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RESUMO

NARINGINA EXERCE EFEITO CARDIOPROTETOR NA INJURIA DE ISQUEMIA-
REPERFUSAO EM CORACAO DE RATO ATRAVES DA REDUCAO DO ESTRESSE
OXIDATIVO. ARAUJO, AM., Dissertacdo de mestrado em Ciéncias Fisioldgicas,
Universidade Federal de Sergipe, Sao Cristovdo, 2019.

A injuria de isquemia-reperfusdo (IR) leva a uma diminuicdo do suprimento de oxigénio
causando danos irreversiveis ao coracao. A reperfusdo da artéria é necessaria para restabelecer
o fluxo sanguineo, entretanto, pode amplificar a injdria miocérdica. Estudos tém mostrado que
compostos naturais com atividades antioxidantes pode minimizar a leséo da IR. A naringina
(NGR), um flavonoide com atividades antioxidantes e anti-inflamatorias possui capacidade de
reduzir a aterosclerose. O objetivo do estudo foi avaliar os efeitos cardioprotetores do pré-
tratamento com a NGR em corac@es submetidos a injuria de IR. Foram utilizados ratos Wistar
machos (n=60), divididos em 4 grupos, e pré-tratados por via oral durante 7 dias: 1. Controle
(solucéo salina 0,9% + DMSO 25%) sem injuria de IR, 2. Veiculo + IR (solu¢éo salina 0,9% +
DMSO 25%) submetidos a IR, 3. NGR + IR (solucéo salina 0,9% + DMSO 25% + NGR 25
mg/kg) e 4. NAC + IR (solucéo salina 0,9% + DMSO 25% + N-acetilcisteina-NAC) 100
mg/kg). Apos os tratamentos, os coragdes foram montados em sistema de Langendorff e
submetidos a isquemia global (30 min) seguido de 60 min de reperfusdo. Foram avaliados os
parametros eletrocardiograficos (PRi, QTc, QRS e frequéncia cardiaca) (n=7) e contrateis
(pressdo desenvolvida do ventriculo esquerdo (PDVE), derivadas da contracdo (+dP/dt) e do
relaxamento (-dP/dt) (n=10). Tambem foram avaliados pressédo coronariana (PC) (n=10), escore
de arritmias e lactato desidrogenase (LDH) no perfusato (n=5). A avaliagdo do estresse
oxidativo foi feita com base na determinacdo da producéo de espécies reativas de oxigénio,
peroxidacdo lipidica (TBARS), atividade da catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD),
grupamentos sulfidrilas totais (SH) e carbonilacdo de proteinas (n=5). O pré-tratamento com
NRG aumentou a PDVE, +dP/dt e -dP/dt induzida pela IR (p<0,05), resultado similar ao grupo
tratado com NAC. A frequéncia cardiaca apresentou-se aumentada nos animais tratados com
NGR quando comparado ao grupo veiculo+IR (p<0,05). N&o houve diferenca significativa em
relacdo a PC entre os grupos experimentais. Além disso, no eletrocardiograma, nao foi possivel
detectar inversdo daonda T e supradesnivelamento do segmento ST no grupo tratado com NGR.
N&o foi observada alteracdo nos intervalos PRi, QTc e duracdo do complexo QRS entre 0s
grupos experimentais. O pré-tratamento com NGR diminuiu o escore de arritmias de 21,4 +
2,48 u.a (veiculo+IR) para 5,5 + 0,72 u.a. (NRG+IR) associado a reducdo de arritmias mais
graves tais como fibrilacdo ventricular (p<0,05). Os resultados mostraram reducao de 78% do
LDH no perfusato dos animais pré-tratados com NGR, associada a reducdo da area de infarto
para 10% quando comparado ao grupo veiculo+IR (47%) (p<0,05). Os resultados mostraram
aumento na producdo de EROs no grupo veiculo+IR (1,61 + 0,30 u.a., p<0,05) quando
comparado ao grupo controle (1,0 + 0,14 u.a. p<0,05) e reducédo no grupo NRG+IR (1,11 + 0,10
u.a. p<0,05). O pré-tratamento dos animais com NRG foi capaz de restabelecer as atividades
da CAT e SOD em 61% e 50%, respectivamente. Os resultados mostraram diminuicdo da
peroxidacdo lipidica no grupo NRG+IR (1,48 + 0,47 nmol MDA/mg de proteina) em relacao
ao veiculo+IR (3,38 £ 0,47 nmol MDA/mg de proteina) (p<0,05). Ndo houve alteracdo na
determinacdo dos grupamentos sulfidrilas totais (SH) e carbonilacdo de proteinas nos grupos
experimentais avaliados. Concluimos que a NRG exerce efeito cardioprotetor na injdria da IR
por diminuir dano oxidativo e restaurar a atividade das enzimas antioxidantes.

Palavras-chave: naringina, isquemia-reperfuséo, coragéo, estresse oxidativo, rato.



SUMMARY

NARINGIN PROMOTES CARDIOPROTETIC EFFECT IN THE INJURY OF
ISCHEMIA-REPERFUSION IN RAT HEART THROUGH DECREASE OXIDATIVE
STRESS. ARAUJO, A.M., Master's Dissertation in Physiological Sciences, Federal
University of Sergipe, Sdo Cristévao, 2019.

Cardiac ischemia-reperfusion (IR) injury leads to a decrease in myocardial oxygen supply and
irreversible damage of heart. Reperfusion of artery is necessary to restore blood flow of heart,
however, it may amplify myocardial injury. Studies have shown that natural compounds with
antioxidant activity can minimize injury caused by IR injury. Then, naringin (NGR) is a
flavonoid with antioxidant and anti-inflammatory activities and that reduces the risk of
atherosclerosis. The aim of the study was to evaluate the cardioprotective effects of pre-
treatment with NGR in hearts submitted to IR lesion. For this, male Wistar rats (N=60) were
divided into 4 groups and pre-treated orally for 7 days: 1) Control (0.9% saline solution + 25%
DMSOQO) without IR injury; 2) Vehicle + IR (0.9% saline + 25% DMSO) submitted to IR, 3)
NGR + IR (0.9% saline + 25% DMSO + 25 mg/kg NGR) and 4) NAC + 9% + DMSO 25% +
N-acetyl cysteine (NAC) 100 mg/kg). After the treatments, the hearts were mounted in
Langendorff type retrograde perfusion system (constant flow 8 ml/min, 37°C) and subjected to
global ischemia (30 min) followed by 60 min reperfusion. In all experimental groups, the
electrocardiographic parameters (PRi, QTc, QRS and heart rate) (n=7) and contractile (left
ventricular pressure developed), derived of contraction (+ dP/dt) and relaxation (-dP/dt) (n=10).
Coronary pressure (CP), arrhythmia score, and lactate dehydrogenase (LDH) in the perfusate
(n=5) were also evaluated. The evaluation of the oxidative stress of hearts was made based on
the determination of the production of reactive oxygen species, lipid peroxidation (TBARS),
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD), total sulfhydryl groups (SH) and protein
carbolation. The results showed that pre-treatment of the animals with NGR was able to restore
the reduction of PDVE, + dP/dt and -dP/dt induced by IR. Similar result to NGR was also
observed in the group treated with NAC. The heart rate was increased in NGR-treated animals
when compared to vehicle+IR group. There was no significant difference in relation to CP
between the experimental groups studied. Furthermore, on the electrocardiogram, it was not
possible to detect T wave inversion and ST segment elevation in the hearts of animals treated
with NGR. No change was observed in the PRi, QTc intervals and duration of the QRS complex
between the experimental groups (n=7). Pretreatment of the animals with NGR attenuated the
severity of the arrhythmias, decreasing the arrhythmia score from 21.4 + 2.48 a.u. (vehicle +
IR) to 5.5 = 0.72 a.u. (NGR) associated to a decrease in the occurrence of more severe
arrhythmias such as ventricular fibrillation. The results showed a reduction of 78% of LDH in
the perfusate of animals pretreated with NGR, associated with a reduction of the infarct area to
10% when compared to vehicle+IR group (47%) (p< 0.05). The results show an increase in
ROS production in the vehicle + IR group (1.61 + 0.30 a.u, p <0.05) when compared to the
control group (1.0 + 0.14 a.u.) and reduction in the NRG+IR (1.11 + 0.10 a.u, p <0.05).
Treatment of animals with NRG was able to restore CAT and SOD activities by 61% and 50%,
respectively. The results showed a decrease in lipid peroxidation in the NRG + IR group (1.48
+ 0.47 nmol MDA/mg protein) in relation to vehicle + IR (3.38 £ 0.47 mmol MDA/mg protein)
(p <0.05). There was no change in the determination of total sulfhydryl groups (SH) and protein
carbolation in the experimental groups evaluated. We conclude that NRG exerts
cardioprotective effect against IR injury by reducing oxidative damage and restoring the activity
of antioxidant enzymes.

Key words: naringin, ischemia-reperfusion, heart, oxidative stress, rat.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCVs) permanecem como uma das principais causas de
Obitos no mundo, causando mortalidade de 30% no Brasil nos ultimos anos (BAPTISTA,
QUEIROZ; RIGOTTI, 2018). A falta de suprimento de oxigénio contribui para o
desenvolvimento da doenca isquémica levando ao acidente vascular cerebral (AVC) e/ou
infarto agudo do miocéardio (IAM).

De acordo com a Organizagcdo Mundial de Satde - OMS (2017), a doenga isquémica do
coracdo e 0 AVC sdo as principais causas de morte no mundo ha 15 anos, representando 15
milhdes de obitos em 2015. Dentre as DCVs, o IAM é a doenga com a principal causa de mortes
no pais, com registro de 183,3 casos para cada 100.000 dbitos anuais (DATASUS, 2014). Em
estudo realizado por Santos et al. (2018), foi evidenciado aumento das taxas de mortalidade por
IAM nas regides Norte e Nordeste no Brasil o que pode ser decorrente de disparidades
socioecondmicas entre as regifes e ao acesso aos servicos de salde existentes no pais. Em
Sergipe foram registrados 3.262 6bitos ocasionados pelas DCVs, e dentre essas doencgas, 750
obitos ocorreram por IAM (BRASIL, 2015).

A fim de reduzir a morbimortalidade no Brasil relacionada as doencas do aparelho
circulatério, foi implementada, em 2001, a Politica Nacional de Promog¢do a Salde e o
Programa de Prevencdo e Controle da Hipertensdo e do Diabetes (HIPERDIA) para
cadastramento e acompanhamento de portadores de hipertensao arterial e/ou diabetes mellitus
atendidos na rede ambulatorial do Sistema Unico de Satide —SUS (BRASIL, 2019). Além disso,
0 Ministério da Saude, através da portaria n°2 2.994/2011, aprovou a “Linha de Cuidado do
Infarto Agudo do Miocardio e o Protocolo de Sindromes Coronarianas Agudas, que cria e altera
procedimentos na Tabela de Procedimentos, Medicamentos, Orteses, Proteses e Materiais
Especiais do SUS” (BRASIL, 2011).

A principal causa do IAM se da pela morte celular em virtude de isquemia causada por
obstrucdo do fluxo coronariano, que pode ser transitorio ou permanente, geralmente ocasionada
por trombose de uma artéria coronariana em uma placa ateromatosa (MAIA, 2014). A
aterosclerose é caracterizada por ser uma doenca inflamatdria que causa lesdes na tdnica intima,
camada mais interna das artérias, causando o seu enrijecimento e surgimento de placas de
ateroma ou fibrogordurosas e consequente obstrucao do lumen (MARTELLI, 2014). De acordo

com Piegas (2015), a restauracdo do fluxo sanguineo com o retorno da reperfusdo diminui



significativamente a mortalidade hospitalar do IAM. Dentre as medidas emergenciais utilizadas
logo na chegada do paciente ao ambiente hospitalar, tém-se o uso de: (a) terapéutica
fibrinolitica, pois abrevia o tempo de isquemia e reduz a area de infarto; (b) oxigénio (O2) em
pacientes com saturacdo de O2 < 94%, congestdo pulmonar ou na presenca de desconforto
respiratério; (c) analgesia com o uso de sulfato de morfina endovenosa, pois a dor provocada
pela ativacdo do sistema nervoso simpatico aumenta o consumo de O pelo miocardio
isquémico; (d) nitratos na forma sublingual de rapida acdo, tais como: nitroglicerina,
monotritado de isossorbida ou dinitrato de isossorbida, pois reverte eventual espasmo, provoca
alivio da dor, controla a hipertensdo arterial e a congestdo pulmonar, se presentes; (d)
antiplaquetarios, principalmente o &cido acetilsalicilico (AAS) que reduz a mortalidade em
23%; (e) anticoagulantes para evitar morte por sangramentos; (f) betabloqueadores em
pacientes hipertensos e taquicardicos; (g) antiarritmicos; (h) hipotermia terapéutica, pois
estudos comprovaram que pacientes acometidos por 1AM que tiveram parada
cardiorrespiratoria causada por fibrilacdo ventricular (FV) que foram submetidos a hipotermia
mostraram melhora neuroldgica e reducdo da mortalidade hospitalar.

