
59,46+9,67 e -54,75+3,76 %), Figura 21d.

A determinagdo da DEs, (dose que promove 50% do efeito) foi calculada utilizando os
resultados da curva dose-resposta de PAM em animais anestesiados. Sendo assim, a DEs, de

AETC € de 24,45 mg/Kg.
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Figura 21 — Efeito hipotensor e bradicardico de AETC em ratos Wistar.
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Resultados expressos em média + EPM, (n=5). Andlise variancia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagdo multipla Newman-Keuls. Onde, * p<0,001 *p<0,01 *p<0,05 vs. 0,1 mg/Kg; ° p<0,001 *p<0,01
®p<0,05 vs. 0,5 mg/Kg; ¢ p<0,001 “p<0,01 °p<0,05 vs. I mg/Kg; ©'p<0,001 “p<0,01 p<0,05 vs. 5 mg/Kg;
€' p<0,001 p<0,01 *p<0,05 vs. 10 mg/Kg; " p<0,001 "p<0,01 p<0,05 vs. 20 mg/Kg; & p<0,001£p<0,01 £p<0,05
vs. 30 mg/Kg; "p<0,01 vs. 40 mg/Kg. [/ (até)]. Fonte: AUTORA, 2017.
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Em animais anestesiados tempo de recuperagdo apos cada dose de AETC foi superior
(p<0,001) e dose dependente nas doses 30; 40; 50 e 60 mg/Kg (p<0,001), Figura 22a.
Enquanto, em animais ndo anestesiados o tempo de recuperagdo apos cada dose de AETC foi
superior (p<0,001) e dose dependente nas doses 30; 40 e 50 mg/Kg (p<0,001), Figura 22b.

A avaliagdo do registro original, mostra ainda que ratos anestesiados levaram cerca de
534,7149,33 segundos para a morte apos administrada a ultima dose (60 mg/Kg), enquanto,
ratos ndo anestesiados levaram cerca de 2464,46+£56,82 segundos (p<0,001) para a morte apds

administrada a altima dose (50 mg/Kg).

Figura 22 — Tempo de recuperacio apos doses de AETC in vivo em ratos Wistar.
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Resultados expressos em média £ EPM, (n=5). Andlise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagdo multipla Newman-Keuls. Onde, * p<0,001 vs. 0,1 mg/Kg; ® p<0,001 vs. 0,5 mg/Kg; ¢ p<0,001 vs. 1
mg/Kg; ¢ p<0,001 vs. 5 mg/Kg; ¢ p<0,001 vs. 10 mg/Kg; " p<0,001 vs. 20 mg/Kg. [/ (até)]. * Dose-dependente.
Fonte: AUTORA, 2017.



74

Ao comparar os efeitos hipotensor e bradicardico, ratos nao anestesiados apresentaram
efeitos hipotensor e bradicardico superiores (p<0,001) a partir da dose 20 mg/Kg e
necessitaram de um tempo de recuperacdo inferior (p<0,001) a partir da dose 30 mg/Kg,

quando comparados a ratos anestesiados Figura 23.

Figura 23 — Comparacio do efeito hipotensor e bradicardico de AETC em ratos anestesiados e
nio anestesiados.
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Resultados expressos em média + EPM, (n=5). Andlise por Teste t ndo pareado. Onde, ***p<0,001 vs. ndo
anestesiados. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.2.1.2 Efeito agudo de AETC sobre a PAM e a FC de ratos infartados

Em ratos infartados, os valores basais de PAM e FC foram 120,02+0,98 mmHg e
358,73+18,17 bpm. A administra¢do de AETC (24,45 mg/Kg, i.v.) promoveu (p<0,001)
hipotensdo -43,19+8,23 % e taquicardia +4,5+4,57 %.

Em ratos controle, os valores basais de PAM e FC foram 133,06+5,59 mmHg e
371,68+24,40 bpm. A administragdo de AETC (24,45 mg/Kg, i.v.) promoveu (p<0,001)
hipotensdo -20+8,23 % e (p<0,001) bradicardia -21,24+3,64 %.

Ratos infartados apresentaram uma potencializa¢cdo da hipotensdo (p<0,001), Figura

24a, e reversdo da bradicardia (p<0,01), Figura 24b, quando comparados a ratos controle ndo

infartados.

Figura 24 — Efeito agudo hipotensor e bradicardico de AETC em ratos infartados.
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Resultados expressos em média + EPM, (n=5). Analise por Teste t Student ndo pareado. Onde, ***p<0,001 e
**p<0,01 vs. Controle. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.2.1.3 Efeito cronico de AETC sobre a PAM e a FC de ratos infartados

Em ratos controle tratados com salina, os valores basais de PAM e FC foram
130,33+0,91 mmHg e 346,81+14,24 bpm. Em ratos infartados tratados com salina, grupo
ISO, os valores basais de PAM e FC foram 122,37+£2,77 mmHg e 334,11+£6,54 bpm. A
induc¢do do infarto promoveu diminui¢do -6,15+1,52 % da PAM e diminuicdo -3,2+2,36 % da
FC ndo significantes.

Ratos infartados apds tratamento cronico com AETC (20 e 200 mg/Kg, v.0.)
apresentaram hipotensdo (-21,01£1,94 % e -30,94+2,08 % p<0,001), Figura 25a, e bradicardia
(-13,99£2,79 % p<0,05 e -22,33%+3,39 % p<0,01), Figura 25b, quando comparados ao grupo
ISO.

Figura 25 — Efeito cronico hipotensor e bradicardico de AETC em ratos infartados.
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Resultados expressos em média + EPM, (n=5). Andlise variancia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagdo multipla Newman-Keuls. Onde, ***p<0,001 **p<0,01 *p<0,05 vs. ISO; *p<0,001 vs. AETC 20
mg/Kg. Fonte: AUTORA, 2017.



77

6.2.1.4 Efeito de bloqueadores sobre a resposta hipotensora e bradicardica induzida por

AETC em ratos

A administragdo de atropina (2 mg/kg, i.v.), um antagonista ndo-seletivo dos
receptores muscarinicos, ndo produziu alteragdes na PAM (115,35+2,31 para 114,93+2.29
mmHg) e na FC (315,35+5,32 para 314,79+5,68 bpm).

A hipotensdo -20+8,23 % promovida por AETC (24,45 mg/Kg, i.v.) foi atenuada na
presenga de atropina -9,53+1,09 % (p<0,01), Figura 26a. A bradicardia -21,24+3,64 %
induzida por AETC na mesma dose, foi abolida na presenga de atropina -0,09+3,27 %
(p<0,01), Figura 26b.

A administra¢do de nifedipina (1,5 mg/kg, i.v.), um bloqueador de canais de calcio
sensiveis a voltagem, produziu uma redugdo significante e sustentada na PAM (114,56+5,05
para 85,47+4,82 mmHg, p<0,01). Nao houve alteracdo significante na FC (307,66+7,94 para
290,13+7,51 bpm).

A hipotensdo e a bradicardia promovidas por AETC foram atenuadas na presenca de
nifedipina -8,18+1,32 % (p<0,01), Figura 26a e -1,68+0,91 % (p<0,001), Figura 26b,
respectivamente.

A administra¢do de hexametonio (20 mg/kg, i.v.), um bloqueador ganglionar, produziu
uma reducdo significante e sustentada na PAM (129,47+3,71 para 115,544+2,6 mmHg,
p<0,05) e na FC (338,08+5,98 para 282,18+4,38 bpm, p<0,001).

A hipotensdo promovida por AETC foi potencializada na presenca de hexametonio -
46,31+1,62 % (p<0,001), Figura 26a. A bradicardia induzida por AETC foi abolida e

revertida em taquicardia na presenca de hexametonio +13,9842,21 % (p<0,001), Figura 26b.
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Figura 26 — Efeito de bloqueadores sobre a resposta hipotensora e bradicardica induzida por
AETC em ratos.
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Resultados expressos em média = EPM, (n=5). Analise por Teste t Student ndo pareado. Onde, ***p<0,001 e
**p<0,01 vs. Controle. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.2.2 Estudos farmacologicos com AETC in vitro

6.2.2.1 Efeito de AETC em anéis de artéria mesentérica superior com e sem endotélio

funcional isolada de ratos Wistar

AETC (10, 50, 100, 500, 1000 pg/mL) relaxou os anéis pré-contraidos com 10 uM de
FEN, um acoplamento farmacomecanico, de maneira dependente de concentragdo, tanto na
presenca (pD, = 1,29+0,061 pg/mL) como na auséncia (pD, = 1,774+0,035 pg/mL) do
endotélio funcional, apresentando E,.x de 123,79+5,48 % para anéis com endotélio e E,,x de
88,11+1,36 % para anéis sem endotélio, Figura 27. Analisando os valores de pD; e do E,ax de
AETC, percebe-se que o relaxamento foi significativamente deslocado para a direita com

reducgdo do efeito méximo na auséncia do endotélio (p<0,001).

