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RESUMO

EFEITOS CONTRATEIS, ELETRICOS E ANTIOXIDANTES DE Canavalia rosea NO
MIOCARDIO DE RATO E SEU PAPEL NA PREVENCAO DOS DANOS
DECORRENTES DA LESAO PROVOCADA PELA REPERFUSAO TISSULAR. Maraisa
Bezerra de Jesus Feitosa, Aracaju, 2014.

Os produtos derivados de plantas tém sido vastamente estudados para prevengdo, cura e
tratamento de doencas. Sustancias neles presentes e que apresentam atividade antioxidante
sdo de grande interesse para a minimizagdo da injdria cardiaca que pode ser provocada pela
reperfusdo deste tecido. A injdria de reperfusdo cardiaca € um fenémeno fisiopatoldgico
ocorrendo nas sindromes coronarianas, nas cirurgias cardiovasculares e nas angioplastias,
podendo gerar lesdes no tecido cardiaco. Neste contexto, € importante avaliar os efeitos
bioldgicos de derivados de plantas, avaliando o seu potencial antioxidante Gtil na protecéo do
tecido cardiaco e na prevencdo dos danos causados por diversas doencas cardiacas. Uma
fragcdo de acetato de etila (FAE) foi obtida do extrato bruto das folhas de Canavalia rosea. A
FAE foi submetida a prospeccdo fitoquimica tendo sido nela identificados compostos
antioxidantes. A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante desta fragdo foi realizada
estudando sua capacidade de sequestrar o radical livre DPPH’. Foi observado que ela
promoveu uma reducdo significativa deste radical (p<0,001), apresentando uma inibi¢cdo na
producdo deste radical de 46,7 + 3,5 % com uma CEsy de 20,9 + 0,3 pg/mL. O indice de
Atividade Antioxidante (IAA) apresentado pela fragdo foi de 1,42, considerado forte, dentro
da escala proposta por Soler-Rivas et al., (2000) e Argolo et al., (2004). A lipoperoxidacao in
vitro foi induzida pelo sulfato ferroso. Nas diferentes concentragdes testadas, a FAE reduziu
significativamente a lipoperoxidacdo induzida por esta substancia. Foram também avaliados
os efeitos contrateis e elétricos da FAE (300 pg/mL) em coracdo isolado de ratos montado em
sistema de perfusdo adrtica do tipo Langendorff. A FAE alterou de forma significativa o perfil
eletrocardiografico, aumentando a duracdo do intervalo PR (PRi) (de 78,48 para 104,7,n =5,
p<0,05), do intervalo QT (QTi) (de 30,41 para 41,03, n = 5, p<0,05) e do complexo QRS (de
17,36 para 25,19, n = 5, p<0,05) e reduzindo a frequéncia cardiaca (de 128,5 para 87,82, n =5,
p<0,05). Na avaliacdo dos efeitos contrateis, a fracdo diminuiu a pressdo intraventricular
esquerda (PVE) (de 1,682 para 1,173, n = 5, p<0,05), bem como a velocidade méaxima de
contracdo. O efeito cardioprotetor da FAE foi testado avaliando seu potencial para limitar a
injaria tissular provocada pela reperfusdo. Para isto, foram empregados métodos enzimaticos
a fim de avaliar o estresse oxidativo e também sua acdo sobre a atividade contrétil do tecido.
Os resultados mostraram que a FAE reduziu significativamente a dP/dt méxima tanto na
contracdo quanto no relaxamento. Ainda mais, ela aumentou o tempo de diéstole e a PVE. Na
reperfusdo pos-isquemia, houve melhora significativa da frequéncia cardiaca e diminuicéo do
indice de Severidade da Arritmia (ISA). A avaliacio dos efeitos antioxidantes foi feita através
da medida da TBARS e da atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx) e redutase (GR). Foi observado que a peroxidacéao
lipidica foi significativamente menor nos coracGes perfundidos previamente com a FAE e
depois submetidos a isquemia e a reperfusdo do que quando comparados com 0 grupo
perfundido somente com o veiculo (animais controle). As atividades da SOD, GPx e GR
foram significativamente maiores nos corac¢des perfundidos previamente com a FAE, porém a
atividade da CAT foi menor neste grupo. Ao analisarmos a concentragdo do marcador CK
observamos que a mesma apresentou-se menor no grupo perfundido previamente com FAE.
Com este conjunto de resultados concluimos que a FAE melhora a funcdo cardiaca pos-
isquémica. Isto pode ter decorrido da habilidade que os flavonoides tém de sequestrar radicais
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livres e/ou da habilidade da FAE em induzir o aumento da atividade de enzimas antioxidantes
nos coracgdes submetidos a injaria decorrente da reperfusdo do tecido cardiaco.

Palavras chave: isquemia miocardica, reperfusdo miocardica, Canavalia rosea, antioxidantes.