Dessa forma, considerando que a morbimortalidade das DCVs permanece elevada
mesmo com programas estratégicos para sua reducdo e com o uso de farmacos ja existentes,
torna-se essencial compreender os mecanismos de injuria reperfusdo (IR) a fim de identificar
novas estratégias terapéuticas para o tratamento dos danos cardiacos ocasionados pela IR (LV
et al., 2017).

Diversos estudos tém mostrado a importancia dos flavonoides na cardioprotecdo da IR
(CHENG et al., 2018; LIU et al., 2016; LV et al., 2017; QU et al., 2016; ZENG et al., 2018). A
propriedade antioxidante dos flavonoides € a que desempenha papel fundamental na prevencéo
das DCVs (PIETTA, 2000; RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996). Considerando que
na fisiopatologia do 1AM a formacdo das EROs desempenha papel decisivo no mecanismo de
injaria da IR (HAKIM, 1993; PODEROSO et al., 1996; THOMAS et al., 2008), 0 estresse
oxidativo ocorrera como resultado do desequilibrio entre as EROs e o sistema de defesa
antioxidante (endogeno ou exdgeno). O dano oxidativo e processo antioxidante estdo
associados a transferéncia de elétrons influenciando o estado redox das células e do organismo.
O estado redox alterado estimula ou inibe a via de sinalizacdo das proteinas influenciando a
sintese de enzimas antioxidantes, processos de reparacdo, inflamacéao, apoptose e proliferacédo
celular (DURACKOVA, 2010). Além disso, as EROs podem provocar peroxidaco lipidica o
que acarreta alteragcdes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares (MELLO
FILHO; HOFFMANN; MENEGHINI, 1984).



Dentre os flavonoides, a naringina (NRG) tem apresentado diversos efeitos
farmacoldgicos e terapéuticos, tais como: anti-inflamatorio, anti-apoptético e anti-autofagico
(KANDEMIR et al., 2017) contribuindo para a melhorada nefropatia diabética (ZHANG et al.,
2017) e retinopatia diabetica (LIU et al., 2017). Além disso, apresentou efeito antioxidante na
IR em musculo esquelético de ratos (GURSUL et al., 2016) e efeito cardioprotetor na
cardiomiopatia induzida pelo tratamento com doxorrubicina utilizada no tratamento do cancer
(KWATRA et al., 2016).

Em estudo realizado por Rajadurai; Prince (2009), a NRG promoveu cardioprotecdo no
IAM induzido pelo isoproterenol e na prevencdo do AVC em ratos hipertensivos. Rani et al.
(2013) constatou cardioprotecdo da NRG em modelo de IR por oclusdo da coronaria
descendente. O pré-tratamento com NRG na cardiotoxidade induzida pelo bisfenol A (BPA)
apresentou efeito cardioprotetor em virtude da capacidade antioxidante desse flavonoide e pela
supressdo da peroxidagéo lipidica (KHODAYAR et al., 2018).

Apesar dos diversos efeitos ja descritos na literatura, estudos que envolvam a
cardioprotecdo da NRG em modelo de IR sdo limitados. Assim, levando-se em consideracéo o
potencial terapéutico da NRG ja evidenciado e a limitacdo terapéutica do 1AM, o presente
trabalho se prop6s elucidar a hipotese de que esse flavonoide possa contribuir para prevenir

lesBes decorrentes da IR cardiaca.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Infarto Agudo do Miocardio

Pesquisas relacionadas a prevencdo ou tratamento do IAM ¢é de fundamental
importancia em virtude da alta prevaléncia, mortalidade e morbidade da doenca. Em um
levantamento realizado por 10 anos (2010-2014), o 1AM, angina e outras doengas isquémicas
do coracdo ocasionaram 1.069.683 (8,80%) de Obitos quando comparados as outras doengas.
Até 0 més de junho de 2019, 183.452 pessoas foram a 6bito por doencas cardiovasculares no
Brasil (BRASIL, 2015). Além disso, a maioria das mortes por IAM ocorre nas primeiras horas
de manifestacdo da doenca, sendo 40% a 65% na primeira hora e, aproximadamente, 80% nas
primeiras 24 horas (PIEGAS, 2015).

O IAM reflete a morte dos cardiomiocitos que é causada por um desequilibrio entre a
oferta e demanda de nutrientes no tecido cardiaco em virtude de uma interrupgdo do fluxo
sanguineo que pode ser transitorio ou permanente (SIERVULI et al., 2014). Com essa
interrupcao, ocorrem as primeiras alteracdes de ordem estrutural com diminuicdo do glicogénio
celular e as miofibrilas s@o relaxadas com a ruptura do sarcolema, tais modificacGes sdo
observadas apds 10 a 15 min do inicio da isquemia (JENNINGS; GANOTE, 1974). Assim, a
medida que as células s@o privadas de oxigénio, a isquemia vai acontecendo e a morte celular
ocorre em questdao de minutos a horas (CHEEVER; HINKLE, 2015).

Alguns fatores podem ocasionar o |AM, tais como: ruptura de placa aterosclerética com
trombose; condicGes cardiacas (ex. miocardite, cardiomiopatias, procedimento de
revascularizacdo coronariana; sindrome do Takotsubo; ablacdo por cateter) e condicdes
sistémicas (ex. sepse, doenca renal cronica, hemorragia subaracnoide, embolismo pulmonar e
hipertensdo pulmonar) (THYGESEN et al., 2018).

Os fatores de risco para o IAM sdo divididos em trés categorias: 1) fatores de risco nao
modificaveis (idade, sexo e historia familiar), 2) fatores de risco modificaveis (tabagismo,
ingestdo alcodlica, inatividade fisica, alimentacdo inadequada, hipertensdo, diabetes,
dislipidemias e sindrome metabolica) e 3) fatores de risco emergentes (proteina C-reativa
(PCR), fibrinogénio, calcificacdo arterial coronariana (CAC), homocisteina, LDL)
(BOATENG; SANBORN, 2013).

Dentre dos sintomas apresentados, tem-se a mais predominante, a dor toracica de forte

intensidade presente em cerca de 75-85% dos pacientes, podendo ter duragdo maior que 20 min.



Os sintomas classicos sdo: dor no peito, dor que irradia para 0s ombros, brago esquerdo, pescoco
e maxilar, dor abdominal, falta de ar, perda temporéria da consciéncia e sensacdo de morte
iminente (PIEGAS, 2015).

O diagndstico do IAM pode ser estabelecido por alteracGes no eletrocardiograma (supra
ou infradesnivelamento do segmento ST e inversdo da onda T) e/ou elevacdo dos marcadores
de necrose, tais como: creatinoquinase (CK), creatinoquinase-MB (CK-MB), mioglobina e
troponina | (THYGESEN et al., 2018).

2.2 Eletrocardiograma

O eletrocardiograma (ECG) é um dos exames mais precisos para o diagnostico do 1AM,
é simples, barato e ndo invasivo. Além disso, permite identificar situacfes de risco de morte
subita (PASTORE et al., 2016). Assim, por meio de um aparelho que mede impulsos elétricos
do musculo cardiaco fornece um tragado caracteristico que permite a identificacdo de eventuais
cardiopatias (MANSUR et al., 2006).

Com a ocorréncia do batimento cardiaco, surge uma progressdo ordenada de
despolarizacdo com inicio nas células marca-passo do nodo sinusal. Em seguida, o impulso é
transportado pelas vias internodais nos atrios gerando o tragado representado pela onda P (Fig.
1) que corresponde, portanto a despolarizacao dos atrios (SUBRAMANIAN, 2017). O intervalo
PRi corresponde do inicio da onda P ao inicio do complexo QRS e varia conforme frequéncia
cardiaca (FC) e a idade (PASTORE et al., 2016). O complexo QRS representa a despolarizacédo
dos ventriculos (SUBRAMANIAN, 2017). O intervalo QT € a representacdo do tempo gerado
do inicio da despolarizacdo (inicio do QRS) e final da repolarizacéo ventricular (final da onda
T) (LUX, 2017).

O intervalo RR corresponde a frequéncia cardiaca mensurada pela distancia entre duas

ondas R sucessivas. A frequéncia cardiaca (RR) pode alterar o intervalo QT, por isso o0 QT pode

ser corrigido pela frequéncia cardiaca (QTc) pela formula de Bazett: QTc = QT/ mem

segundos (POSTEMA; WILDE, 2014).
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Figura 1- Registro de um eletrocardiograma normal. A onda P representa a despolarizagao
dos atrios, o complexo QRS a despolarizacdo dos ventriculos, a onda T a repolarizacao
ventricular, o intervalo RR a frequéncia cardiaca.

Na presenca do IAM o sinal mais comum ¢ a perda discreta da concavidade do segmento
ST geralmente com supradesnivelamento e aumento na amplitude da onda T, como pode ser
observado na Fig. 2 (MANSUR et al., 2006). A isquemia miocardica altera a resisténcia da
membrana celular. Assim, permite a saida de pequena quantidade de K* do meio intracelular
para 0 extracelularfazendo com que haja uma modificagdo no equilibrio elétrico da
repolarizagdo entre o epicardio e o endocardio. Em virtude disso, a repolarizacdo na zona das
células isquémicas ocorre de maneira mais lenta sendo identificado no ECG pela inversdo da
onda T deixando ela negativa. Da mesma forma, o desnivel do segmento ST ¢ explicado pela
maior saida de K" intracelular, quanto mais K* no meio extracelular mais positivo fica o
potencial transmembrana de repouso no final da despolarizacdo. O desnivel de ST (em relacéo
a linha isoelétrica) ocorrera, portanto pelo potencial positivo na zona lesada que podera ser no
endocardio ou epicardio. Se a lesdo ocorre na regido subendocardica ocorre
infradesnivelamento do segmento ST em virtude da orientacao do vetor ser do epicardio para o
endocardio. Se a lesdo € subepicardica o vetor se orienta do endocardio para o epicardio gerando
um supradesnivelamento do segmento ST (AZEVEDO, 1999).

/N

Fes-it oty

supradesnivelamento ST

Figura 2- ECG demonstrando IAM com supradesnivelamento do segmento ST. Adaptado
de Mansur et al. (2006).



De acordo com Gizzi e Moreira (1997) as arritmias cardiacas sdo a complicagdo mais
frequente no IAM. As arritmias séo caracterizadas por alteraces na formagéo e/ou conducao
do impulso elétrico pelo tecido cardiaco, podendo modificar a origem e/ou a difusao fisioldgica
do estimulo elétrico do coracdo. Dessa forma, ocorre uma mudanca no potencial de acdo
gerando despolarizacdo rapida ou lenta ou modificacbes na recuperacdo da excitabilidade
celular. As arritmias podem surgir também devido a alteragBes genéticas na sintese de proteinas
que compdem os canais idnicos, responsaveis por gerar correntes elétricas através da membrana
celular (TSE, 2016).

Dentre as causas das arritmias cardiacas podemos citar: alteracdo da eletrofisiologia das
células miocérdicas (modificacdo da composicdo do liquido extracelular com hiperpotassemia,
reducdo do pH, aumento da atividade das catecolaminas e liberacdo de substancias
arritmogénicas); modificacGes patoldgicas relacionadas a propria isquemia das fibras (reducéo
da velocidade de conducéo) e alteracdo da geometria do ventriculo esquerdo. As arritmias mais
comumente observadas sdo as extrassistolias ventriculares isoladas ou complexas, taquicardia
ventricular e fibrilagdo ventricular (GIZZI; MOREIRA, 1997)

A extra-sistole ventricular ou batimento ventricular prematuro (BVP) apresenta-se como
um batimento precoce originado no ventriculo, com pausa pos-extrasistolica (GUIMARAES,
2003). As taquicardias ventriculares (TV) séo a de maior morbimortalidade em virtude de poder
ocasionar degeneracéo para fibrilacdo ventricular e assistolia (GOLDMAN; SCHAFER, 2012).
A fibrilagdo ventricular (FV) é caracterizada por uma complicacéo grave do quadro isquémico
agudo do 1AM, decorrente de disturbios metabolicos com o desequilibrio eletrolitico
principalmente do potassio e magnésio. Sua ocorréncia estd presente geralmente apds as 24 a
48 horas de evolucdo, sendo causada por um substrato composto pela fibrose e pela isquemia,
e, frequentemente, vem precedida de TV rapida. Essa associacdo resulta em prognostico do

paciente mais grave em virtude da disfuncdo ventricular (PIEGAS, 2015).

2.3 Injuria deisquemia-reperfusdo cardiaca

A IR € um mecanismo complexo que resulta em danos ao miocardio que podem ser
leves ou graves dependendo da duracdo da hipoxia (YIN et al., 2012). A falta de oxigénio no
coracao, geralmente ocorre como resultado de uma obstrucéo das artérias coronarias (BROWN;
WILLIS; BERTHIAUME, 2016).