Figura 27 — Efeito de AETC em anéis de artéria mesentérica superior com e sem endotélio
isolada de ratos Wistar.
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Resultados expressos em média £ EPM, (n=5). Andlise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagdo multipla Newman-Keuls. Onde, ***p<0,001 vs. sem endotélio. Fonte: AUTORA, 2017.



80

6.2.2.2 Efeito de KCI 80 mM sobre a resposta relaxante induzida por AETC em anéis de

artéria mesentérica superior com e sem endotélio funcional isolada de ratos Wistar

AETC (10, 50, 100, 500, 1000 pg/mL) relaxou os anéis pré-contraidos com KCI 80
mM, um acoplamento eletromecanico, de maneira dependente de concentragdo, tanto na
presenga (pD, = 2,307+0,053 ng/mL) como na auséncia (pD, = 1,949+0,052 pg/mL) do
endotélio funcional, apresentando E,x de 113,88+5,61 % para anéis com endotélio e E.x de
68,81£2,92 % para anéis sem endotélio, Figura 28. Analisando os valores de pD; e do E.x de
AETC, percebe-se que o relaxamento foi significativamente deslocado para a direita com

reducdo do efeito maximo na auséncia do endotélio (p<0, 01).

Figura 28 — Efeito de KCI 80 mM sobre a resposta relaxante induzida por AETC em anéis de
artéria mesentérica superior com e sem endotélio funcional isolada de ratos Wistar.
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Resultados expressos em média £+ EPM, (n=5). Analise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagio multipla Newman-Keuls. Onde, **p<0,01; ***p<0,001 vs. sem endotélio. Fonte: AUTORA, 2017.
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O relaxamento promovido por AETC em anéis mesentéricos de ratos pré-contraidos
com FEN, na presenga do endotélio funcional (pD, = 1,2940,061 pg/mL e Emax =
123,7945,48 %, respectivamente) foi significantemente (p<0,001) alterado na presenga de
KC180mM (pD, =2,307 + 0,053 pg/mL e Emax = 113,88+5,61 %), Figura 29a.

Na auséncia de endotélio funcional (pD2 = 1,774+0,035 pg/mL e Emax = 88,11%1,36
%) foi significantemente (p<0,01) alterado na presenca de KCl 80mM (pD2 = 1,949 + 0,052
ug/mL e Emax = 68,81 +2,92%), Figura 29b.

Figura 29 — Comparacio entre os efeitos de AETC em anéis pré-contraidos com FEN e KCI1 80
com e sem endotélio funcional.
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Resultados expressos em média £+ EPM, (n=5). Analise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagio multipla Newman-Keuls. Onde, **p<0,01; ***p<0,001 vs. FEN. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.2.2.3 Efeito de AETC em anéis de artéria mesentérica superior com e sem endotélio

funcional isolada de ratos infartados

AETC (10, 50, 100, 500, 1000 pg/mL) relaxou os anéis pré-contraidos com 10 uM de
FEN, de maneira dependente de concentragdo, tanto na presenga (pD, = 1,004+0,025 pg/mL)
como na auséncia (pD2 = 1,7254+0,041 pg/mL) do endotélio funcional, apresentando Emax =
96,29+£5,45 % para anéis com endotélio e Emax = 88,67+1,89 % para anéis sem endotélio,
Figura 30. Analisando os valores de pD; e do E,.x de AETC, percebe-se que o relaxamento
foi significativamente deslocado para a direita sem redugdo do efeito maximo na auséncia do

endotélio (p<0,001).

Figura 30 — Efeito de AETC em anéis com e sem endotélio funcional de artéria mesentérica de
ratos infartados.
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Resultados expressos em média £ EPM, (n=5). Analise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagio multipla Newman-Keuls. Onde, ***p<0,001 vs. Infartado sem endotélio. Fonte: AUTORA, 2017.
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O relaxamento promovido por AETC em anéis mesentéricos de ratos ndo infartados na
presenca do endotélio funcional (pD, = 1,31£0,046 pg/mL e Emax = 123,79+5,48 %,
respectivamente) foi significantemente (p<0,001) superior a de ratos infartados (pD2 =
1,004+0,025 pg/mL e Emax = 96,29+5,45 %), Figura 31a.

O relaxamento promovido por AETC em anéis mesentéricos de ratos ndo infartados na
auséncia do endotélio funcional (pD2 = 1,74+0,035 pg/mL e Emax = 88,11%1,36 %) ndo foi
significantemente alterado quando comparado ao de ratos infartados (pD2 = 1,81+0,11 pg/mL

e Emax = 88,67+1,89%), Figura 31b.

Figura 31 — Efeito de AETC em anéis com e sem endotélio funcional de artéria mesentérica de
ratos infartados e nio infartados.
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Resultados expressos em média £ EPM, (n=5). Analise por Teste t ndo pareado. Onde, *p<0,05 vs. controle.
Fonte: AUTORA, 2017.
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6.2.3 Efeito de AETC sobre ensaios antioxidantes in vitro

6.2.3.1 Quantificacio de compostos fendlicos em AETC através de teste de Folin-

Ciocalteau

O contetido de compostos fendlicos totais (ng/mL) em AETC foi determinado
utilizando regressdo da equagdo da curva de calibragdo, dados apresentados na Tabela 3, e
expresso em equivalentes de acido galico 94,3 pg/mL, equivalentes de quercertina 84,5

ng/mL, equivalentes de acido caféico 70,3 pg/mL e equivalentes de Trolox 218,3 ug/mL.

Tabela 3 — Determinac¢io da concentracio total de compostos fendlicos pelo método de Folin-
Ciocalteau de AETC.

FOLIN — CIOCALTEAU

Compostos
Faixa Linear, N°de Curva analitica , Ckr,
mg L! pontos A77onm = @ Cpr + b ng mL"!
Ac. Cafeico 0,5-15,0 8 A7700m = 0,039 (£0,001) Cgr + 0,0039 (£0,002) 00,9998 70,3
Quercetina 0,5-30,0 10 A7700m = 0,029 (£0,001) Cpr + 0,033 (£0,01) 0,9982 84,5
Ac. Gélico 0,5-20,0 8 A770nm = 0,028 (£0,002) Cgr + 0,014 (£0,003)  0,9999 94,3
Trolox 0,2 -40,0 8 A770nm = 0,012 (£0,001) Cgr + 0,016 (£0,004)  0,9978 2183

Os valores foram expressos como pg/mL de concentrag@o. Incubagao a 25° C. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.2.3.2 Efeito de AETC sobre o teste DPPH

A Figura 32 e Tabela 4 ilustram a diminuicdo na concentragdo de DPPH radical
devido a sua capacidade de eliminacdo por AETC e pelos compostos de referéncia. O menor
valor de ICsy indica maior atividade seqiiestradora do radical DPPH livre. Nessas condigdes,
AETC apresentou a melhor atividade sobre o radical DPPH. A capacidade de eliminagdo de

radicais diminuiu pela ordem seguinte: AETC > Quercertina >Acido Caféico > Trolox.

Tabela 4 — Ensaio da capacidade de sequestro frente ao radical DPPH* (50% metanol/agua,
m/v) de AETC.

DPPH" — Metanol 50% (v/v)

Compostos
Faixa Linear, N°de Curva analitica . I1Cs,
ng mL! pontos %I =aCyo+b png mL™!
AETC 0,5-7,5 6 %I = 13,45 (£0,92) Cpo — 0,15 (£3,50) 0,9907 3,7
Quercertina 0,5-3,0 6 %I =9,81 (£0,37) Cxo — 0,082 (+0,70) 0,9971 5,1
Ac. Cafeico 0,5-5,0 7 %I =7,25 (£0,37) Cpo — 1,93 (£0,96) 0,9934 7,2
Trolox 0,5-10,0 8 %I = 3,82 (£0,22) Cpo — 1,49 (£1,06) 0,9905 13,5

Os valores foram expressos como pg/mL de concentracdo. Incubagdo a 25° C. Fonte: AUTORA, 2017.

Figura 32 — Ensaio da capacidade de sequestro frente ao radical DPPH* (50% metanol/agua,
m/v) de AETC.
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Os valores foram expressos como ug/mL de concentrag@o. Incubagao a 25° C. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.2.3.3 Efeito de AETC sobre o teste ABTS

Como pode ser visto na Figura 33 e Tabela 5, AETC capta radicais ABTS de forma
dependente da concentragdo. Valor de ICsy para AETC neste ensaio foi 9,3 pg/mL. Ocorreu
diminui¢do na concentracdo de ABTS, devido a capacidade de eliminagdo em todas as
concentracdes de AETC. No entanto, os valores da ICsy dos padrdes foram inferiores ao
AETC. Dessa forma, a eliminagdo do radical ABTS por AETC e pelos padrdes obedece a

seguinte ordem: Quercertina >Acido Galico >Acido Caféico > Trolox > AETC.

Tabela 5 — Ensaio de capacidade antioxidante frente ao radical ABTS  de AETC.

ABTS*"
Compostos
Faixa Linear, N° Curva analitica . 1Cs5,
pg mL! de pontos %l =aCpo+b pg mL!

Quercertina 0,5-3,0 5 %I =33,25 (£2,30) Cao + 2,20 (+4,14) 0,9929 1,4
Ac. Galico 0,2-1,4 6 %I =29,30 (£1,88) Cao + 0,74 (£1,56) 0,9918 1,7
Ac. Cafeico 0,5-5,0 6 %I =11,94 (£0,71) Cao + 3,98 (£1,66) 0,9929 3,8

Trolox 0,5-10 5 %I = 8,41 (£0,49) Cpo + 2,70 (£2,54) 0,9947 5,6

AETC 0,5-20,0 9 %I = 4,86 (£0,19) Cpo + 4,88 (£1,47) 0,9949 9,3

Os valores foram expressos como pg/mL de concentracdo. Incubagdo a 25° C. Fonte: AUTORA, 2017.

Figura 33 — Ensaio de capacidade antioxidante frente ao radical ABTS™ de AETC.

Os valores foram expressos como pg/mL de concentracdo. Incubacdo a 25° C. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.2.3.4 Efeito de AETC sobre o sequestro de 6xido nitrico

Os dados expressos na Figura 34a e 34b mostram que todas as concentragdes testadas
de AETC foram capazes de diminuir a formag¢ao de nitrito a partir de uma solucdo de NPS 5
mM, com um percentual de inibigdo de 75 %. Os resultados sugerem que o AETC esteja
sequestrando o radical NO liberado no meio aquoso pelo nitroprussiato, impedindo com isso a
formacdo do cromoforo detectado por espectrofotometria, através da diazotagdo do nitrito

com sulfanilamida e posterior complexacdo com naftiletilenodiamino.

Figura 34 — Ensaio da capacidade de sequestro de 6xido nitrico de AETC.

a.
90

—a— NPS
80 —e— Trolox

—a— Acido Cafeico
70 —»— Acido Galico
—4— Quercetina
—a— AETC

50

Concentracio de NO,, ug mL"

40
30
20
10
0
0 30 60 90 120 150
Tempo, min
b.
20| T rolox
Acido Cafeico
70 Acido Gélico
[ Gruercetin
60 [ AETC

% Inibigao
B

Tempo, min

Os valores foram expressos como pg/mL de concentracdo. Incubacdo a 25° C. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.2.3.5 Efeito de AETC sobre a reducio de ferro (III)

Ao avaliar a capacidade de redugdo do complexo férrico TPTZ de Fe’™ a Fe**, como
pode ser visto na Figura 35 e na Tabela 6, AETC apresentou poderosa capacidade de reduzir
Fe*". O poder redutor do AETC e dos compostos padrdes aumentou de forma constante com o
aumento da concentragdo das amostras. O poder redutor do AETC e dos compostos padrio
foram como se segue: AETC >Acido Gélico >Acido Caféico > Quercertina > Trolox. Os
resultados demonstraram que AETC tem a capacidade de reduzir espécies doadoras de
elétrons, neutralizando radicais livres, assim produzindo produtos estaveis. Vale-se ressaltar

que este poder redutor foi maior do que compostos antioxidantes padrao utilizados.

Figura 35 — Ensaio do poder antioxidante por reducio de Ferro (FRAP) de AETC.

1|
m  Acido gélico
- ® Acido cafeico
0.5 P A Trolox
S ¥ Quercetina
CL + AETC
L
0,8 Y %
g S A
= ‘& -
0'4 rr :r -
E; o Y A
-4 r. 4 ) -
02 W &
¥ ' ‘,
&
0,0
0 H 10 15 20 25 30
C, ug mL"’

Os valores foram expressos como pg/mL de concentracdo. Incubagdo a 25° C. Fonte: AUTORA, 2017.

Tabela 6 — Ensaio do poder antioxidante por reducio de Ferro (FRAP) de AETC.

Reducéo de Ferro (III)

Compostos .
Faixa N° o A700 nmo
. Curva analitica
Linear, de A —aC3t -+ p r (10 pg
mg L-l pOIltOS 700nm Fe (red) mL-l)
Trolox 1-50,0 9 A790nm = 0,014 (£0,003) CF63+(red)+ 0,076 (£0,007) 0,9986 0,216
Quercertina 1-7,5 5 Az00nm = 0,042 (£0,001) Cre v+ 0,064 (£0,006) 0,9980 0,484
(red)
Ac. Cafeico 1-10,0 6 Az00nm = 0,066 (£0,004) CFC”(,Cd)-F 0,098 (£0,02)  0,9927 0,758
Ac. Galico 1-10,0 6 Azo0nm = 0,075 (£0,004) Cpe3+(red)+ 0,083 (£0,02)  0,9956 0,833
AETC 1-75 5 Az00nm = 0,095 (£0,007) CFE3+(red)+ 0,094 (£0,03) 09916 1,044

Os valores foram expressos como pg/mL de concentracdo. Incubacdo a 25° C. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.2.3.6 Efeito de AETC sobre a capacidade de complexacéo de ferro (II)

AETC apresenta efeito quelante forte em fons ferrosos (Fe*"), semelhante ao EDTA.

No entanto, com valor de ICs bastante superior ao AETC, dados apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 — Ensaio do poder antioxidante por complexacio de Fe (II).

Capacidade de complexacio de Fe (II)

Compostos . K .
Faixa Linear, N°de Curva analitica 1Cs5,
r
ng mL™! pontos %I = aCy” Cr ep) +b pg mL™!
EDTA 1,0-5,0 4 %1 =17,12 (£0,74) CFez(cp) +5,98 (£2,12)  0,9981 2,6
AETC 2,5-17,5 4 %I = 0,052 (£0,005) CFeZ(Cp)+ 0,41 (£0,29) 0,9948 953,6

Os valores foram expressos como pg/mL de concentracdo. Incubagdo a 25° C. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.3 Outros parametros alterados por ISO apés tratamento cronico com AETC

6.3.1 Efeito de AETC sobre o peso corporal de ratos infartados

A indugdo do infarto com ISO e o tratamento cronico com AETC ndo alteraram de

forma significante o peso corporal de ratos infartados, Figura 36.

Figura 36 — Efeito de AETC sobre o peso corporal de ratos infartados.
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Resultados expressos em média + EPM, (n=5). Andlise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagido multipla Newman-Keuls. Fonte: AUTORA, 2017.

6.3.2 Efeito de AETC sobre a glicemia de ratos infartados

O tratamento cronico com AETC promoveu redugdo da glicemia p<0,01 de 23,34% e
22,73% nos grupos AETC (10 e 20 mg/Kg, v.0.) e p<0,05 de 16,26% e 19,09% nos grupos
AETC (100 e 200 mg/Kg, v.0.) quando comparados ao grupo salina, Figura 37.

Figura 37 — Efeito de AETC sobre a glicemia de ratos infartados.
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Resultados expressos em média = EPM, (n=5). Andlise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparac¢do multipla Newman-Keuls. *p<0,05 * p<0,01 vs. SALINA. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.3.3 Efeito de AETC sobre lipideos séricos de ratos infartados

O tratamento cronico com AETC promoveu reducido dos niveis séricos de colesterol
(p<0,001) nos grupos AETC (10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.) quando comparados tanto ao
grupo SALINA, como ao grupo ISO, Figura 28a.

O tratamento cronico com AETC promoveu redug¢do dos niveis séricos de
triglicerideos (p<0,01 e p<0,05) nos grupos AETC (10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg, v.0.)
quando comparados tanto ao grupo SALINA e ao grupo ISO, respectivamente, Figura 38b.

Figura 38 — Efeito de AETC sobre os niveis séricos lipidicos de ratos infartados.
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Resultados expressos em média + EPM, (n=5). Andlise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparacio multipla Newman-Keuls. * p<0,001 *p<0,01 vs. SALINA;  p<0,001 *p<0,01 vs. ISO.
Fonte: AUTORA, 2017.
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6.3.4 Efeito de AETC sobre parametros hepaticos de ratos infartados

Macroscopicamente os figados do grupo ISO apresentaram extensa e isotrdpica,
esteatose hepatica, identificada através da coloragdo esbranqui¢ada do tecido, quando
comparado ao grupo SALINA, tal alteracdo ndo foi observada nos grupos tratados com as
doses de AETC, Figura 39.

O grupo ISO apresentou aumento (p<0,001) de 68,53% na razdo peso figado/peso
corporal quando comparado ao grupo SALINA. Os grupos tratados com AETC (10, 20, 50,
100 e 200 mg/Kg) apresentaram diminuic¢ao (p<0,001) de 23,87%, 19,81%, 24,82%, 28,12%
e 30,25% quando comparados ao grupo ISO, Figura 40a.

Nao houve diferenga estatistica nos niveis de albumina e de TGP entre os grupos,
Figura 40b e 40d, respectivamente. Os grupos tratados com AETC (10, 20 e 50 mg/Kg)
apresentaram diminuicdo (p<0,05) de 40,88%, 40,58% e 40,58% quando comparados ao
grupo ISO, Figura 40c.