Estudos mostram que o miocardio pode tolerar uma breve exposi¢do a isquemia, pois
ativa mecanismos adaptativos para prevenir lesdes. No entanto, em longos periodos de hipoxia
ocorrerdo danos irreversiveis culminando com necrose e apoptose celular. A reperfusdo do
miocardio € um pré-requisito para preservacdo celular, pois quanto maior a duracdo da
isquemia, aumenta a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) causando danos celulares
que sdo disseminadas entre as células atraves das juncdes via gap (BUDAS; CHURCHILL,;
MOCHLY-ROSEN, 2007).

De acordo com Walters; Porter; Brookes (2012), a oclusdo permanente resulta em
remodelamento cardiaco e hipertrofia, enquanto que a oclusdo transitoria além de prejudicar a
funcdo cardiaca, no periodo de reperfusdo ocorrem danos mitocondriais. A injuria que ocorre
ap6s a IR pode ser explicadapor dois mecanismos principais: pelo aumento do célcio
intracelular e/ou pelo acimulo de EROs (MARIN-GARCIA; GOLDENTHAL, 2004a, 2004b).
O acumulo de EROs provoca dano oxidativo tecidual alterando a permeabilidade das
membranas celulares e provocando alteragdes que podem proporcionar lise celular com
ativacdo lisossomial. A alteracdo da permeabilidade é comprovada pela geracdo de perdxidos
lipidicos principalmente o malondealdeido (MDA) (BROWN; WILLIS; BERTHIAUME,
2016). Em condicdes normais de perfusdo cardiaca, o coracéo recebe oxigénio e substratos para
gerar a adenosina trifosfato (ATP) necessario para funcbes cardiacas, sendo o substrato
primario o lipidio com o restante fornecido por glicose (e lactato) e oxidagcdo de substratos a
fim de maximizar a reducdo da producao equivalente de dinucle6tido de nicotinamida e adenina
reduzido (NADH), e também dedinucledtido de flavina e adeninareduzido (FADHz), que
permitem a formacéo do ATP pela fosforilagcdo oxidativa (BROWN; WILLIS; BERTHIAUME,
2016).

Durante a isquemia, com a hipdxia ha inibicdo da fosforilagdo oxidativa. Dessa forma,
é ativada a via fermentativa que converte o piruvato em lactato, resultando na diminuicdo do
pH. Em resposta ao pH é&cido, o cardiomidcito tentara remover o H* que estard em excesso
através do trocador Na*/H", o que acarretara no aumento do Na* intracelular. Neste momento,
o trocador Na*/Ca®* comecara a remover o Na* e, em contrapartida, o Ca?* ird acumular-se no
citosol. A reducdo do ATP ira inibir a atividade da SERCA (Ca**ATPase do reticulo
sarcoplasmatico), o transportador ANT (adenina nucleotideo translocase) e o transporte de Ca®*
dependente de ATP sarcolemal, contribuindo para o aumento do Ca?* intracelular. Dessa forma,
a inibicdo da fosforilacdo oxidativa sera a primeira causa de diminuicdo de ATP e aumento do
NADH os quais manteréo o poro de transicdo da permeabilidade mitocondrial (PTPM) fechado
(WALTERS; PORTER; BROOKES, 2012) (Fig. 3). E importante ressaltar que, a ativacio da



via fermentativa produz muito menos ATP por molécula de glicose gerando apenas 2 ATP em
comparagédo aos 34 ATP na fosforilagdo oxidativa (JASWAL et al., 2011). Diversos estudos
demonstraram efluxo de potéssio associado a sobrecarga de célcio intracelular no periodo de
isquemia que resulta em arritmia e parada cardiaca (BROWN; WILLIS; BERTHIAUME,
2016). Essa desregulacdo de ions deveria ser corrigida na reperfusdo, no entanto, como sera
discutido a seguir, o retorno do O induz mais danos ao miocardio.

Com o inicio da reperfusdo, o acimulo de célcio intracelular e o restabelecimento do
pH induzem a abertura do PTPM (BROWN; WILLIS; BERTHIAUME, 2016) (Fig. 3). A
estrutura molecular do PTPM ndo esta bem elucidada, no entanto, sabe-se que ele é um poro de
alta condutividade e desempenha papel crucial na morte celular. O MCU (uniportador de célcio)
esta localizado na membrana interna da mitocondria e é responsavel pela entrada de Ca?* na
matriz mitocrondrial (TULLIO et al., 2016).

ISQUEMIA REPERFUSAO

OBSTRUCAD Alterages: Alteracbes: aeracies no.
VASCULAR ToH f;’" DA, PTM 2 LIP
~pH Vi
P y,
[tz TfERO  ° Peroxidagdo de
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Figura 3 -Alteracbes no metabolismo celular presentes no periodo de
isquemia/reperfusdo. MDA - malondealdeido; PTPM - poro de transicdo de
permeabilidade mitocondrial; MCU - uniportador de calcio; NO - éxido nitrico; ANT -
adenina nucleotideo translocase).

A abertura do PTPM determina a apoptose e a necrose liberando citocinas inflamatérias
que ativam os leucocitos exacerbando a inflamacdo e levando ao surgimento de areas
isquémicas com morte celular. As areas infartadas reduzem a contratilidade cardiaca em virtude
da perda funcional do miocéardio, remodelacdo progressiva e fibrose no tecido (BROWN;
WILLIS; BERTHIAUME, 2016). A apoptose ir4 ocorrer através da liberacdo do citocromo ¢
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(LOOR et al., 2011). A intensidade elevada do estresse oxidativo e a reacéo inflamatdria no
tecido perfundido ir4 ocasionar danos estruturais e metabdlicos, tais como: a oxidacdo dos
lipidios da membrana, que pode ser comprovada pelo aumento da producdo de MDA um
especifico biomarcador de peroxidacéo lipidica (TSIKAS, 2017); a carbonilacdo de proteinas,
oxidacdo de aminoacidos e danos ao DNA (acido desoxirribonucleico) e RNA (acido
ribonucleico) (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Ainda durante o periodo da reperfusdo, com a ativacdo da cadeia transportadora de
elétrons (CTE) séo formadas as EROs. Isso ocorre porque com o retorno do O, com a ativacao
da fosforilacdo oxidativa e CTE, ha formacdo de pequena quantidade de EROs na forma de
superoxido (O2*) no complexo | e 11 que sdo convertidos a peroxido de hidrogénio (H20.) pela
enzima superoxido dismutase (SOD) podendo ser na matriz mitocondrial dependente de Mn?*
(Mn-SOD) ou de Cu e Zn no espaco intertransmembranar (Cu/Zn-SOD) (BROWN; WILLIS;
BERTHIAUME, 2016; TULLIO et al., 2016). Aléem desses EROs anteriormente falado, ha a
producio do radical hidroxila (OH*) através da reagdo de Fenton dependente de Fe?* ou a reacéo
de Haber-Weiss dependente de Fed* em que o peréxido (H20,) é convertido em OH*, sendo
esta altamente reativa (OLSZEWER; FLAM; ELLOVITCH, 2017). Vale ressaltar que, 0 H20-
reage reversivelmente com tidis proteicos em baixos residuos de cisteina e metionina para
modular a fungéo da proteina. Assim, ha modificacdo de uma infinidade de sinalizacéo celular,
incluindo a homeostase de ions, contracao, hipertrofia, autofagia, morte celular e producéo de
energia (BROWN; GRIENDLING, 2015).

A formacdo de EROs também pode remover as a¢des cardioprotetoras do éxido nitrico
(NO). Na fase inicial de reperfusdo os niveis de NO diminuem e sua fungéo de eliminagédo de
RL, reestabelecimento de fluxo sanguineo e melhora da funcéo do ventriculo esquerdo ficam
comprometidos (PENNA et al., 2009; RASSAF et al., 2006; ZWEIER; TALUKDER, 2006).
Em condi¢des de hipdxia o NO se liga ao citocromo oxidase situado no complexo IV na
mitocéndria inibindo a respiracdo. 1sso ocorre como mecanismo de defesa, pois ha reducédo da
producdo energética resultando em atenuacdo do consumo de O Quando a reperfusdo se inicia,
a formacdo do NO diminui e consequentemente ndo consegue mais bloquear a CTE restaurando
a producdo de energia (TOTZECK; HENDGEN-COTTA; RASSAF, 2017). Além disso, 0 O2*
produzido na fase de reperfusdo reage com o NO gerando peroxidonitrito que é capaz de nitrar
aminodacidos aromaticos causando danos as proteinas (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Os radicais livres (RL) podem ser formados pela perda de um dnico elétron (e”) ou pelo

ganho de um e de uma substancia ndo radicalar ou pela quebra de uma ligacdo covalente
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quando um elétron de cada um dos pares permanece em cada atomo. Grande parte dos RL
possui meia-vida curta sendo capazes, portanto, de reagir rapidamente com varios compostos
atingindo as membranas celulares (TESTON; NARDINO; PIVATO, 2017).

2.4 Estresse oxidativo e o sistema de defesa antioxidante

Em condicgbes fisioldgicas ha uma baixa producdo de RL no organismo, sua producéo é
inevitavel, pois sdo necessarios para 0 processo de respiracdo celular nas mitocondrias
(CASTROGIOVANNI; IMBESI, 2012; SILVA, 2010). Dessa forma, a producéo endégena é
obtida a partir da CTE na mitocdndria por meio da reducgdo do O2. Assim, 0 Oz é reduzido pelo
citocromo c oxidase a duas moléculas de agua e o NADH ¢é oxidado a NAD+, para que haja a
producdo de ATP. A completa reducéo da molécula de oxigénio gera duas moléculas de agua
e quatro elétrons sdo transportados dentro da membrana mitocondrial interna (SANTQOS, 2013).

O estresse oxidativo € uma condi¢cdo metabdlica onde ocorre a perda do equilibrio entre
a producdo de EROs e dos agentes antioxidantes endogenos podendo ocorrer lesées ao DNA e
ao RNA, assim como ocorrer a lipoperoxidacao da membrana, evento que prejudica o transporte
através da bicamada lipidica e oxidacdo das proteinas. As EROs sdo formadas durante o
transporte de elétrons na mitocondria por meio da reducdo parcial do oxigénio formando
espécies reativas, tais como: 0., H.02 e OH* (Fig.4) (SILVA; JASIULIONIS, 2014).

FORMACAO DE EROs

Orre— O™
Qe +2H— HO-
H Oy —0OH-+ OH'

Figura 4 - Formacdao de Espécies reativas
de oxigénio (EROs). Adaptado de Flam et
al. (1997).

O 02" é produzido por reducdo monovalente quando o O recebe um elétron. Possui
grande instabilidade com vida-média muito curta, sendo considerado um oxidante fraco e
precursor de outros RL mais reativos que ele. O H>O», embora ndo apresente um elétron
desemparelhado na sua ultima Orbita, por atravessar membranas organicas com muita
facilidade, formam novos RL. Além disso, pode produzir alteragfes cromossémicas e oxidar

compostos sulfidrilas. O H20. é importante na formagdo de compostos instaveis, pois na
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presenca do ion ferroso produz OH" por meio da reacdo de Fenton (Fig.5) (OLSZEWER,;
FLAM; ELLOVITCH, 2017).

REACAO DE FENTON

H:0;+ Fe*— OH + OH" + Fe

Figura 5 - Reacdo de Fenton. Adaptado de Olszewer;
Flam; Ellovitch (2017).

O OH" além de ser formado pela reacdo de Fenton pode ser gerado pela reacéo de Haber-
Weiss (Fig. 6). E considerado o RL de oxigénio mais instavel e reativo do corpo humano. Possui
vida média muito curta e ndo se conhece um sistema enzimatico para sua neutralizacéo a fim
de evitar danos aos sistemas corporais (OLSZEWER; FLAM; ELLOVITCH, 2017).

REACAO DE HABER-WEISS
01"+ Fe'*— Felt+ Oz
Fel*+ H:0; Fe* — OH + OH"

Figura 6 - Reacdo de Haber-Weiss. Adaptado
de Olszewer; Flam; Ellovitch (2017).

O oxigénio singlet (*O,) é formado por meio da energizagdo do O alterando o spin de
um elétron gerando uma molécula muito instavel e com vida média curta (Fig. 7) (OLSZEWER,;
FLAM; ELLOVITCH, 2017).

FORMACAO DO OXIGENIO SINGLET
02 10,
(O=xigénio molecular) (Oxigénio singlet)

Figura 7. Formacao do oxigénio singlet. Adaptado
de Olszewer; Flam; Ellovitch (2017).

Diversos estudos tém demonstrado a producdo de EROs na injdria da IR (BRITTO et
al., 2018; GRANGER; KVIETYS, 2015; RAEDSCHELDERS; ANSLEY; CHEN, 2012).
Assim, durante o IAM, ocorrem danos de ordem estrutural e metabdlico no coracgéo resultando

em oxidacdo de lipidios da membrana, carbonilacdo de proteinas, oxidacdo de aminoacidos,
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danos ao DNA e RNA e atenuacdo da atividade enziméatica (BARREIROS; DAVID; DAVID,
2006).

O tecido cardiaco demanda alto consumo de O e, consequentemente, produz grande
quantidade de RL sofrendo maior exposi¢cdo ao risco do estresse oxidativo. Para evitar essa
producdo exacerbada, existem alguns mecanismos de defesa fisioldgico a fim de evitar danos
cardiacos (SANTOS et al., 2011). A primeira linha de defesa contra os RL inclui as enzimas
antioxidantes: SOD, catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). A SOD converte O>* ou
10, em H0; e O,. O H20,, produzido em excesso,quando ndo vai para a via da reacdo de
Fenton é convertido a agua (H20) e Oz pela CAT (abundante nos peroxissomos). Ja que a CAT
ndo esta presente nas mitocdndrias, a redu¢do do H202 nessa organela é realizada pela GPx (Fig.
8) IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

/ Fe*2 OH-
» Fe*d (

| CAT |

0,— [0, ] =—=H:0.]=+ 1,0 + O,
NADPH oxidase SOD \

2GSH
NADﬁPH j

GSSG
NADP

Figura 8 - Esquema do sistema de defesa antioxidante. A enzima NADPH oxidase converte
0 O2 (oxigénio) em 02" (superoxido) transformado em H,O, (peréxido de hidrogénio) pela
SOD (superéxido dismutase). Pela reacdo de Fenton o H20- forma o radical OH" (hidroxila) ao
reagir com o Fe?*. A CAT (catalase) converte 0 H-O. em H2O (4gua) e O e a GPx (glutationa
peroxidase) mantém o equilibrio entre a glutationa oxidada (GSSG) e reduzida (GSH).
Adaptado de: Griendling e Fitzgerald (2003).

Ja a segunda linha de defesa inclui antioxidantes hidrofilicos, tais como: vitamina C,
acido Urico, bilirrubina, albumina e os lipofilicos, tais como: a vitamina E e a coenzima Q ou
ubiquinol (LOBO et al., 2010). A vitamina C consegue neutralizar o O™ e radicais sulfdricos e
destroi o radical hidroxila e 0 oxigénio singlet. A vitamina E é o principal antioxidante presente

no interior das membranas celulares, por ser lipossolivel consegue se mover entre as camadas
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da membrana impedindo a peroxidagdo lipidica. O ubiquinol participa da prevencdo de
producédo de RL por inibir a peroxidac¢&o lipidica, sua forma reduzida ubiquinol elimina os RL
de peroxil lipidico (BENTINGER; BRISMAR; DALLNER, 2007). Outro composto formado
pelo ubiquinol é a alfa-tocoferol eliminando dessa forma os RL e regenerando a forma ativa da
vitamina E (MARTINS; OLIVEIRA; TEIXEIRA, 2004). Além disso, atua aumentando a
ativacdo e expressdo de proteinas mitocondriais desacopladas contribuindo para que ndo ocorra
apoptose (MARCOFF; THOMPSON, 2007).

Segundo a OMS (2019), em relatério denominado “World Health Statitics 20197, paises
em desenvolvimento apresentam disponibilidade deficiente de medicamentos em unidades de
salde publica. Ja no setor privado a disponibilidade torna-se um pouco melhor embora ainda
esteja abaixo do ideal. Em pesquisa realizada, no setor publico de paises de baixa e média renda,
a disponibilidade de medicamentos genericos foi de 37,7% e 46%, respectivamente. Além
disso, foi observado que os medicamentos genéricos com pre¢os mais baixos possuem valores
maiores que o dobro do preco de referéncia internacional, principalmente quando se refere a
doencas crdnicas ndo transmissiveis.

A utilizacdo de plantas para fins terapéuticos é tdo antiga quanto a civilizagdo humana.
Com o advento da tecnologia moderna, estima-se que pelo menos 25% dos medicamentos
modernos sdo derivados diretamente ou indiretamente de plantas medicinais. Estas, por sua vez,
sdo importantes fitoterapicos que possuem a maior contribuicdo na descoberta de novos
farmacos (AMARAL et al., 2012). De acordo com a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (2006), o Brasil é o pais de maior biodiversidade quando comparado a outros
paises do mundo. Além disso, por conter um conhecimento tradicional associado ao uso de
plantas medicinais, possui grande potencial para o desenvolvimento de pesquisas com
tecnologias terapéuticas aplicadas (BRASIL, 2006).

Dentro desse contexto, nota-se a importancia da medicina popular na descoberta de
novos farmacos, bem como a comprovacao de sua eficacia, seguranca, potencial terapéutico,
determinacdo da posologia, indicacdo e contraindicacdo e efeitos adversos. Assim, é de suma
importancia a investigacdo cientifica de produtos naturais dado a escassez de estudos nessa

area.

2.4.1 Flavonoides

Os flavonoides sdo metabolitos secundarios de plantas derivados de benzo-pirona

constituidos por anéis fendlicos e pirano (Fig. 9). Sdo classificados de acordo com suas
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substituicdes formando seis classes, a saber: flavanol, flavonas, flavonol, antocianinas,
isoflavonas e diidroflavonois (Fig. 10) (HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

3!

4!

Figura 9- Estrutura basica de um flavonoide.
Possui dois anéis benzénicos (A e B), unidos a um
anel pirano heterociclico (C).

B C
OH
Flavanol Flavonas Flavonol
D E ; F
: : L. Isoflavonas . .
Antocianinas Diidroflavondis

Figura 10 -Estrutura quimica das classes de flavonoides.

Os flavonoides sdo encontrados em frutas, vegetais, grdos, casca, raizes, caules, flores,
chd e vinho. Esse composto natural possui uma variedade de aplicacdes nutracéuticas,
farmacéuticas, medicinais e cosméticas por sua atividade antioxidante, anti-inflamatoria, anti-
mutagénica e anticancerigenas (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016). A propriedade
antioxidante presente nos alimentos tem sido amplamente estudada nos Gltimos anos em virtude
de sua importdncia na intervencdo e profilaxia das doencas cardiovasculares (HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

Em estudo de revisdo realizado por Cook; Samman (1996), os flavonoides agem como
antioxidantes por serem doadores de elétrons. Assim, reagem e inativamo O2*,'O, radicais
peréxido de lipidios e/ou estabilizam RL envolvidos no processo oxidativo através da

hidrogenagdo ou complexacdo com espécies oxidantes. Além disso, a habilidade que o0s
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flavonoides possuem em sequestrar ions metalicos contribui para a capacidade antiperoxidativa
por prevenir a formacdo de RL pela reagdo de Fenton. A reagao dos flavonoides com as EROs
podem ocorrer das seguintes duas formas, a seguir (MACHADO et al., 2008):
Flavonoide (OH) + R+ > flavonoide (O°) + RH
Flavonoide (OCHz3) + Re > flavonoide (O¢) + RCH3

De acordo com Kokkou et al.(2017) ha uma forte evidéncia da acdo cardioprotetora dos
flavonoides por influenciar os fatores de risco para doengas cardiovasculares como:
hipertensdo, diabetes, dislipidemias, fumo e estresse. Os efeitos cardioprotetores advém
também da habilidade em inibir a peroxidacdo lipidica e atenuar as EROs (HEIM;
TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

2.4.2 Naringina (NRG)

A NRG (4,5,7-trihidroxil flavona 7-rhamnoglicosideo) ¢ um glicosideo flavonoide
isolado, encontrada em uvas e frutas citricas (CORDENONSI et al., 2016), com forma
molecular C27H32014 (Fig. 11).

OH

Figura 11- Estrutura quimica da naringina.

Em estudo de revisdo da NRG realizado por Chen et al. (2016) foi observado que este
flavonoide possui diversas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas, apresentando diversos
efeitos tais como: anti-inflamatério, antioxidante e anticancer; participa na regeneracao 6ssea
com proliferacdo celular; reduz o risco da sindrome metabodlica; reduz o dano ao DNA por

modular a expressdo de mediadores oxidativos e geracdo de radicais livres e promove efeitos



17

benéficos em doencas do Sistema Nervoso Central (SNC) como o Alzheimer, Parkinson e
Epilepsia.

Existem poucos estudos que relacionam a NRG com a cardioprotecdo. Santos (2016)
observou que a NRG promoveu em coracao de rato, efeito cronotrdpico e inotropico positivo
associado a melhora do relaxamento diastdlico, tal mecanismo foi evidenciado por ativacdo
indireta de receptores B-adrenérgicos por meio da liberacdo de catecolaminas pré-sindpticas o
qual induziu a ativacdo de canais de célcio tipo-L e receptores de rianodina.

De acordo com Frances et al. (2003) a liberagéo de catecolaminas durante a I/R ocorre
por meio da estimulagdo da via ai-adrenérgica ou [B-adrenérgica o que induz ao pré-
condicionamento. Este, por sua vez, é caracterizado por periodos curtos de isquemia alternados
com periodos de reperfusdo que protegem o coracéo, levando a diminuicéo da area de infarto,
da disfungéo ventricular esquerda, de episddios de arritmias e da apoptose (GOTTLIEB et al.,
1996).

A atividade via liberacdo de catecolaminas tem sido observada em outros compostos
naturais a exemplo da simalarina. Gabrielova (2015) demonstraram efeito inotropico positivo
em coracdo de rato isolado através da liberacdo enddgena de catecolaminas mediada pela
Silypummarianum (Silimarina). Clinicamente, efeito inotrépico positivo pode trazer efeitos
benéficos pela estimulacdo da via adrenérgica ao melhorar a funcdo cardiaca como na
insufiéncia cardiaca aguda com hipoperfusao e no choque (TRIPOSKIADIS et al., 2009).

Khodayar et al. (2018) estudaram o efeito protetor da NRG na cardiotoxicidade induzida
pelo bisfenol A (BPA) e observou que as doses de 80 e 160 mg/kg apresentaram cardioprotecao
em virtude da capacidade antioxidante da NRG e pela supresséo da peroxidacao lipidica.

Rani et al. (2013) ao estudar a NRG em IR por oclusdo da coronaria descendente
esquerda observaram que esse flavonoide restaurou a injuria da IR ao preservar a integridade
da estrutura do miocéardio apresentando antioxidante.

Estudar o potencial efeito cardioprotetor no pré-tratamento com a NRG em coracgéo de
ratos com a injaria de IR podera contribuir para aplicacdo pratica como suplemento dietético

ou como um modelo para desenvolver agentes terapéuticos para doencas em humanos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar o efeito cardioprotetor do pré-tratamento com naringina em coracgdo isolado de

rato submetido a injdria de isquemia e reperfusdo.

2.2 Especificos

Avaliar em coragdes submetidos a injdria de isquemia-reperfuséo os efeitos da naringina
sobre:

- as alteragdes elétricas do coracéo;

- as alteragdes contrateis do musculo cardiaco;

- as arritmias desenvolvidas durante o periodo a reperfusdo cardiaca;

- 0 dano oxidativo (peroxidacao lipidica e carbonilacéo e sulfidrilagdodas proteinas);

- as defesas antioxidantes (superoxido dismutase e catalase);

- a producdo de espécies reativas de oxigénio dos coracoes;

- 0 dano tecidual (&rea de infarto e LDH).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para Pesquisa Animal (CEPA)
da Universidade Federal de Sergipe (UFS) sob o nimero 31/18 (Anexo I). A execuc¢do dos
experimentos seguiu as normas de manipulacao propostas pelo Conselho Nacional de Controle
de Experimentagdo Animal (CONCEA/MCT).

3.2 Animais, grupos experimentais, tratamento e dose

Foram utilizados 60 ratos da linhagem Wistar (250-300g), provenientes do Biotério
Setorial do Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe e mantidos no
Laboratorio de Biofisica do Coragéo. Os animais foram acomodados em gaiolas coletivas com
no maximo cinco ratos por unidade, em condicOes de livre acesso para agua e racao,
acondicionadas em sala climatizada com controle de temperatura e umidade (+20,3°C-23,1°C e
40-50%), sob ciclo de luz/escuro (12/12h).

Para a execucdo do protocolo experimental, os animais foram divididos aleatoriamente
em4 grupos da seguinte forma:

1. Controle: animais pré-tratados por 7 dias com solucdo salina (NaCl 0,9% +
dimetilsuféxido - DMSO 25%) sem injuria de IR;

2. Veiculo + IR: animais pré-tratados por 7 dias com solucdo salina (NaCl 0,9% +
DMS025%) submetidos a injdria de IR;

3. Naringina + IR (NRG+IR): animais pré-tratados por 7 dias com naringina
(25mg/kg) +NaCl 0,9% e DMSO 25% submetidos a injuriade IR;

4. NAC + IR (NAC+IR): animais pré-tratados por 7 dias com N-acetil cisteina (NAC,
100 mg/kg) + NaCl 0,9% e DMSO 25% submetidos a injariade IR.