O grupo ISO apresentou aumento (p<0,001) de 34,76% na fosfatase alcalina quando
comparado ao grupo SALINA. Os grupos tratados com AETC (10, 20, 50, 100 e 200 mg/Kg)
apresentaram diminui¢do (p<0,001) de 53,21%, 48,78%, 38,48%, 30,08% e 32,56% quando
comparados ao grupo ISO, Figura 40e.

Figura 39 — Morfometria do figado de ratos infartados apos tratamento cronico com AETC.

SALINA ISO ) AETC (10)

AETC (20)

AETC (50) AETC (100) AETC(200)

Areas brancas indicam esteatose hepatica. Fonte: AUTORA, 2017.
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Figura 40 — Efeito de AETC sobre parimetros hepaticos de ratos infartados.

a)
o 0.050-
= El SALINA
<
s a" 3 1so
=
J b" . O3 AEIC 10
§ " EE AEIC20
3 0:0257 &3 AEIC 50
Eﬂ B3 AETC 100
2 @ AETC 200
-9
S
=
N
£ 0.000- T
b) ©)
3.0q 50+
= a
E 5
£ 154 5 254
£ g
e <
= <]
0_.
d) e)
100 250
=)
2
5 g
S £
= 504 2 1254
By <
T
= g
g
£
0- 0-

Resultados expressos em média £ EPM, (n=5). Andlise varidncia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagdo multipla Newman-Keuls. * p<0,001 *p<0,05 vs. SALINA. " 'p<0,001 °p<0,05 vs. ISO. a) Razdo
Peso Figado/Peso Corporal; b) Albumina; ¢) Gama-Glutamiltransferase; d) Fosfatase Alcalina; e) Transaminase
Glutamico Piravica. AUTORA, 2017.
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6.3.5 Efeito de AETC sobre parametros renais de ratos infartados

A inducdo do infarto com ISO e do tratamento cardioprotetor com AETC ndo
alteraram de forma significante os parametros renais razdo do peso do rim esquerdo/peso

corporal (Figura 41a), uréia (Figura 41b) e creatinina séricos (Figura 41c).

Figura 41 — Efeito de AETC sobre parametros renais de ratos infartados.
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Resultados expressos em média + EPM, (n=5). Andlise variancia One-way ANOVA seguido do teste de
comparagio multipla Newman-Keuls. Fonte: AUTORA, 2017.
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6.4 Docking molecular

Apos a execugdo de todos os experimentos de docking, os resultados para as energias
de afinidade ligantes/alvos foram agrupados na Tabela 8. E possivel observar que os ligantes
apresentam alta afinidade por alguns dos alvos analisados, pode-se destacar 4DAJ (receptor
muscarinico do tipo M3), IQQW (enzima catalase), 3NOS (enzima 6xido nitrico sintase),
4DEY (canal de calcio tipo L, sensivel a voltagem) e 3NAF (canal de potassio sensivel a

calcio, BkCa).

Tabela 8 — Relacéio entre os isomeros da Cinchonaina Ia, Ib, I1a, IIb e os alvos moleculares.

COMPOSTOS
PDB ID Cinchonaina Ia Cinchonaina Ib Cinchonaina Ila Cinchonaina ITb
4MQS -7.6 -6.9 -7.8 -6.9
4DAJ -8.6 -9.2 -8.3 -11.2
1J95 -7.0 -6.9 -7.2 -6.9
3NAF -8.0 -7.8 -9.4 7.5
4GPO -8.4 -7.7 -8.7 -1.2
2BE6 -6.7 -6.4 -6.4 -6.1
3NOS -8.0 -7.9 -8.5 -10.0
4BKE -7.3 -6.8 -8.1 -6.9
2LQC -6.3 -5.7 -6.2 -6.0
2LQP -6.4 -6.5 -6.7 -5.5
4DEY -9.1 -8.0 -7.8 -8.1
2RH1 -8.4 -7.0 -8.4 -8.4
1QQW -9.6 -7.9 -9.6 9.3
2SOD -7.4 -8.3 -8.1 -7.4
1GP1 -6.9 -7.2 -8.1 -1.5
1XO0S -8.7 -7.1 -7.1 -7.5

Valores estimados em kcal/mol. 4MQS (Receptor M2); 4DAJ (Receptor M3); 1J95 (Canal de Potassio KCSA);
3NAF (Canal de BkCa); 4GPO (Receptor B1); 3NOS (Enzima Oxido Nitrco Sintase); 4BKE (Albumina); 2LQC
(Canal de Ca™ tipo L, N-terminal); 2LQP (Canal de Ca™ tipo L, C-terminal); 4DEY (Canal de Ca™ tipo L,
sensivel a voltagem); 2RH1 (Receptor B Adrenérgico tipo 2); 1QQW (Enzima Catalase); 2SOD (Enzima
Superoxido Dismutase); 1GP1 (Enzima Glutationa Peroxidase); 1XOS (Enzima fosfodiasterase 4).

Fonte: AUTORA, 2017.
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Os alvos de interesse para os efeitos hipotensor, bradicardico e vasodilatador
selecionados 4DAJ, 4DEY e 3NAF foram comparados com seus respectivos padrdes, dados
apresentados na Tabela 9. Os resultados revelam que os isomeros da Cinchonaina apresentam
afinidades maiores do que as observadas nos ligantes padrdes complexados com seus
respectivos alvos moleculares. Basicamente, a funcdo desses padrdes ¢ funcionar como

controle positivo para os experimentos virtuais.

Tabela 9 — Relacio entre os isomeros da Cinchonaina Ia, Ib, Ila, IIb, os alvos moleculares de
maior afinidade e seus principais agonistas e/ou antagonistas.

AFINIDADE COM RECEPTOR (kcal'mol ™)

PDB ID 4DAJ 4DEY 3NAF
Cinchonaina Ia -8.6 9.1 -8.0
Cinchonaina Ib -9.2 -8.0 -7.8
Cinchonaina I1a -8.3 -7.8 9.4
Cinchonaina I7Th -11.2 -8.1 -7.5

Agonista® -3.4 * 3.5
Antagonista” -5.2 -5.8 &

# Acetilcolina 4DAJ; Acido araquidénico 3NAF; . Atropina 4DAJ; Nifedipina 4DEY; Atenolol 4GPO,; " ndo
analizado. Coordenadas: 4DAJ = 126; 126; 126; -10.768; 5.981; -1.427. 4DEY = 126; 126; 126; 12.364; 47.289;
21.646. 3NAF = 126; 126; 126; -45.093; 35.981; 84.81. Fonte: AUTORA, 2017.

A avaliacdo da interacdo tridimensional do isdbmero especifico com maior afinidade
por seu receptor revelou a proximidade do sitio de ligagdo da cinchonaina la e da nifedipina
ao canal de cdlcio, sensivel a voltagem, do tipo L, Figura 42a. Além disso, nas Figuras 42b e
42c, pode-se observar que os tipos de ligagdes quimicas entre os ligantes, cinchonaina Ia e
nifedipna, sdo especialmente interagdes do tipo hidrofobicas e pontes de hidrogénio aos

residuos de aminoécidos do receptor.
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Figura 42 — Canal de calcio, sensivel a voltagem, tipo L e suas interacdes quimicas com
Cinchonaina Ia e Nifedipina.
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Imagens tridimensionais do Cav e os sitios de ligagdo da cinchonaina Ia e da nifedipina (a), interagdo quimica
entre cinchonaina Ia e seu sitio de ligacdo (b) e interagdo quimica entre nifedipina e seu sitio de ligagdo (c).
Esferas (interagdo hidrofobica). Pontilhado (ponte de hidrogénio). Fonte: AUTORA, 2017.
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De forma semelhante as Figuras 43 e 44 apresentam os tipos de ligagdes quimicas
entre os ligantes, cinchonaina Ila e cinchonaina IIb, e os receptores com maior afinidade,
canal BK¢, e muscarinico do tipo M3, respectivamente. Trata-se, especialmente, de interacdes
do tipo hidrofdbicas e pontes de hidrogénio entre as moléculas e os residuos de aminoacidos

dos receptores.

Figura 43 — Interaciio quimica entre Cinchonaina Ila e seu sitio de ligacdo ao canal BKc,.

Esferas (interagdo hidrofobica). Pontilhado (ponte de hidrogénio). Fonte: AUTORA, 2017.

Figura 44 — Interacio quimica entre Cinchonaina IIb e seu sitio de ligacio no receptor
muscarinico do tipo M.

Esferas (interagdo hidrofdobica). Pontilhado (ponte de hidrogénio). Fonte: AUTORA, 2017.



99

Com relagdo as enzimas antioxidantes, as Figuras 45 e 46 apresentam as interagdes
quimicas entre os ligantes, cinchonaina Ia e cinchonaina Ila, e a enzima catalase. Trata-se,

especialmente, de ligagdes do tipo pontes de hidrogénio.