A dose da NRG foi determinada com base em teste piloto, no qual foram testadas as
doses de 25, 50 e 100 mg/kg. A dose escolhida para utilizacdo no presente trabalho foi
determinada por meio da mensuracdo da peroxidacdo lipidica baseada no teste do TBARS
(substéncias reativas ao acido tiobarbitirico), o qual mostrou que a dose de 25 mg/kg
apresentou melhor acdo antioxidante.

A diluicdo da NRG foi realizada em DMSO 25% + solugédo salina NaCl 0,9%. Os

animais controles e veiculos foram tratados com DMSO e salina (NaCl 0,9% 0,20 mL + DMSO
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25%), a fim de evitar qualquer viés. O NAC foi utilizado como controle positivo na dose de
100 mg/kg. A dose de NAC foi estabelecida de acordo com estudos de isquemia renal
(SEHIRLI et al. 2003), isquemia de pata traseira (TAKHTFOOLADI et al. 2006) e isquemia
intestinal (KALIMERIS et al. 2016) ja que estudos de IR em coragdo de rato que utilizem o
NAC como controle positivo sdo escassos. O NAC é comumente utilizado como antioxidante
por inativar EROs, principalmente H.Oze O2* (ZHITKOVICH, 2019).

Os animais foram submetidos ao tratamento, via gavagem oral (vo), sempre no mesmo
horério, durante um periodo de sete dias consecutivos, mimetizando assim, um pré-

condicionamento cardiaco, visando prevenir a injuria induzida no protocolo IR (Fig. 12).

Isquemia Global

ex vivo
Pré- tratamento com salina + DMSO, NRG ou NAC I
— & & & i & i »
1 2 3 4 ] 6 7 8 dias

Figura 12- Delineamento experimental do tratamento dos animais. A
administracao de salina + DMSO (dimetilsulféxido), NRG (naringina) ou NAC (n —
acetilcisteina) foi feita por gavagem oral durante 7 dias. No oitavo dia ap0s o
tratamento, foi realizado o protocolo de isquemia global ex vivo.

3.3 Montagem experimental do coracdo em sistema de perfusdo aortica para

determinacdo dos parametros cardiacos

No oitavo dia, os animais foram heparinazados (1000 Ul, i.p) e, ap6s 15 min,
eutanasiados por decapitacdo, conforme orientacdo das Diretrizes da Pratica de Eutanasia do
CONCEA. Em seguida, realizou-se a toracotomia, o coracdo foi rapidamente removido e
mantido em solucdo de Krebs-Ringer (em mM: NaCl 120, KCI 5,4, MgCl, 1,2, NaHCOs 27,
CaCl, 1,25, Glicose 11, NaH2PO4 2,0) previamente filtrada em millipore (0,45um), a fim de
prevenir microembolia coronariana (HARRISON; RAYMOND, 1951) para procedimento de

canulagéo da aorta.
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O coracéo isolado foi montado em sistema de reperfuséo retrograda do tipo Langendorff
de fluxo constante (8 mL/min), (Bomba Peristaltica, Milan®, Paran, Brasil) e perfundido com
solucgéo de Krebs-Ringer aerado por mistura carbogénica (95% de Oz e 5% de CO.) e aquecido
a 3740,1°C (Bomba HAAKE® C/F3, Berlim, Alemanha). Em seguida, o &trio esquerdo foi
removido para insercdo de um balonete (inflado com &gua a uma pressdo de 15 cmHg) no
ventriculo esquerdo conectado a ao transdutor de pressdo (MTLO699/A®) e seus sinais foram
enviados a um amplificador (BRIDGE Amp FE221, ADInstrument®), digitalizados (PowerLab

4/35 ADInstrument®) e armazenados em computador (Fig.13).

MILAN 202

ST

3410,1°C

>
L J Krebs-Henseleit
E‘:}?“ [ CATA-BOLHA +02+C02
STIMULATO

GRASS 548 ;“

EMA BRIDGE AMP :
RX1 |POWER LAB CPU MONITOR

Figura 13- Imagem representativa do sistema de perfusédo adrtica de fluxo constante do
tipo Langendorff usado para registrar simultaneamente o ECG e a pressdo intraventricular.
Fonte: Vasconcelos (2005).

Apo6s a montagem do sistema, foi aguardado um periodo de 30 a 40 min para
estabilizacdo. Ao finalizar este tempo, o fluxo foi interrompido de forma global durante 30 min
(isqguemia). O fluxo foi reestabelecido apds este periodo e o coracdo foi perfundido por 60 min
sob monitoramento da pressdo desenvolvida no ventriculo esquerdo (PDVE). Os coracdes do
grupo controle ndo foram submetidos a isquemia, sendo perfundidos por um periodo de 120
min (Fig.14).
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Grupo Perfusdo Constante
Controle
120 min
Grupos Estabilizacdo Isquemia Reperfusdo
(veiculo, NRG
e NAC)
30-40 min 30 min 60 min

Figura 14 - Representacdo esquematica do protocolo experimental de IR. Grupo
controle: animais pré-tratados com solu¢do salina (NaCl 0,9%) + DMSO — dimetilsulféxido
(25%) que ndo passaram por isquemia; Grupos: veiculo + IR; NRG (naringina) + IR e NAC
(n — acetilcisteina) +IR que passaram por 30 min de isquemia e 60 min de reperfusdo.

3.3.1 Determinacao dos parametros contrateis e eletrocardiograficos (ECG)

A partir do registro da PDVE, foram determinadas as derivadas de pressdo ventricular
méxima (+dP/dt) e minima (-dP/dt) e frequéncia cardiaca. Esses parametros foram
determinados no final da estabilizacdo, durante a isquemia (10, 20 e 30 min) e durante a
reperfusdo a cada 10 min.

Os sinais elétricos do ECG foram captados por meio de trés eletrodos (Ag/AgCIl/NaCl,
1 M) imersos no Krebs e amplificados (BRIDGE Amp FE221, ADInstrument®). O sinal
eletrocardiografico foi monitorado em tela de um cardioscopio (EMAI RX10), digitalizados
(PowerLab 4/35 ADInstrument®) e armazenados em computador para processamento off-line.
Em todos os grupos experimentais, foram avaliados: frequéncia cardiaca (FC), intervalo QT
(QTi), duracdo do complexo QRS e intervalo PRi. O QTi foi corrigido pela frequéncia cardiaca
usando a equacdo de Bazett corrigida (QTc-B = QTi/ V RR/f; f= 270 ms (KMECOVAet al.,
2010), em que RR se refere ao intervalo RR do ECG.

3.3.2 Determinacdo da pressdo coronariana

A pressdo coronariana foi registrada nos tempos 10 min antes da isquemia; 10, 20, 30
durante a isquemia e 10, 20, 30, 40, 50 e 60 min durante a reperfusdo por meio de coleta via

acesso anterior a canula da aorta sendo monitorada com o auxilio de uma coluna de agua
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(capilar de vidro) acoplada a uma régua. Sua medicdo foi feita na escala de centimetros de agua
(cmH20).

3.3.3 Determinacéo do escore e ocorréncia de arritmias

Para determinacdo da ocorréncia de arritmias o ECG foi continuamente monitorado em
todo o experimento, mas foi quantificado a partir do inicio da reperfusdo que teve duracdo 60
min. A fim de se obter uma boa comparagdo quantitativa, os 60 min de experimento foram
divididos em intervalos de 5 min e os escores de arritmia foram adicionados no final. Os escores
de arritmia (Quadro 1) foram avaliados conforme estabelecido por Walker et al. (1988). As
arritmias cardiacas foram classificadas como batimento ventricular prematuro (BVP),

taquicardia ventricular (TV) e fibrilagdo ventricular (FV).

Quadro 1- Classificagdo do escore de arritmias.

Escore de arritmias NuUmero de arritmias por evento

0 <10 BVP

1 > 10 BVP

2 1 - 5 episodios de TV

3 > 5 episddios de TV ou 1 episodio de FV com
duracdo <40 s

4 2 - 5 episodios de FV, TV e/ou FV com
duracdo <80 s

5 > 5 episdadios de FV, TV e/ou FV com
duracdo < 160 s

6 TV elou FV com duragdo < 300 s

7 TV elou FV com duragdo > 300 s

BVP: batimento ventricular prematuro; TV: taquicardia ventricular; FV:
fibrilacdo ventricular. Adaptado de Curtis e Walker (1998)

3.4 Ensaios bioquimicos

3.4.1 Preparacao da Amostra
Apb6s o téermino do protocolo de IR, os coragbes foram pesados e em seguida

homogeneizados na proporc¢do de 100 mg de tecido/ml diluido em tampé&o fosfato 50mM pH
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7,4. O tampdo utilizado para cada amostra esta descrito no Quadro 2. As amostras foram

centrifugadas a 16.000 rpm por 15 min a 4°C e o sobrenadante foi utilizado nos ensaios.

3.4.2 Dosagem de proteinas

A dosagem das amostras de proteinas foi realizada pelo método de Bradford (KRUGER,
2009) utilizando o BSA (albumina do soro bovino) para fazer a curva padréo.

Quadro2- Composicado dos tampdes utilizados nas preparacdes dos tecidos cardiacos para
0s ensaios bioquimicos.

TAMPAO ENSAIO SUBSTANCIAS
Glicina (pH 10,2) SOD Glicina (50 mM)
NaOH (1 N)
KH2POy4 (1,40 g/l)
CAT (pH 7,0) CAT Na2POs (2 H20) (2,9 g/l)
Na2PO4 (7 H20) (4,3 g/l)
Acido Tricloroacético TCA (15%)
(TCA)
Acido Tiobarbitarico (TBA) TBARS TBA (0,67%)
Fosfato (pH 7,4) Na2HPO4 (20 mM)

3.4.3 Determinacédo da atividade da catalase

Para determinacgdo da catalase foi adicionado H20> 1 molar (5 pL) as aliquotas dos
sobrenadantes (5 pg) em todas as amostras e a leitura foi feita em intervalos de 15 segundos
totalizando 5 min. A leitura foi realizada durante 1 min em espectrofotdmetro a 240 nm. A
atividade da catalase foi expressa em AE/min/mg de proteina, sendo que AE corresponde a

variacao da atividade da enzima durante 1 min (AEBI, 1984).

3.4.4 Determinacdo da atividade da superdxido dismutase (SOD)

Para quantificacdo da SOD foi utilizado o método baseado na inibicdo da auto oxidacao
da adrenalina. Assim, as amostras foram diluidas em soro fisiolégico, na propor¢éo 1:10 (v/v),
e quantidades crescentes do diluido (10,20, 30 e 60 pL) foram acrescidos de tampao glicina pH

10,2 a 32°C para completar as seguintes quantidades respectivamente, 185, 180, 175, 170 L.
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Em seguida foram acrescentados a solu¢do de CAT (5 pL) em cada poco e solucéo &cida de
adrenalina (5 pL). A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no comprimento de onda de
480 nm a 32°C e a atividade foi expressa em U SOD/mg proteina (MISRA; FRIDOVICH,
1972).

3.4.5Medigdes da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)

Os coragdes foram rapidamente removidos e congelados em um meio para crioseccao
(composto Tissue-Tek, O.C.T.). Os tecidos congelados foram cortados transversalmente em
seccoes e fatias de 30 um de espessura e transferidas para uma camara de gravacao. As laminas
foram pré-incubadas em uma solucéo pré-aquecida de krebs com pH de 7.4 durante 15 min.
Depois foram carregadas, durante 40 min, em uma camara protegida contra luz a 37°C com 10
uM de dihidroetidio (DHE; Molecular Probes®), um corante fluorescente de permeabilidade
celular (MACEDO et al., 2016). As imagens foram gravadas usando um microscopio de
fluorescéncia (Ci-E®, Nikon, Japao) com o tempo de exposicdo igual para todos 0s grupos
experimentais. A intensidade de fluorescéncia do DHE foi medida usando o software ImageJ®
1.38x (NIH, EUA).