Figura 45 — Interacio quimica entre Cinchonaina Ia e seu sitio de ligacdo na enzima catalase.
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Esferas (interagdo hidrofobica). Pontilhado (ponte de hidrogénio). Fonte: AUTORA, 2017.

Figura 46 — Intera¢io quimica entre Cinchonaina Ila e seu sitio de ligacio a enzima catalase.
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Esferas (interagdo hidrofobica). Pontilhado (ponte de hidrogénio). Fonte: AUTORA, 2017.
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Quanto a enzima oxido nitrico sintase (NOS), a Figura 47a apresenta imagens
tridimensionais da interagdo entre NOS e a Cinchonaina IIb, onde pode-se observar o
“bolsdo” formado pelo sitio de ligagdo na enzima. A Figura 47b apresenta as ligacdes

quimicas do tipo ponte de hidrogénio formadas.

Figura 47 — Interaciio quimica entre Cinchonaina IIb e seu sitio de ligacdo a enzima éxido
nitrico sintetase.
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Imagens tridimensionais da NOS e os sitios de ligagdo da cinchonaina IIb (a) ¢ interagdo quimica entre
cinchonaina IIb a e seu sitio de ligagdo (b). Esferas (interagdo hidrofobica). Pontilhado (ponte de hidrogénio).
Fonte: AUTORA, 2017.
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7 DISCUSSAO

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o efeito do pré
tratamento com a fragdo acetato de etila do extrato de Trichilia catigua (AETC) em ratos
infartados com isoproterenol e tentar elucidar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos,
utilizando para isto trés formas de abordagem: in vivo com medidas diretas de pressdo arterial
e frequéncia cardiaca em ratos normais e infartados, in vifro com anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos normais e infartados, in vifro em ensaios de antioxidacdo e in silico

com docking molecular. Um resumo dos resultados esta apresentado no Quadro 1.

Quadro 1 — Resumo dos efeitos farmacolégicos de AETC.

EFEITOS FARMACOLOGICOS DE AETC

In vivo Cardioprotecio para o infarto

v’ | hipertrofia cardiaca
v" | necrose cardiaca

Hipotensor e bradicardico

v Anestesiados e ndo anestesiados
v" Normais e infartados
v Participagdo da via muscarinica, do bloqueio ganglionar e de canais de Ca*
sensiveis a voltagem
In vitro Vasodilatador

v" Anéis mesentéricos de ratos normais e infartados
.. ~ . 2+ ’ . by
v Participagdo de canais de Ca” sensiveis a voltagem
Antioxidante

In silico

v" Receptores muscarinicos do tipo M
v' Canais de Ca®" sensiveis a voltagem do tipo L (Cav-L)
v' Canais de K" sensiveis a Ca*" (BKc,)

v" Enzima Catalase
v Enzima 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS)
Fonte: AUTORA, 2017.

O principal achado desse trabalho foi que a administra¢do cronica de AETC produziu
um efeito cardioprotetor para o infarto produzido por isoproterenol, provavelmente em
consequéncia da ativacdo de vias moleculares de cardioprotecdo que tornam o miocardio
resistente a eventos isquémicos e ao antagonismo aos efeitos patologicos promovidos por

isoproterenol.
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Ja estdo descritos na literatura moléculas de sinalizagdo ¢ mecanismos de
condicionamento cardiaco que atuam de modo a tornar o miocardio mais resistente a lesdo
isquémica. Gatilhos de condicionamento cardiaco de diferentes origens (fisica, quimica,
autacoides, neuro-hormodnios, peptideos hormonais, moléculas lipidicas, fatores de
crescimento, citocinas € quimiocinas) ativam mediadores intracelulares de condicionamento
(proteina quinase C, proteina quinase ativada por mitdgeno, proteina quinase G — oxido
nitrico, via da quinase estimulada por breves processos de isquemia e reperfusdo, proteina de
expressdo tardia) modulando vias de sinalizag@o celular que culminam na ativagao de efetores
de condicionamento cardiaco (mitocondria, permeabilidade do poro de transi¢cdo
mitocondrial, canais de potassio sensiveis a ATP, conexina 43, fator de transcricdo STAT3,
hexoquinase, aldeido desidrogenase, proteina de nitrosilagdo e reticulo sarcoplasmatico)
(PERRICONE; HEIDE, 2014; HEUSCH, 2016; FORINI; NICOLINI; IERVASI, 2015;
AIMO et al., 2015).

Sabendo da inexisténcia de estudos farmacologicos relatando o efeito da referida
fracdo sobre a cardioprotecdo, comegaram-se os estudos com ensaios farmacoldgicos in vivo,
a fim de caracterizar a resposta de AETC.

Grupos de ratos foram tratados cronicamente com a fracdo em 5 doses apresentaram
diminui¢do significante nas varidveis que avaliavam a hipertrofia cardiaca (razdo peso
coragdo/ peso corporal, razdo peso do ventriculo esquerdo/ peso corporal, espessura do
ventriculo esquerdo, 4rea de cardiomidcitos e volume médio de cardiomidcitos) de ratos
tratados com AETC. Estes resultados indicam que o tratamento cronico com AETC foi capaz
de impedir a hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.

A hipertrofia cardiaca ocorre em resposta adaptativa a sobrecarga de trabalho. Quando
o crescimento hipertroéfico do coragdo leva a disfungdo ventricular esquerda e insuficiéncia
cardiaca, a resposta ¢ considerada uma hipertrofia patologica. Alteragdes funcionais e
estruturais tém sido observadas em ratos com hipertensdo arterial e com IM causado por
indug¢do com ISO, assim como, em pacientes com hipertensdo arterial, estenose aodrtica ou
cardiomiopatia hipertréfica. Em acréscimo, estudos mostram que a hipertrofia reduz a
capacidade de gerar forca e aumenta a capacidade de variar a pressdo devido ao aumento da
relacdo massa/volume. Além disso, hd o comprometimento da complacéncia ventricular,
provavelmente, devido a rigidez da cdmara cardiaca em resposta a acentuada deposi¢do de
colageno. A hipertrofia miocérdica induzida por ISO nas doses de 85, 170 e 340 mg/kg, s.c.,

administrado duas vezes com intervalo de 24 horas, durante 2, 6 ¢ 16 semanas € dose
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dependente, apresentando, concomitantemente, aumento da pressdo de enchimento do
ventriculo esquerdo, bem como, a dilatagdo deste (ESCUDERO; PINILLA, 2007).

Ainda nesse protocolo, foram estudadas variaveis que avaliavam se o tratamento
cronico com AETC era capaz de proteger o miocardio de lesdo necrodtica. Os resultados
obtidos mostram uma diminui¢do significante nos niveis plasmaticos de marcadores
bioquimicos de necrose cardiaca (CKyp, CKnac, LDH e TGO) e na area de necrose apds
rea¢do colorimétrica com TTZ. Enquanto que as varidveis estereoldgicas (densidade de
volume de cardiomidcitos integros, na densidade de perfis de cardiomidcitos integros,
densidade de volume de cardiomidcitos integros e nimero de cardiomidcitos integros) houve
um significante aumento de cardiomidcitos integros.

Tais resultados revelam que o efeito cardioprotetor de AETC foi capaz de impedir a
extensdo da lesdo necrdtica causada por isoproterenol que provocou lise de midcitos liberando
conteudo enzimatico no sangue, extensas areas macroscopicas de necrose apos reagdo com
TTZ e predominancia de necrose coagulativa na avaliagdo histologica-estereoldgica em ratos
infartados.

Estes achados corroboram com dados da literatura de Peer e colaboradores (2008)
onde foi estudado o efeito cardioprotetor do extrato aquoso das folhas de Azadirachta indica
espécie que também € pertencente a familia Meliaceae. Moreira e colaboradores (2012) que
observaram o potencial cardioprotetor para isquemia e reperfusio de CATUAMA (produto
farmacéutico a base de plantas, incluindo 7. catigua) em musculo cardiaco isolado de ratos.

A fim de tentar elucidar os possiveis mecanismos de a¢do envolvidos na
cardioprote¢do de AETC e baseados no perfil fitoquimico da fra¢do, nesta predominam os
compostos fenolicos. Destacam-se os componentes majoritarios cinchonainas Ia, Ib, Ila e IIb
que representam 70% do contetido da fracdo. Entdo, usando uma abordagem in silico foi
empregado docking molecular das cinchonainas e alvos receptores de interesse que poderiam
estar relacionados ao efeito cardioprotetor de AETC.

Os resultados revelaram que os alvos de maior afinidade das cinchonainas sdo os
receptores muscarinicos, principalmente do tipo M3, canais de Ca*" do tipo L sensiveis a
voltagem (Cav-L), canais de K' sensiveis & Ca’" (BkCa), enzima catalase (CAT) e enzima
oxido nitrico sintase endotelial (NOS).

Seguindo uma abordagem in vivo, a administracdo aguda de AETC produziu
hipotensdo provavelmente em consequéncia de uma diminuicdo da resisténcia vascular

periférica, em funcdo da ativagdo de receptores muscarinicos endoteliais e de canais BkCa e
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bradicardia provavelmente devido a uma ativacao direta de receptores muscarinicos cardiacos
e do bloqueio de Cav-L.