3.4.6 Mensuracao de produtos da peroxidacao lipidica

A peroxidacdo lipidica foi mensurada nos tecidos por meio do ensaio bioquimico
denominado TBARS (substancias reativas ao acido Tiobarbitarico). Neste teste, o acido
tiobarbitarico reage com o MDA que € o principal produto da peroxidacdo lipidica. Os niveis
de TBARS foram mensurados de acordo com o método descrito por Esterbauer e Cheeseman,
(1990) Assim, as amostras foram homogeneizadas com tampdo fosfato para TBARS e em
seguida centrifugadas a 3000 g por 10 min. Em seguida, foi retirado 100 pL da amostra e
adicionado em 200 pL de TCA 15% e agitado em vértex por 30 segundos. Apds, a mistura foi
centrifugada a 10.000 g por 10 min. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada em um
espectrofotdbmetro a 532 nm. Os niveis de TBARS foram expressos em nmol de MDA/mg

proteina.
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3.4.7 Determinac&o das proteinas carboniladas

A quantificagdo das proteinas carboniladas foi realizada através dos grupos carbonilas.
Dessa forma, ocorre uma oxidag&o proteica que forma aldeidos reativos que podem reagir com
a 2,4-dinitrofenilhidrazina formando as hidrozonas que serédo lidas em espectofotometro numa
absorbancia entre 360-385 nm. Foi preparada uma amostra que continha 1mg de proteina por
ponto no experimento. Apos, separou-se dois eppendorfs sendo 1 tubo branco e 1 com DNPH.
Em seguida foi adicionado 1mg de proteina em cada um e completado ambos com 200 pL de
PBS e 200 uL de acido tricloroacético (TCA) 20% e procedeu-se utilizando o vortex e gelo por
5 min. Foi centrifugado a 4000xg por 5 min e o sobrenadante descartado. Em seguida,
ressuspendeu-se o pellet em 100 pL de NaOH 0,2N com Vortex. Para reagdo do carbonil foi
utilizado 100 pL de HCI 2M no tubo Branco e 100 pL de DNPH 10 mM na amostra. Apds esse
procedimento, cada amostra foi incubada por 1 hora em temperatura ambiente utilizando o
vortex a cada 15 min. Apos o termico da incubacéo, adicionou-se 100uL de TCA 20% e levou
para centrifugacao a 16000g por 5min. O pellet foi lavado por trés vezes com 500 pL de etanol/
acetato de etila (1:1), suspender o pellet e centrifugado a 16000 xg por 5 min. Ao final das
lavagens o pellet foi ressuspenso com 1ml de uréia 8M (pH 2,3) e centrifugado por 3min a
16000xg para remocdo de qualquer material insoltvel. As amostras foram analisadas em
triplicada e a leitura foi feita a 370nm e expressas em carbonilacdo/mg proteina (LEVINE et
al., 1990).

3.4.8 Determinacédo de grupamentos sulfidrilas

A determinacdo dos grupamentos sulfidrilas foi realizada de acordo com a metodologia
de Ellman (1959). O principio da reacdo se da pela reacdo do 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB) com grupamentos SH (tiol) de proteinas e outros compostos tidlicos como GSH. Os
coracOes foram homogeneizados em PBS e centrifugados a 3000 g por 10 min a 4° C. Em
seguida, retirou-se o sobrenadante para determinacdo dos grupamentos SH totais. Assim, foi
adicionado TCA 10% para precipitacdo das proteinas a mistura entdo foi centrifugada e os
sobrenadantes separados. Apos essa etapa, ao sobrenadante (80 ug) foi adicionado DTNB (5-
5-ditio-bis-2-4acido nitrobenzdico) para a ocorréncia de reacdo colorimétrica. O resultado foi
expresso com relagcdo a concentracao de grupamentos tidis presentes na amostra em mol SH/mg

proteina.
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3.4.9 Determinacao da &rea de infarto

A érea de infarto foi determinada pela coloracdo com cloreto de trifeniltetrazélio (TTC)
de acordo com Fishbein et al. (1981). Ap6s o término da reperfusdo, foram realizadas trés
secgOes transversais no coragdo. Para mensuracao da area de infarto foi utilizada o terco médio
do coracdo com aproximadamente 0,5 cm de espessura. O segmento do coragdo foi mantido a
37°C em solugdo de TCC 1% (diluido em solucdo de Krebs-Ringer) por 20 min, sendo
posteriormente fixado em formalina tamponada por 30 min. A coloracdo vermelho é adquirida
pelas células vidveis enquanto que as células ndo viaveis aparecem palidas. Apds este
procedimento, as imagens dos cortes foram escaneadas (HP® J4660) e posteriormente
analisadas com o auxilio do programa ImageJ®1.38x. Os resultados foram apresentados como
o0 percentual da area do ventriculo esquerdo ocupado pelo infarto, o qual determinou a extensédo

da lesdo do miocardio.

3.4.10 Determinacdo da atividade da lactato desidrogenase (LDH)

Para a determinacéo da atividade da LDH, amostras de solucao cardiaca foram coletadas
do efluente coronario ao final do periodo de reperfusdo. A LDH catalisa a converséo do piruvato
a lactato na presenca de NADH. A dosagem da atividade da LDH foi realizada em triplicata
através do kit de dosagem da LabTeste® conforme instrucdes do fabricante. A analise das
amostras foi feita pelo aparelho LABMAX® 240 PREMIUM e lida em espectrofotdmetro a
340 nm.

3.5 Analise estatistica

Os dados foram tabulados no Microsoft Excel 2016, em seguida, exportados para o
software Prisma 6.0 (GraphPad®, San Diego, CA, EUA). A normalidade e a igualdade de
variancia foram verificadas pelo teste de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para
determinar se houve diferenca de médias foi utilizado o teste ANOVA de uma ou duas vias

seguido do teste do pos-teste de Bonferroni. Foram considerados valores de p < 0,05 como
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significativos. Neste trabalho os dados quantitativos foram apresentados como média + erro
padrdo da média (EPM).

4 RESULTADOS

4.1 Determinacdo da dose de naringina a ser utilizada no pré-tratamento dos animais

Os animais foram tratados nas doses de 10, 25 e 50 mg/kg, durante 7 dias, e no oitavo
dia foram submetidos ao protocolo de IR. De acordo com a mensuracao da peroxidacao lipidica,
baseado no teste do TBARs, a dose de 25mg/kg reduziu a formagdo de MDA (p< 0,05) quando
comparado ao grupo veiculo (Fig. 15). Por outro lado, as doses de 10 e 50 mg/kg induziram
aumento de MDA quando comparado ao grupo veiculo + IR. Dessa forma, nesse estudo foi
utilizada a NRG na dose de 25 mg/kg.

w
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Figura 15 - Medida do Malondealdeido (MDA) em coracéo de ratos submetidos a isquemia
reperfuséo (IR) e pré-tratados com naringina (10, 25 e 50 mg/kg/dia) (n=5, por grupo) #p<
0,05 vs veiculo; *p< 0,05 vs25 mg/kg). ANOVA de uma via seguido pelo pds-teste de
Bonferoni.
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4.2 Efeito da naringina na contratilidade cardiaca

A Fig. 16A mostra 0s registros representativos da PDVE em todos 0s grupos
experimentais. Observa-se nesses registros, a PDVE 10 min antes do inicio da isquemia (- 10
min), durante a isquemia (0 a 30 min) e durante a reperfuséo (30 a 90 min). Os resultados
mostraram que ndo houve diferenca significativa na PDVE entre 0s grupos estudados no
periodo de estabilizacdo, anterior a isquemia (p>0,05, Fig. 16B). Apds os primeiros 10 min do
inicio da IR observou-se, em todos os grupos submetidos a IR, uma redugdo acentuada da
PDVE, quando comparado ao grupo controle, que ndo foi submetido a isquemia (p< 0,05, Fig.
16B). No periodo de reperfusédo, observou-se que os animais do grupo veiculo+IR apresentaram
comprometimento da PDVE de 60% (Fig. 16B, p< 0,05) quando comparado ao grupo controle.
Contrariamente, observou-se que o0 pré-tratamento dos animais com a NRG restaurou a perda
da funcédo contratil induzida pela IR apresentando recuperagé@o logo nos primeiros 10 minutos
da reperfusdo (p<0,05). Os animais tratados com NAC (NAC+IR) também apresentaram
aumento da PDVE em relagéo ao grupo veiculo+IR.

Ao avaliar as derivadas da contracdo (+dP/dt) e do relaxamento (-dP/dt), observou-se
que os animais do grupo veiculo+IR apresentaram diminui¢do da +dP/dt (312,46 + 84,68
mmHg/s, Fig.16C) e da -dP/dt (-240,31 + 89,13 mmHg/s, Fig. 16D) quando comparado ao
grupo controle (+dP/dt: 951,44 + 135,29 mmHg/s e -dP/dt: -538,04 + 142,21 mmHg/s) (p <
0,05). Essas alteracbes foram prevenidas com o pré-tratamento da NRG (+dP/dt: 1140,80 +
66,34 mmHg/s e -dP/dt: -657,11 + 79,09 mmHg/s) quando comparado ao grupo veiculo + IR
(p< 0,05). Resultado similar a NRG, também foi observado no grupo tratado com NAC.

Os resultados mostraram que no periodo de estabilizacdo, os animais pré-tratados com
NRG apresentaram aumento da FC (259,50 + 23,16 bpm) em relacdo aos grupos veiculo+IR
(199,31 + 37,18 bpm) e NAC+IR (240,25 + 4,00 bpm) (Fig. 16E). Durante todo o periodo da
reperfusdo, a frequéncia cardiaca apresentou-se aumentada nos animais pré-tratados com NRG
quando comparado ao grupo veiculo + IR (p<0,05). Nos tempos de 10 e 20 min de reperfusao
houve diferenca significativa da frequéncia cardiaca entre os grupos NRG+IR e NAC+IR
(p<0,05). Os resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa em relacdo a pressao
coronariana entre 0s grupos experimentais estudados (Fig. 16F).

Em relacdo as propriedades elétricas do coracdo, a Fig. 17A apresenta os tracados
representativos dos diferentes grupos estudados. Observa-se que o pré-tratamento com NRG
preveniu o aparecimento da inversdo da onda T (isquemia miocardica) e supradesnivelamento

do segmento ST (infarto do miocardio), os quais foram apresentados no grupo veiculo + IR. No
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que concerne aos parametros do ECG (PRi, QTc e duragdo do complexo QRS) ndo foi

observado alteragdo significativa entre os grupos experimentais (Fig.17B-D).
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Figura 16- Naringina preveniu a reducdo da pressdo desenvolvida pelo ventriculo
esquerdo (PDVE) induzida pela isquemia reperfusao (IR). (A) Registro representativo da
PDVE nos grupos experimentais, (B) PDVE, (C) Derivada da contracdo (+dP/dt), (D) Derivada
do relaxamento (-dP/dt), (E) Frequéncia cardiaca e (F) Pressdo coronariana (n=10). ANOVA
de duas vias seguida pelo po6s-teste de Bonferroni (*p<0,05 vs controle, #p< 0,05 vs veiculo +
IR, $p< 0,05 NRG vs n-acetilcisteina- NAC).



31

4.3 O pré-tratamento com naringina reduziu a gravidade das arritmias cardiacas

induzidas pela IR

A quantificagdo das arritmias foi realizada no periodo de reperfuséo (60 min) por meio
do ECG. Foi possivel classificar trés tipos de arritmias: BVP, TV, FV. Os tracados
eletrocardiogréaficos representativos das arritmias apresentadas pelos grupos experimentais
estdo mostrados na Fig. 18A. Observou-se que apenas 0 grupo Veiculo + IR apresentou 0s 3
tipos de arritmias, sendo a FV considerada a mais grave, assim como apresentou um maior
escore de arritmias (21,40 + 2,48 u.a., p< 0,05) quando comparado ao controle (5,0 + 1,26 u.a.)
(p <0,05) (Fig.18B). Além disso, os grupos tratados com NRG e NAC submetidos a IR tiveram
os episodios de arritmias reduzidos apresentando escores semelhantes ao grupo controle (5,5 +
0,72 u.a. e 4,8 £ 1,11 u.a.), respectivamente (Fig. 18B).

A ocorréncia das arritmias e a classificacdo em seus subtipos estdo mostradas na Fig.
18C. Os resultados mostraram que o grupo veiculo+IR apresentou a arritmia considerada mais
grave, FV (11 = 3,6%, p < 0,05) em comparagdo ao grupo controle. Interessantemente, 0s
grupos pré-tratados com NRG e NAC ndo apresentaram episodios de FV. Em relacdo a TV e

BVP nao houve diferenca estatistica entre os grupos estudados.
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Figura 17 — Naringina preveniu a alteracdo no segmento ST e inversdo da onda T induzida pela
isquemia reperfusao (IR). (A) Registro representativo do ECG no (a) controle, (b) veiculo + IR, (c) NRG
+ IR e (d) NAC + IR; (B) Intervalo PR (PRi); (C) QTc e (D) Duracdo do complexo QRS (n=7). Os
parametros do ECC foram mensurados no final da reperfusdo. ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste
de Bonferroni.
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Figura 18- Naringina reduziu a ocorréncia de arritmias induzida pela isquemia reperfusédo (IR).
(A) Registro representativo dos tipos de arritmias apresentadas nos grupos (a) controle (b) veiculo + IR,
(c) NRG + IR e (d) NAC (N — acetilcisteina) +IR; (B) escore de arritmias e (C) ocorréncia das arritmias
(n=5). ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Bonferroni (*p <0,05 vs controle, #p < 0,05 vs
veiculo + IR).
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4.4 O pré-tratamento com a NRG reduziu a area de infarto induzido pela IR

A Fig. 19A mostra imagens dos corages em corte transverso e corados com TTC que
dé a coloracdo avermelhada nas areas com células viaveis. Em contrapartida as areas com
coloragdo mais clara representam &reas de infarto. Pode-se observar nas imagens o aumento da
area de infarto nos coragdes submetidos a isquemia e que nao foram pré-tratados (veiculo +
IR).