Estes efeitos, hipotensor e bradicardico, de maneira ndo dependente de concentracdo
foram observados em animais normais acordados e anestesiados, no entanto sdo
significantemente superiores em animais acordados, provavelmente devido a participagdo
central nos efeitos de AETC.

Ja é bem descrito na literatura, que a anestesia produz vdrios efeitos sobre o sistema
cardiovascular, alterando os principais sistemas de regulacdo da pressdo arterial, induzindo
depressdo das sinapses do sistema nervoso central e promovendo alteragdes das respostas
autonomicas (RIBEIRO, 2005). No entanto, apesar de conhecer a influéncia da anestesia e do
estresse cirurgico nos parametros cardiovasculares, utilizaram-se animais anestesiados nos
demais protocolos experimentais in vivo por se tratarem de animais infartados.

Em ratos infartados, AETC administrado agudamente apds o infarto promoveu efeito
hipotensor. Este efeito foi superior ao de ratos normais, no entanto o efeito bradicardico foi
significantemente abolido. Estes resultados revelam que pds-infarto AETC ¢ capaz de
promover diminui¢do na resisténcia vascular periférica, no entanto, seus efeitos cardiacos
parecem estar relacionados a ativagdo de vias de condicionamento cardiaco (vias de
cardioprote¢do), conforme mencionado acima.

Em ratos infartados, pré tratados de forma cronica o tratamento com AETC promoveu
efeito hipotensor e bradicardico, de maneira dependente de dose. Estes resultados reforgam a
acdo de AETC em diminuir a resisténcia vascular periférica e confirmam que a bradicardia
esta relacionada a ativagdo de vias de condicionamento cardiaco no tratamento cronico com
AETC.

Sabe-se que a regulagdo autondmica primaria da fun¢do do nodo sinoatrial € por ac¢do
parassimpatica vagal via estimulagdo de receptores muscarinicos cardiacos, estes receptores
sdo predominantemente do subtipo M,. Um importante mecanismo ja identificado para
cardioprote¢do ¢ a ativag@o do reflexo vagal. Estudos tém demonstrado a possibilidade de pré-
condicionar o coragdo por infusdo de acetilcolina (ACh) ou estimulagdo vagal, bem como tal
efeito cardioprotetor foi suprimido por sec¢do da medula espinal, vagotomia bilateral ou a
administragdo sistémica de atropina, uma antagonista de receptores muscarinicos. Em animais
onde foram silenciados os neurdnios do nucleo motor dorsal do nervo vago foi abolido o
efeito cardioprotetor em um protocolo de breves periodos de isquemia e reperfusdo (YAO,

GROSS, 1993; RICHARD et al., 1995; QIAN et al., 1996; YAMAGUCHI e al., 1997;
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KATARE et al., 1997; GOURINE et al., 2010; MASTITSKAYA et al., 2012; BASALAY et
al., 2012; AIMO et al., 2015).

A ativagdo dos receptores M, induz bradicardia intensa seguida de hipotensdo
decorrente da queda do débito cardiaco. Assim decidiu-se confirmar que as respostas
hipotensoras e bradicardicas eram devidas a uma ativag@o destes receptores no coracio. Para
isto, utilizou-se atropina, um antagonista ndo-seletivo dos receptores muscarinicos.
Constatou-se que apos a administracdo de atropina, tanto a resposta hipotensora quanto a
bradicardica induzidas por AETC foram significantemente atenuadas. Estes resultados
sugerem que existe uma participacdo efetiva dos receptores muscarinicos nos efeitos
produzidos por AETC, seja por agdo direta nestes receptores, através de uma estimulagdo
muscarinica, que levaria a uma diminui¢do da FC, da contratilidade e do débito cardiaco, e
consequentemente uma diminui¢do da PA, ou por agdo indireta via ativagdo vagal, liberagao
de acetilcolina no nodo sinoatrial, consequente ativacdo muscarinica e de vias de
condicionamento miocardico.

Na ativagdo parassimpatica, a acetilcolina liberada em terminagdes vagais age em
receptor AchRa7, localizado em macrdéfagos no coracdo inibindo a liberacdo de TNF-a, IL-1
e outras citocinas pro-inflamatdrias, sendo assim, interven¢des que aumentam a atividade do
nervo vago ou que aumentam a atividade da acetilcolina podem exercer um efeito
imunossupressor havendo a participagdo da neuromodulagdo sobre o remodelamento
cardiovascular (ROCHA, 2013).

Com a finalidade de verificar se a agdo de AETC poderia ser indireta, via ativagio
neuronal colinérgica, utilizou-se o hexametonio, um bloqueador ganglionar (antagonista dos
receptores nicotinicos). Apds a administragdo do bloqueador, a resposta hipotensora foi
potencializada e a resposta bradicardica abolida e convertida em taquicardia. Isto sugere que o
efeito bradicardico induzido por AETC parece envolver uma ativacdo indireta de receptores
muscarinicos cardiacos, possivelmente via ativagdo do nervo vago. Uma possivel via indireta
pela qual AETC poderia estar promovendo seu efeito bradicardico seria através da ativagdo de
fibras nervosas amielinizadas que se projetam para o atrio a partir do ntcleo do trato solitario,
no tronco cerebral, as fibras C. A ativacdo destas fibras induz bradicardia através da
estimulagd@o colinérgica e liberacdo de substancia P nas termina¢des nervosas cardiacas, e este
efeito pode ser abolido pela atropina, mas ndo pelo hexametonio (RIBEIRO, 2005).

Com a finalidade de confirmar a participa¢cdo do bloqueio de canais de célcio, do tipo
L, sensiveis a voltagem nos efeitos de AETC, foi utilizada a nifedipina, um bloqueador nédo

especifico desses canais. Dessa forma, apds a administracdo da nifedipina o efeito hipotensor
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e o efeito bradicardico de AETC foram praticamente abolidos, confirmando que o bloqueio
desses canais faz parte do mecanismo de acdo de AETC. Estes resultados também podem
estar relacionados com o efeito cardioprotetor, uma vez que a hipermobilizagio de Ca®" para
o citoplasma oriundo do meio extracelular e do reticulo citoplasmatico ¢ um dos mais
importantes mecanismos de lesdo dos cardiomiodcitos apds o processo isquémico (GROOT;
RAUEN, 2007).

A mortalidade dos animais foi observada na administra¢do in bolus de AETC, com
parada cardiorespiratdria ap6s a ultima dose na curva dose resposta, por isso foi determinada
a dose que promoveu 50% do efeito maximo e esta foi utilizada nos protocolos em animais
infartados. Vale-se ressaltar que AETC ndo apresentou mortalidade quando administrado por
via oral, mesmo nas maiores doses administradas cronicamente. Tais achados podem estar
relacionados aos resultados de Pontieri e colaboradores (2007) onde Catuama foi capaz de
prolongar a condugdo intraventricular durante o ritmo sinusal, assim reduzindo a velocidade
de condugdo do estimulo através do miocardio.

Para compreender melhor e confirmar a natureza do efeito hipotensor observado nos
experimentos in vivo, foi utilizado o modelo experimental in vitro de artéria mesentérica
superior isolada de rato. Escolheu-se este modelo, por considerar que um vaso de pequeno
calibre apresenta maior resisténcia e esta mais amplamente implicado na regulacdo do débito
e da pressdo capilar, refletindo melhor as evolugdes da resisténcia periférica global.

No modelo com anéis de artéria mesentérica superior AETC induziu vasorrelaxamento
dependente de concentragdo que foi atenuado com a retirada do endotélio, sugerindo que a
manutenc¢do do endotélio intacto € importante para o efeito vasorrelaxante.

Segundo os resultados do docking molecular provavelmente estdo envolvidas no efeito
vascular de AETC o agonismo de receptores muscarinicos do tipo M3, ativagdo de canais
BKc,, ativacdo eNOS e bloqueio Cav-L.

Os receptores muscarinicos do tipo M3 vasculares estdo associados a uma proteina Gq
que ativa uma cascata de sinalizacdo intracelular via fosfolipase C (PLC), esta age sobre o
fosfatidil inositol bifosfato (PIP;), hidrolizando-o em diacilglicerol (DAG) e inositol 1,4,5-
trifosfato (IP;). O IP; se liga ao receptor de IP; no reticulo sarcoplasmatico e favorece a
liberagio de Ca®" para o meio intracelular, isto permite a formagdo do complexo
calcio/calmodulina, necessario para a sintese de NO pela eNOS. O NO se difunde através da
membrana plasmatica para as células do musculo liso vascular, nestas, ativa a guanilato
ciclase soluvel (GCs), que converte guanosina trifosfato (GTP) em guanosina monofosfato

ciclico (GMPc). Os niveis elevados de GMPc favorecem a ativagdo de proteina quinase G
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(PKG) que reduz a afinidade dos filamentos contrateis sensiveis ao Ca’", aumenta a extrusdo
de Ca’™ do musculo liso vascular e aumenta a recaptacdo de Ca’” para o reticulo
sarcoplasmatico, reduzindo a concentragio de Ca®" intracelular (MATOBA; SHIMOKAWA,
2003).