A injuria da IR promoveu dano celular evidenciado pelo aumento da area de infarto no
grupo veiculo + IR (47%) quando comparado ao grupo controle (9%) (p < 0,05, Fig. 19A). O
pré-tratamento com NRG e NAC promoveu cardioprotecdo caracterizada pela diminuicéo
significativa da area de infarto quando comparados ao grupo controle, 10% e 14%,
respectivamente (Fig. 19A).

O extravasamento da enzima citosolica lactato desidrogenase (LDH) apresentou-se
aumentado no grupo veiculo + IR quando comparado ao grupo controle (p < 0,05) e aos grupos
tratados com NRG e NAC (p < 0,05). Foi observada uma reducdo de LDH de 78% (NRG+IR)
e 79% (NAC+IR) quando comparado ao grupo veiculo (p< 0,05).
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Figura 19 — Naringina reduziu a area de infarto e o extravasamento da enzima Lactato
desidrogenase (LDH) nos coragdes submetidos a isquemia reperfusdo (IR). (A) Imagens
representativas dos coracdes nos grupos estudados (painel superior) e area de infarto em
percentual da area total do coracdo (painel inferior). (B) Concentracdo de LDH nos diferentes
grupos experimentais. A coleta de LDH foi realizada ao final da Reperfuséo. ANOVA de uma
via seguida pelo pos-teste de Bonferroni (n=5, *p<0,05 vs controle, #p<0,05 vs veiculo+IR).
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4.5 Naringina diminuiu a producao de EROs nos coracfes submetidos a IR

Como o processo de injaria de IR ocorre por aumento na producdo de EROs,
investigamos se o pré-tratamento com a NRG diminuia geracdo de EROs. A Fig.20A mostra as
imagens representativas da fluorescéncia do DHE nos tecidos cardiacos nos grupos: controle,
veiculo + IR e NRG + IR. Como pode ser observado, a fluorescéncia no grupo tratado com
NRG reduziu sua intensidade quando comparado ao grupo veiculo+IR, assemelhando-se ao
grupo que ndo passou pela injuria cardiaca (controle). Da mesma forma, quando avaliado
quantitativamente, observou-se um aumento da fluorescéncia indicando aumento na producgéo
de EROs, principalmente de anion superoxido, no grupo veiculo+IR (1,61 + 0,30 u.a., p < 0,05)
quando comparado ao grupo controle (1,0 + 0,14 u.a.) e reducédo no grupo NRG+IR (1,11 +
0,10 u.a. p < 0,05) (Fig. 20B).
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Figura 20- Naringina reduziu a producdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) gerado pela
injuria da isquemia reperfusdo (IR).(A)Imagens representativas da fluorescéncia do DHE
(dihidroetidio) nos tecidos cardiacos nos diferentes grupos experimentais. Escala de 25 pm e objetiva
de 40x.(B) Analise quantitativa da fluorescéncia do DHE (n=5). ANOVA de uma via seguida pelo
pos-teste de Bonferroni (*p<0,05 vs controle, #p< 0,05 vs veiculo+IR).
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4.6 Naringina diminuiu o estresse oxidativo nos coracfes submetidos a IR

Foi avaliado se o pré-tratamento com NRG reduziria o estresse oxidativo caracteristico
da injdria de IR. Como pode ser observado nas Fig. 21A e B, o grupo veiculo + IR apresentou
diminuicdo significativa da CAT e SOD quando comparado ao grupo controle (p < 0,05), em
61% e 50%, respectivamente. Interessantemente, os grupos tratados com NRG e NAC foram
capazes de restabelecer as atividades dessas enzimas a situacdo controle. Ndo houve diferenca
estatistica significativa na concentracdo de grupos sulfidrilas e carbonilacdo de proteinas
mostrando que ndo houve dano proteico (Fig. 21C e E).

A fim de avaliar se NRG apresentaria efeito protetor contra a lesdo tecidual pds-
isquémica foi realizado o teste de TBARS. De acordo com a Fig. 21D, observa-se aumento do
MDA no grupo veiculo + IR (3,38 £ 0,47 nmol MDA/mg proteina) em relagéo ao controle (1,82
+ 0,24 nmol MDA/mg proteina) (p < 0,05) e reducéo significativa da peroxidacdo lipidica nos
grupos tratados com NRG (1,48 £+ 0,06 nmol MDA/mg proteina) e NAC (2,03 = 0,24 nmol
MDA/mg proteina) em relagdo ao veiculo + IR ( p < 0,05)
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Figura 21-Naringina reduziu o estresse oxidativo gerado pela injuria da IR ao aumentar a
atividade das enzimas endogenas. (A) atividade da catalase (CAT). (B) atividade da superoxido
dismutase (SOD). (C) concentracdo de grupos sulfidrilas livres. (D) concentracdo da carbonilacao
de proteinas. (E) Teste de TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitarico). (n=5). ANOVA de
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uma via seguida pelo pos-teste de Bonferroni (*p<0,05 vs controle, #p< 0,05 vs veiculo+IR).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou que o pré-tratamento dos ratos com a NRG, um flavonoide
encontrado em uvas e frutas citricas, na dose de 25 mg/kg, durante 7 dias, promoveu efeito
cardioprotetor promissor frente a injuria da IR em coracdo isolado de rato por: (1) melhorar a
funcdo cardiaca; (2) prevenir as alteracdes eletrocardiogréficas tipicas do IAM e a isquemia;
(3) diminuir a gravidade das arritmias cardiacas, (4) reduzir o dano oxidativo, (5) melhorar os
sistemas de defesa antioxidante e (6) reduzir o dano cardiaco comprovados pela diminui¢cdo da
area de infarto e concentragdes de LDH.

Na IR do coracdo, ocorre aumento da producdo de EROs no periodo da reperfusdo
(BROWN; GRIENDLING, 2015). Sabe-se que as EROs sdo capazes de se ligar aos acidos
graxos poli-insaturados iniciando, dessa forma, o processo de peroxidacdo lipidica que leva ao
dano celular. O MDA ¢ o principal composto orgéanico produzido na peroxidacéo lipidica, no
qual uma molécula de MDA reage com duas moléculas de TBA (&cido tiobarbiturico) e forma
uma cor avermelhada que pode ser lida, posteriormente, em um espectrofotémetro. Além disso,
sabe-se que o0 estresse oxidativo é considerado um tema desafiador e ao mesmo tempo relevante
para a vida humana moderna, sendo associado ao desenvolvimento de diversas patologias,
envelhecimento e até ao aumento da mortalidade (TSIKAS, 2017).

No teste piloto para determinacdo da dose de NRG, resolvemos investigar o possivel
efeito cardioprotetor desse flavonoide sobre a IR avaliando a peroxidacdo lipidica. O teste de
TBARs, além de simples e barato, é amplamente utilizado para medir a atividade antioxidante
na presenca de substratos lipidicos (GHANI et al., 2017). Foi constatado, por meio dos ensaios
do TBARs, que o pré-tratamento com a dose de 25mg/kg reduziu a peroxidacdo lipidica
derivada da injuria de IR. Assim, sugere-se que a cardioprotecdo da NRG ocorre por meio da
protecdo contra processos oxidativos, principalmente no que concerne a permeabilidade da
membrana.

Estudos anteriores mostraram que a NRG inibiu a peroxidacéo lipidica e 0 metabolismo
do acido araquidénico (ISIK et al., 2015). As doses de NRG usadas em estudos in vivo séo
bastante variadas. Rani et al. (2013) usaram as doses de 20, 40 e 80 mg/kg de NRG, por via
oral, por um periodo de 14 dias, para avaliar o seu efeito na IR local por oclusdo da coronaria
descendente. Em um estudo de IR renal a dose de NRG utilizada foi 100 mg/kg por via oral

(AMINI et al., 2019); 50 mg/kg para avaliar o seu efeito sobre a isquemia intestinal (BAKAR
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et al., 2019); 400 mg/kg em um estudo de isquemia em pata traseira de rato (GURSUL et al.,
2016).

Levando-se em consideracdo o intervalo de doses da NRG adotado nos estudos de IR,
a dose de 25 mg/kg que foi utilizada no nosso estudo, apresenta-se como promissora, pois
mesmo sendo uma dose baixa apresentou efeito significativo em comparacéao as doses maiores.
O NAC foi utilizado como controle positivo em virtude de ser um agente antioxidante
conhecido (ALDINI et al., 2018). Dentre os efeitos do NAC no IAM tém-se: a redugdo das
EROs e RL, inibicdo da cascata inflamatodria, efeito antiplaquetario e inibicdo da conversao da
enzima conversora de angiotensina (ECA)(MARENCO; FRYE, 2018).

Em virtude da baixa solubilidade da NRG em &gua, a dilui¢do desse flavonoide ocorreu
em meio com DMSO a 25%, o qual é considerado um solvente com baixa toxicidade. Jabbari
et al. (2017), usando modelo computacional, mostraram um nimero maior de moléculas de
DMSO (porcentagem acima de 20%) na vizinhanca da NRG quando comparado ao nimero de
moléculas de agua, tornando a NRG mais soluvel.

A'injdria da IR leva a perda da funcéo cardiaca evidenciada pela reducdo da PDVE e da
velocidade de recuperacdo das derivadas maxima de contracdo e do relaxamento como
mostrados em diversos estudos (QIU et al., 2017; SHANMUGAM et al., 2018; WANG et al.,
2015; ZHANG et al., 2015). Os nossos resultados mostraram que o pré-tratamento com a NRG
melhorou a recuperacdo dos parametros contrateis do ventriculo esquerdo durante a IR
caracterizando um efeito cardioprotetor. Resultados semelhantes foram encontrados com outros
compostos naturais, a exemplo do mirtenol (BRITTO et al., 2018) e da naringenina (NARI)
(MENG et al., 2016) em que houve também recuperacdo da PDVE e das derivadas maxima de
contragdo e relaxamento na reperfusdo.

A NARI € uma flavona que junto com o dissacarideo neohesperidose da origem a NRG,
conferindo sabor amargo as frutas (YIN; XIAO; ZHANG, 2015; ZHANG et al., 2014). Outro
trabalho, realizado por Shanmugam et al. (2018), mostrou que a fisetina, um flavonoide
encontrado em frutas e vegetais, melhorou a funcdo cardiaca restaurando a pressdo sistolica
ventricular esquerda (PSVE) e pressdo diastélica ventricular esquerda (PDVE).

Os animais pré-tratados com NRG e NAC ndo apresentaram a inversdo daonda T e 0
supradesnivelamento do segmento ST nos registros eletrocardiograficos, alteracGes essas
observadas no grupo veiculo + IR, demonstrando efeito cardioprotetor da NRG por prevenir as
alteracdes elétricas sugestivas de IAM. O sinal mais precoce do IAM € a perda discreta da

concavidade do segmento ST. Assim, na fase aguda do 1AM ocorre supradesnivelamento de
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ST e aumento da amplitude da onda T representando um sinal de piora da evolucéo da doenga
com elevado risco para ocorrer FV (MANSUR et al., 2006).

Na prética clinica, com a evolucdo do 1AM, as alteracGes eletrofisioldégicas como a
inversdo da onda T comegcam a aparecer em cerca de 24 h. Com o tratamento na reperfuséo,
alguns critérios sdo utilizados para indicar melhora no progndstico, tais como: normalizagdo do
supradesnivelamento do ST com regressdo de 70% ap6s 90 minutos (FRIEDMAM, 2016).
Além dessas alteracdes, o IAM pode ocasionar infradesnivelamento do ST, elevacédo por curto
periodo de tempo do ST, ou mesmo sem alteracdes na repolarizacdo, sendo todas essas
condicdes associadas a elevacdo de marcadores de necrose miocérdica (FILHO; FEITOSA,
2010).

A liberacéo de enzimas, tais como a LDH e a medida do tamanho da area de infarto séo
parametros importantes para avaliar a injuria cardiaca. Os nossos resultados mostraram que o
pré-tratamento com NRG reduziu tanto a concentracdo de LDH no perfusato quanto a area de
infarto dos coragdes mostrando protecdo ao diminuir o dano tecidual cardiaco. A coloragdo com
TTC € um teste preciso para avaliacdo da area de infarto, onde este corante em contato com
células viaveis sofre reducdo por desidrogenases assumindo a cor vermelho escura, 0 que ndo
ocorre com células nao viaveis, as quais permanecem com coloragdo mais clara. Assim, 0 TTC
possibilita a caracterizacdo da necrose imediatamente apds a morte celular (TUCCI, 2011). A
LDH é uma enzima intracelular citosolica que € liberada para o meio extracelular apés lesdo da
membrana sarcolemal e por este motivo € utilizada como biomarcador de dano cardiaco
(POVLSEN et al., 2014).