Esses achados corroboram com os resultados de Calixto e Cabrini (1997) que afirmam
os efeitos vasorrelaxantes de Catuama em vasos de diferentes espécies animais, estes autores
atribuem o efeito a liberagdo de NO. Além disso, Antunes ¢ colaboradores (2001) observaram
que Catuama causa relaxamento de curta duragdo em corpos cavernosos de coelhos por
ativagdo de canais de K' sensiveis a ATP, mas sem envolver liberagdo de 6xido nitrico.

No entanto, os efeitos de AETC através de M3, BKc, € eNOS, estdo todos relacionados
a presenga de endotélio funcional. Uma vez identificado o efeito vasorrelaxante também em
anéis sem endotélio funcional e tendo conhecimento que o aumento da concentragcdo de
potassio extracelular induz contracdo do musculo liso através de uma despolarizacdo da
membrana com ativacdo de canais de calcio, do tipo L, dependentes de voltagem (Cav-L) e
liberagdo de calcio do reticulo sarcoplasmatico, enquanto que a vasoconstric¢do induzida por
FEN ¢ resultante de um acoplamento farmacomecanico. Os efeitos vasorrelaxantes de AETC
foram avaliados tanto em contragdes induzidas por FEN, quanto em contrag¢des induzidas por
KCl 80, uma agente contracturante que induz contracdo através de despolarizagdo da
membrana e abertura dos Cav-L, um acoplamento eletromecanico (RIBEIRO, 2005).

Sendo assim, AETC produz vasorrelaxamento tanto em contra¢des induzidas por
FEN, quanto em contragdes induzidas por KCIl 80, confirmando sua atua¢do também através
do bloqueio de Cav-L por AETC e a importancia do endotélio em seus efeitos vasculares.

Seguindo esta abordagem in vitro foi avaliado o efeito vasorrelaxante de AETC em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos infartados. Os resultados confirmam a
importancia do endotélio nos efeitos vasculares de AETC. Observa-se também que o efeito
vasorrelaxante na presenga de endotélio funcional ¢ menor em ratos infartados, mas ¢
semelhante em anéis sem endotélio funcional. Estes resultados corroboram com dados da
literatura sobre a disfun¢do endotelial induzida por isoproterenol (DAVEL, BRUM,;
ROSSONI, 2014). E revelam a importancia de um estudo com anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos infartados apds um tratamento cronico com AETC.

No TAM a interrup¢do do fluxo sanguineo para o miocardio gera a necessidade de
estratégias para restaurar o fluxo sanguineo, que por sua vez, origina o recrutamento de
células inflamatdrias e a ativagdo de respostas de lesdo celular que podem produzir danos

adicionais e complicagdes cardiacas, um processo conhecido como reperfusdo da lesdo. Esta
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lesdo pode ser manifestar como disfungdo e/ou morte do tecido do miocardio e vascular.
Além disso, danos ao miocardio também podem produzir disfuncdo do sistema elétrico
cardiaco levando a arritmias. A fisiopatologia da lesdo de reperfusdo tem sido associada a
alteracdes no balanco energético, arquitetura celular e a atividade dos leucdcitos, plaquetas e
do sistema complemento. Uma das principais caracteristicas da lesdo de reperfusdo ¢ uma
explosdo na formacdo de radicais livres, que pode continuar por horas apds o evento
isquémico, e tem sido atribuida a multiplas fontes, incluindo xantina oxidase, neutréfilos
ativados, perdas de elétrons das mitocondrias, a oxidag@o de catecolaminas, ciclooxigenase, €
lipoxigenase. Este aumento de EROs danifica miocitos, prejudica a funcdo contratil e
contribui para o extravazamento vascular (GOYAL et al., 2015).

O estresse oxidativo e as diferentes espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo
caracteristicas importantes, pois apresentam um papel na fisiologia, bem como fisiopatologia
das doengas cardiovasculares. A "teoria dos radicais livres" em que radicais de oxigénio
endogenos resulta em dano celular cumulativo de DNA, proteinas, lipidos, e outros
componentes da célula. No entanto, a relacdo entre doengas cardiovasculares e o estresse
oxidativo causado por radicais livres ainda € dificil de elucidar (SUGAMURA; KEANEY,
2011).

Viérios processos enzimaticos € ndo enzimaticos podem gerar EROs, sendo as fontes
mais importantes de EROs nas doengas cardiovasculares a cadeia respiratoria mitocondrial, a
dinucleotideo nicotinamida adenina fosfato oxidase (NADPH), xantina oxidase (XO),
lipoxigenase (LO), 6xido nitrico sintase (NOS), e a mieloperoxidase (MPO). Na tentativa de
quantificar o estresse oxidativo e obter uma prespectiva de dano alguns biomarcadores do
estresse oxidativo t€ém sido desenvolvidos como: lipoproteina de baixa densidade oxidada
(LDL-0x), indicador de peroxidagdo lipidica, F,-isoprotandides plasmaticos, indicador de
peroxidacdo lipidica; mieloperoxidade de células inflamatorias, indicador do potencial
oxidante de MOP; indicador de metabdlitos oxidantes de bilirrubina; glutationa peroxidase 1,
indicador da capacidade detoxificate de EROs; 8-hidroxil-2’-deoxiguanosina, indicador do
dano oxidativo ao DNA; 4cido ascébico (vitamina C), indicador dos niveis plasmaticos de
antioxidante soluvel em dgua; e o estado antioxidante total, indicador da capacidade
antioxidante sistémica (SUGAMURA; KEANEY, 2011).

Em paralelo ao desenvolvimento dos biomarcadores para o estresse oxidativo, sdo
amplamente utilizados e pesquisados os testes antioxidantes in vitro, uma vez que sao menos
onerosos, tém boa reprodutibilidade e possuem determinada capacidade de mimetizar

situagdes oxidativas em meio fisioldgico.
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Diante disso, nesse trabalho a atividade antioxidante in vitro foi avaliada a partir de
diferentes protocololos in vitro, revelando o importante potencial antioxidante de AETC, uma
vez que este apresentou potente efeito sequestrador de radicais DPPH, ABTS e NO, além do
efeito quelante de Fe*" e de inibir a reducdo de Fe’™ a Fe?". Em acréscimo, os resultados do
docking molecular mostram que os principais componentes de AETC apresentam alta
afinidade pela CAT e eNOS, ainda afinidade intermediaria pela superdxido dismutase (SOD)
e Gpx.

Os efeitos antioxidantes de AETC corroboram com dados da literatura sobre a
quantificacdo de compostos fendlicos (KAMDEM et al., 2013; KAMDEM et al., 2012;
CHASSOT et al., 2011; LONNI et al., 2012), o sequestro de radicais DPPH (KAMDEM et
al., 2012; CHASSOT et al., 2011; LONNI et al., 2012) e reducao de Fe’" a Fe?' (KAMDEM
et al., 2012) com resultados semelhantes para AETC e resultados superiores comparados ao
extrato bruto das cascas de 7. catigua. Em acréscimo, compostos isolados das cascas de T.
catigua catiguanin a, catiguanin b (TANG et al., 2007), flavan-3-ol, epicatequina,
procianidina B2, procianidina B4, procianidina C1, cinchonaina Ia, cinchonaina Ib,
cinchonaina IIb e cinchonaina Ila (RESENDE et al., 2011) também apresentaram importante
atividade antioxidante frente ao radical DPPH e na reducio de Fe' a Fe*".

Alguns autores tém atribuido os efeitos biologicos de 7. catigua a sua atividade
antioxidante sobre o estresse oxidativo. Kamdem e colaboradores (2013 e 2012) atribuiram ao
efeito antioxidante a agdo protetora hipocampal apos lesdo de isquemia e reperfusdo devido a
melhora na peroxidagdo lipidica, ao sequestro de radical NO, ao aumento da viabilidade
celular e a0 aumento da viabilidade mitocondrial. J& Bonassoli e colaboradores (2012)
atribuiram ao efeito antioxidante a a¢do antidepressivo e a ativagcdo da proliferacdo celular
hipocampal, enquanto Chassot e colaboradores (2011) associam o este efeito a melhora
cognitiva.

Existe a evidéncia de que a produ¢do de EROs, apds oclusdo coronariana contribui
importantemente para patologia cardiaca, dessa forma, tornou-se uma estratégia para diminuir
a lesdo de reperfusdo por diminuicdo de EROs através de compostos antioxidantes naturais, a
exemplo de compostos fendlicos, que tém a capacidade de sequestrar EROs neutralizando os
elétrons desemparelhados reativos, formando assim, moléculas neutras. Em acréscimo, ¢ uma
importante estratégia a diminui¢@o da liberagdo de ferro livre, este elemento ¢ langado pelos
tecidos durante a isquemia e reperfusdo, uma vez livre, o ferro permite a oxidacao de lipidios,
em particular na presenca de EROs. Além disso, reacdes de oxidagdo sdo catalisadas por

metais ¢ tém sido associados a disfun¢@o cardiaca durante a isquemia e reperfusdo. Assim,
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agentes quelantes de ferro e que impedem a reducdo de Fe’™ a Fe’', limitam a lesdo de
reperfusdo no ambiente clinico, apoiando a nocdo de que as EROs sdo importantes para a
lesdo de reperfusdo cardiaca (SUGAMURA; KEANEY, 2011).

Terapias antioxidantes em modelos animais sugerem também um beneficio da reducéo
da geragdo EROs que: limita danos aos midcitos; melhora a fun¢do cardiaca apos a
reperfusdo, atenua a remodelagdo e a cardiomiopatia. Diante da importancia do estresse
oxidativo e de EROs na fisiologia e fisiopatologia das doengas cardiovasculares ¢ primordial
um melhor conhecimento dos mecanismos envolvidos na formagao destas espécies, dos seus
mecanismos de lesdo, e especialmente, uma melhor elucidagdo dos mecanismos antioxidantes
de AETC (SUGAMURA; KEANEY, 2011).

Seguiu-se com a avaliacdo de variaveis relacionada aos efeitos de isoproterenol em
outros tecidos e se AETC seria capaz de atuar atenuando estes danos.

O tratamento cronico com AETC potencializou o efeito hipoglicemiante causado pelo
tratamento com ISO. Este efeito pode ser atribuido a agdo da cinchonaina Ib que estimula a
secre¢do de insulina em ilhotas pancreaticas (FADI et al., 2009).

Com relagdo ao perfil lipidico, o tratamento cronico com AETC apresentou efeito
hipocolesterolémico e hipotriacilglicerolémico, tais resultados reforcam os efeitos benéficos
do controle das alteragdes lipidicas para a prevencdo do infarto. Rosuvastatina e pravastatina
tém atividade cardioprotetora contra a necrose do miocardio induzida por ISO (VARIYA et
al., 2015). Além disso, estudos recentes mostram que a sinvastatina previne a hipertrofia
cardiaca por modulacdo da via Jak/stat (AL-RASHEED et al., 2015; GRESHA; AZIZ;
GREISH, 2014).

Quanto a fun¢do hepatica, animais do grupo ISO apresentaram aumento significante
da relagdo peso figado/peso corporal e foi observada macroscopicamente esteatose hepatica.
Esses resultados podem ser atribuidos a biotransformacdo hepdtica e a lipolise causada por
ISO, que viabiliza o acimulo de 4cidos graxos no figado. ISO também causou aumento de y-
GT e FA plasmaticos. O tratamento cronico com AETC promoveu uma significante
diminui¢do do peso do figado, esteatose, y-GT e FA. Estes resultados sugerem um efeito
protetor hepatico de AETC, provavelmente por indugdo de enzimas antioxidantes e da
neutralizac¢do direta de EROs.

v-GT catalisa a transferéncia de um grupo gama-glutamil de um peptideo para outro
peptideo ou para um aminodcido, participa do transporte de aminodcidos e peptideos através
das membranas celulares, na sintese protéica e na regulacdo dos niveis de glutationa tecidual.

E encontrada em varios tecidos, especialmente no figado e vias biliares (MOTTA, 2009).
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Estudos mostram que y -GT desempenha um papel chave na sintese e metabolismo da
glutationa extracelular, um antioxidante importante em diversos mecanismos de defesa do
corpo. E afetada por fatores ambientais e genéticos, além de ter sua sintese induzida quando
ha deplecdo da glutationa. Por isso, ¢ um importante marcador de estresse oxidativo. Existem
fortes evidéncias de que y-GT, mesmo quando os valores dos niveis séricos, estdo dentro do
intervalo de referéncia, estd associada ao aumento de mortalidade por causa cardiovascular
em ambos 0s sexos, na presen¢a ou auséncia de doencga arterial coronariana, na meia idade e
em idosos. Dessa forma, y-GT, mesmo dentro do intervalo de referéncia ¢ associado com o
desenvolvimento de diabetes tipo 2, ao aumento de fatores de risco para a sindrome
metabolica e a mortalidade cardiovascular. Sendo assim, y-GT tem valor preditivo de IM e
pode ser um indicador de resultados adversos em sindromes coronarianas agudas e outras
perturbacdes cardiacas cronicas. Por sua vez, o y-glutamil estd presente nas lesdes
ateroscleroticas de artérias corondrias e cardtidas, possui um papel pro-oxidante, conduzindo
a producdo de espécies de oxigénio reativas e a aterosclerose (BULUSU; SHARMA, 2015).

A auséncia de alteracdo nos niveis de albumina, principal marcador de fungio
hepatica, indica que nem a inducdo do IM com ISO, nem o tratamento com AETC
comprometeram de forma importante a fungdo hepatica. A albumina representa cerca de 60%
das proteinas presentes no plasma humano. E sintetizada nas células do parénquima hepético,
cerca de 15 g/dia (em humanos), em velocidade dependente da pressdo osmotica coloidal e
pela ingestdo protéica. A velocidade de sintese aumenta em até 300% quando ocorre uma
perda, como na sindrome nefrética. Tem tempo de meia-vida de 15 a 19 dias. Por outro lado,
a sintese ¢ reduzida por citocinas inflamatorias. Possui fung¢do na regulacdo osmotica, no
transporte € no armazenamento de compostos pouco soliveis em agua. Apds transcri¢do,
tradugdo e sintese, a albumina entra no espago intravascular via sistema linfatico, hepatico ou
diretamente por capilares sinusdides, apds atravessar o espaco de Disse (MOTTA, 2009).

Por sua vez, a FA pertence a um grupo de enzimas relativamente inespecificas, que
catalisam a hidrolise de varios fosfomonoésteres em pH alcalino. Estd amplamente
distribuida nos tecidos, no entanto a forma predominante no sangue origina-se especialmente
do figado, nesse 6rgdo se localiza na membrana celular que une a borda sinusoidal das células
parenquimais aos canaliculos biliares (MOTTA, 2009).

Na avaliagdo de pardmetros renais, os resultados desse trabalho revelam que AETC,
mesmo em tratamento cronico, ndo causa agravos a funcdo renal. E sabido que os
animoacidos provenientes do catabolismo protéico sdo desaminados com a producdo de

amonia que potencialmente toxica e convertida em uréia no figado e excretada pela filtragao
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glomerular, dessa forma o nivel de uréia serve como preditivo na insuficiéncia renal
sintomatica e no estabelecimento de diagnostico na distingdo entre varias causas de
insuficiéncia renal. Além disso, a creatinina ¢ produzida na desidratagdo ndo enzimatica da
creatina muscular, se difunde do musculo para o plasma, de onde ¢ removida quase que
inteiramente ¢ em velocidade relativamente constante por filtragdo glomerular, além disso,
sua produg¢do ndo ¢ influenciada pelo metabolismo protéico ou outros fatores externos, sendo
assim, a concentragdo de creatinina sérica ¢ uma excelente medida para avaliar a fungo renal
(MOTTA, 2009).

Diante do exposto, uso de plantas medicinais baseadas no conhecimento popular nas
diferentes culturas, a fim de aliviar sintomas e prevenir algumas doencas ou distirbios
fisiologicos tem sido um ponto de inicio para o desenvolvimento de pesquisas
etnofarmacoldgicas. Por meio de estudos semelhantes ao apresentado, pode-se contribuir para
o emprego correto de plantas medicinais pela populagdo para fins terapéuticos, através da
comprovacdo da eficicia e seguranca terap€uticas das plantas. Além disso, tais resultados
contribuem para a descoberta e desenvolvimento de novos prototipos de farmacos. Dessa
forma, as cinchonainas Ia, Ib, Ila e IIb se mostram promissoras ferramentas para o estudo e

desenvolvimento de novos farmacos.
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8 CONCLUSOES

No estudo do efeito cardioprotetor da fra¢do acetato de etila do extrato de Trichilia

catigua em ratos chegou-se as seguintes conclusdes:

v O tratamento cronico com AETC produz efeito cardioprotetor para o infarto induzido
por isoproterenol por minimizar os danos de hipertrofia e necrose no miocardio,
provavelmente através da ativag@o da via vagal de condicionamento cardiaco;

v' Apresenta efeito hipotensor e bradicardico em estudos farmacoldgicos in vivo em ratos
Wistar normais e infartados;

v' Apresenta efeito vasorrelaxante em estudos farmacoldgicos in vitro de artéria
mesentérica superior isolada de ratos Wistar normais e infartados;

v’ Apresenta efeito antioxidante in vitro e provavelmente efeito indutor das enzimas
antioxidantes catalase e 6xido nitrico sintase endotelial;

v' Apresenta efeito hipocolesterolémico e hipotriacilglicerolémico;

v' Apresenta efeito protetor hepatico.

Figura 48 — Vias de acio envolvidas no efeito cardioprotetor do infarto de AETC.
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