Diversos autores constataram que a reducdo da area de infarto, apds tratamento com
compostos flavonoides, esta associada aos seus efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios e
antiarritmicos (ENAYATI et al., 2018; PASHAI et al., 2016; SELVARAJ; PUGALENDI,
2010). Rani et al.(2013) avaliaram o efeito cardioprotetor da NRG em isquemia local de ratos
e observou diminuicdo da area de infarto e atenuacdo do estresse oxidativo por sua atividade
antioxidante. A NRG também apresentou efeito antioxidante em injuria de IR no rim (SINGH;
CHOPRA, 2004), atenuou o dano oxidativo e alteracdes histopatologicas em IR no cérebro
(GAUR; AGGARWAL; KUMAR, 2009), atenuou o estresse oxidativo com reducao de radicais
livres em lesdo ao mlsculo esquelético (GURSUL et al., 2016). A NARI apresentou efeito
cardioprotetor em protocolo de IR global com diminuicdo da area de infarto e LDH, por
apresentar atividade antioxidante no miocardio (MENG et al., 2016). A area de infarto tambéem
foi diminuida pela NARI em estudo de IR miocérdica por oclusdo da coronaria (TESTAI et
al., 2013).
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Sabe-se que no periodo da reperfusdo ocorre lesdo tecidual e varios eventos prejudiciais
e dentre eles podemos destacar as arritmias cardiacas (FEYZIZADE e BADALZADEH, 2017).
No nosso estudo, trés tipos de arritmias foram observadas no periodo da reperfuséo (TV, FV e
BVP). E importante ressaltar que o grupo controle apresentou BVP e TV mesmo sem passar
pela injdria de IR, pois apds a toracotomia e canulacdo da aorta o coragdo passa por um pequeno
periodo (até 5 minutos) em isquemia até ser ligado ao sistema de Langendorff. O pré-tratamento
dos animais com a NRG ou NAC preveniu 0 aparecimento da arritmia mais severa, a FV.
Estudos apontam que aocorréncia de arritmias, durante o periodo de reperfusdo, esteve presente
em 80% dos pacientes que apresentaram IAM (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2012),
sendo a TV a complicagdo mais frequente (MITRANI; MYERBURG, 2017). A FV
frequentemente traz complicacOes severas aos pacientes com |AM com uma incidéncia de 6 a
21%. Além disso, batimentos rapidos e irregulares do ventriculo podem causar maior
comprometimento da circulacdo coronariana e da fungéo ventricular esquerda implicando em
um prognastico ruim para pacientes hospitalizados (REHMAN et al., 2017).

Outros estudos que avaliaram substancias antioxidantes apresentaram resultados que
corroboram com nossos achados, reducédo da gravidade das arritmias (BRITTO et al., 2018;
YANG et al., 2018). Estudos mostram que o aumento das EROs e de citocinas inflamatorias,
decorrentes da IR, estd diretamente ligado a ocorréncia das arritmias (BADALZADEH et al.,
2014; MITRANI; MYERBURG, 2017). Além disso, a sobrecarga de Ca?* e a abertura do
PTPM ainda sdo caracterizadas como os principais desencadeadores das arritmias cardiacas
(ARRIAGADA; TREWER; GONZALEZ, 2018; BADALZADEH et al., 2014; LESNEFSKY
et al., 2017).

A arritmogénese ocasionada pela IR foi avaliada por Becerra et al.(2016) que mostraram
que o receptor de rianodina 2 (RyR2), contribuiu para o aparecimento de arritmias na
reperfusdo. Nesse estudo, foi observado que quando a oxidacdo do grupamento tiol do RyR2
foi inibida com a mercaptopropionilglicina (MPG), um inibidor da conversao da enzima xantina
desidrogenase em xantina oxidase, houve uma inibicdo da producdo de RL havendo uma
reducdo no nimero de arritmias.

A sobrecarga de calcio e producdo excessiva de EROs sdo causas importantes na injaria
de IR e cada um representa um alvo potencial para flavonoides a fim de proteger o tecido
isquémico e reperfundido (QIN; WILLIAMS; WOODMAN, 2011). Em estudo de revisao
realizado por Testai (2015), foi constatado que a ingestdo de alimentos ricos em flavonoides
reduziu os fatores de risco cardiovascular e a mortalidade. Além disso, foram estudados

diversos efeitos cardioprotetores dos flavonoides em varios modelos animais de isquemia e
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observou-se, que dentre os mecanismos de defesa encontrava-se o efeito antioxidante crucial
para cardioprotecao.

Akhlaghi e Bandy (2009) estudaram os mecanismos de protegéo dos flavonoides contra
injuria de IR miocardica e observaram que os flavonoides podem agir diretamente, impedindo
a geracdo de EROs, agindo como sequestrador de EROs, exercendo seus efeitos antioxidantes
com o aumento de enzimas antioxidantes celulares e inibicdo da xantina oxidase e NADPH
oxidases. Observaram também que os flavonoides possuiam a capacidade de provocar
vasorelaxamento, diminuindo a injdria da IR e reestabelecendo o fluxo sanguineo.

Dentro desse contexto, a NRG sendo um flavonoide pode apresentar também esses
efeitos cardioprotetores. No nosso estudo, o pré-tratamento com NRG diminuiu o estresse
oxidativo por restaurar as enzimas antioxidantes a exemplo da SOD e CAT. Resultado
semelhante foi encontrado no controle positivo NAC + IR. Além disso, a recuperacdo das
enzimas foi acompanhada pela redu¢do do MDA no grupo pre-tratado com NRG indicando que
a cardioprotecdo da NRG esta associada a sua acdo antioxidante. O estresse oxidativo surge
com o desequilibrio entre a defesa antioxidante (CAT, SOD, GPx e glutationa redutase) e o
dano oxidativo (RL, peroxidacdo lipidica e carbonilagdo das proteinas) (BARBOSA et al.,
2010). Dessa forma, a reducéo do estresse oxidativo € caracterizada como sendo uma estratégia
para prevenir os danos causados pela injuria da IR.

Em estudo realizado por Khodayar et al. (2018) que avaliou o efeito da NRG na
cardiotoxidade induzida pelo bisfenol A (BPA), uma substancia quimica utilizado na industria
de epoxi resinas e plasticos de policarbonato, foi observada que a cardioprotecdo do preé-
tratamento com a NRG foi decorrente da supressao da peroxidacao lipidica (reducdo do MDA)
e aumento da atividade antioxidante da SOD e CAT. Outros estudos com flavonoides
corroboram com os achados da presente pesquisa. A NARI aumentou a atividade da SOD e
diminuiu 0 MDA melhorando a capacidade antioxidante em coragdes de ratos submetidos a IR
(MENG et al., 2016). Ao estudar a tilianina, um flavonoide antioxidante, foi observado
recuperacdo da atividade da SOD e diminui¢cdo do MDA quando comparados ao grupo controle
na IR miocardica (ZENG et al., 2018). A fisetina, outro flavonoide antioxidante, igualmente
atenuou o estresse oxidativo ao ampliar o sistema de defesa antioxidante enddégeno com a
recuperacdo da SOD e CAT, bem como reducédo da peroxidacéo lipidica (SHANMUGAM et
al., 2018).

Sabe-se que as EROs podem modificar aminoacidos fragmentando as cadeias
polipeptidicas levando a sua degradacdo. Assim, tanto o dano oxidativo as proteinas quanto aos

lipidios esté relacionado ao processo de envelhecimento e surgimento de mutac6es, doencas e
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cancer (WANG et al., 2014). O grupo SH (sulfidril) pode ser oxidado por RL comprometendo
o funcionamento das proteinas (TROMM et al., 2012). Assim, a oxidagdo desses grupamentos
SH ¢ responsavel por causar alteracdo na conformacdo das proteinas levando a perda da
atividade ou funcéo proteica (BIRBEN et al., 2012), sendo o0s seus produtos considerados
marcadores do estresse oxidativo celular (PEREZ et al., 2012).

No nosso estudo ndo houve diferenca estatistica entre os grupos quando relacionados a
degradacdo proteica demonstrando que provavelmente o efeito da injdria se deu na
permeabilidade e excitabilidade da membrana. Estudos que avaliem a sulfidrilacdo e
carbonilacdo das proteinas em protocolo de IR sdo escassos. No entanto, Britto et al. (2018)
observaram uma carbonilagdo aumentada de proteinas e a diminuicdo do teor de sulfidrilas nas
proteinas cardiacas durante a injdria por IR que foram recuperadas pelo tratamento com o
mirtenol, resultado este contrario aos achados do nosso estudo.

A S-nitrosilacdo é definida como sendo uma reacao reversivel entre o0 NO e a sulfidrila
(tiol) de um residuo de cisteina que leva a formacao de SNO (S-nitrosotiol) (BECERRA et al.,
2016). Estudos reportam que a ocorréncia de arritmias na reperfusdo foi ocasionada pelo
aumento espontaneo do calcio sarcosplasmatico, resultado da diminuicdo da S-nitrosilacdo da
RyR2 pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS) que forma o composto RyR2-NO, guanto pelo
aumento da oxidacdo da RyR2 (RyRSOx). O desequilibrio nitroso-redox, ocasionado pela
diminuicdo da atividade da NOS, leva a um fendtipo arritmico grave ocasionado pelo estresse
oxidativo que pode ser restaurado por meio de terapias que atenuem esse desbalango prevenindo
a morte subita por arritmias (CUTLER et al., 2012).

Os resultados apresentados no nosso estudo, no que concerne a recuperacao da SOD e
CAT, confirmam os achados da reducédo na intensidade da fluorescéncia do DHE nos grupos
pré-tratados com NRG. O DHE é uma sonda fluorescente utilizado para detectar principalmente
0 O2* intracelular. Quando o O* é oxidado pelo DHE gera um composto denominado 2-
hidroxi-etidio (2-E + OH) que confere especificidade a avaliacdo do O.* dentre outras EROs.
No entanto, essa oxidacdo também gera a formacdo de outros produtos fluorescentes como o
etidio sendo que a quantificacéo tanto deste quanto do O2* s6 pode ser realizada por meio de
sua separacao fisica pelo HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia). Portanto, o DHE nédo
é especifico para identificar apenas um tipo de EROs (FERNANDES; GONCALVES;
LAURINDO, 2017).

Com base nos resultados apresentados pelo pré-tratamento com a NRG foi constatado

que a atenuacgdo do estresse oxidativo é o principal mecanismo para sua cardioprotecdo. Vale
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ressaltar que, estudos tém evidenciado o papel dos canais para K* sensiveis ao ATP localizados
no sarcolema (sarcoKatp) e na mitocondria (mitoKatp) como importantes reguladores no pré-
condionamento da IR (GARLID et al., 1996). Testai et al. (2013) e Meng et al. (2016) avaliaram
o efeito cardioprotetor da NARIcontra IR por ativacdo dos Kartp e constataram que a
cardioprotecdo anti-isquémica desse composto se deu pela ativagdo desses canais. O
mecanismo de protecdo se da pela ativacdo das correntes de potassio que leva a repolarizacdo
mais réapida da célula diminuindo o influxo de ions calcio. Dessa forma, ha uma reducéo da
absorcdo de célcio durante a isquemia protegendo contra a morte celular durante a reperfusdo
(KANG et al., 2007).

Considerando que ainda existem grandes desafios no processo de prevencao das DCVs
e que estas possuem origem multifatorial, controlar os fatores de risco modificaveis contribuem
para diminuicdo da morbimortalidade. O estudo de produtos naturais que possam ser incluidos
na alimentacdo diaria ou em forma de suplemento, torna-se importante para prevencdo do 1AM
e associa-se a uma melhora a qualidade de vida, estimulando mudancas de comportamentos e

refor¢cando o autocuidado para promogéo da saude.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo mostrou que a NRG exerce efeito cardioprotetor contra a injdria da
IR, visto que, o pré-tratamento dos animais, por via oral, durante 7 dias, preservou a funcéo
contrétil do coracdo evitando alteracBes elétricas tipicas de isquemia e infarto miocéardico
(inversdo da onda T e supradesnivelamento do segmento - ST). Além disso, a NRG diminuiu a
gravidade das arritmias cardiacas observadas na reperfusdo, diminuindo a &rea do infarto do
miocardio e o extravasamento do LDH. Também foi observado que a NRG foi capaz de
diminuir a producdo de EROs durante o processo de IR, diminuir o dano oxidativo (peroxidacéo
lipidica), restaurar as enzimas antioxidantes (catalase e SOD). Diante dos resultados obtidos,
podemos concluir que a NRG é um flavonoide promissor na prevencdo de injuria cardiaca

ocasionada por isquemia e reperfuséo.
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