ABSTRACT

CONTRACTILE, ELECTRICAL, AND ANTIOXIDANT EFFECTS PRODUCED BY
Canavalia rosea ON THE RAT MYOCARDIUM AND EVAUATION OF ITS ROLE
PREVENTING INJURIES CAUSED BY REPERFUSION OF THE CARDIAC TISSUE.
Maraisa Bezerra de Jesus Feitosa, Aracaju, 2014

Plant-derived products have been widely studied for prevention and treatment of several
diseases. Substances present in them showing antioxidant activities are of great interest
because they are able to minimize cardiac injury associated to reperfusion of ischemic tissues.
The cardiac reperfusion injury is a physiopathological phenomenon that can occur in coronary
syndromes, during cardiovascular surgery and during angioplasty generating heart tissue
lesions. In this context, it becomes important to evaluate the biological effects promoted by
plant extracts looking for understand their potential for antioxidant protection in order to
prevent cardiac tissue damage. Ethyl acetate fraction (FAE) was obtained from the crude
extract of Canavalia rosea leaf. FAE was subjected to a phytochemical screening and some
antioxidants molecules were identified. Quantitative evaluation of the antioxidant activity and
the ability of FAE to scavenge DPPH’ radicals was performed. It was found that FAE caused
a significant reduction in the amount of this radical (p < 0.001), inhibiting its production in
46.7 = 3.5% with a ECso of 20.9 £ 0.3 pg/mL. The index of antioxidant activity (IAA)
associated to this fraction was 1.42, considered high (Soler-Rivas et al., 2000; Argolo et al.,
2004). The in vitro lipid peroxidation was induced by ferrous sulfate. Different concentrations
of FAE reduced the lipid peroxidation induced by this substance. We also have evaluate the
electrical and contractile effects of FAE (300 pg/mL) in isolated hearts of rats mounted in
Langendorff aortic perfusion system. FAE changed significantly, the electrocardiographic
profile, increasing the duration of the following intervals: PRi (from 78.48 to 104.7, n = 5,
p<0.05), QTi, (from 30.41 to 41.03, n = 5, p<0.05) as well as the QRS complex (from 17.36
to 25.19, n = 5, p<0.05). Furthermore, it reduced the heart rate (from 128.5 to 87.8, n =5,
p<0.05). Studing its contractile effects, we have observed that this fraction promoted
reduction of the left intraventricular pressure (PVE) (from 1.68 to 1.17, n = 5, p<0.05) as the
contraction speed. Cardioprotective effect of FAE was evaluated by testing its skill to reduce
the myocardial injury promoted by reperfusion of the heart tissue. To do that, we have
employed enzymatic methods in order to evaluate the oxidative stress and also its action on
the tissue contractile activity. Our results showed that the FAE reduced dP/dt maximum
measured during systole and diastole. Conversely, it increased the diastolic time and also the
PVE. During reperfusion after ischemia FAE significantly improved the heart rate decreasings
the Index of Severity of Arrhythmia (ISA). The evaluation of antioxidant effects was
performed by TBARS measurements as well as studying the superoxide dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPx), and reductase (GR) activities. It was observed
that lipid peroxidation was significantly lowered in hearts previously perfused with FAE, and
subjected to protocols of ischemia-reperfusion, when compared with the animal group only
infused with the vehicle (control animals). The activities of SOD, GPx and GR was
significantly higher in hearts previously perfused with FAE, but CAT activity was lower.
Looking at CK we observe that this index was lower in previously perfused by the FAE. With
this set of results we can conclude that the FAE improves post-ischemic cardiac function. This
may be due to the ability of flavonoids scavengers radicals and/or ability on the FAE induces
increased activity of antioxidant enzymes in hearts subjected the injuries resulting from the
cardiac reperfusion.



Key words: myocardial ischemic, myocardial reperfusion, Canavalia rosea, antioxidants.
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1 INTRODUCAO

A isquemia é a falta ou interrupcdo de suprimento sanguineo para um tecido orgéanico
devido a obstrucdo da vasculatura. Como o sangue, por meio das hemaécias, leva o oxigénio as
células, a isquemia da origem a hipdxia e contribui para a fisiopatologia de condi¢es como,
por exemplo, infarto do miocéardio, insuficiéncia vascular periférica e choque hipovolémico
(SILVA JR et al., 2002). O infarto agudo do miocéardio (IAM) é, portanto, definido como foco
de necrose resultante desta baixa perfusdo tecidual, com sinais e sintomas consequentes da
morte celular cardiaca (ZORNOFF et al., 2009).

O retorno precoce deste fluxo, denominado reperfusdo, pode prevenir a lesdo miocardica
por isquemia e reduzir o tamanho do infarto, sendo este um objetivo terapéutico
(MINAMINO, 2012; HALLEN, 2012). Porém, as doencas isquémicas do coragdo, ainda
acarretam um alto indice de mortalidade e insuficiéncia cardiaca (MINAMINO, 2012; SILVA
JR, 2006; SILVA et al., 2002; SZABO et al., 1996; AALTO e RAIVIO, 1993; ZHANG et al.,
1994).

Estima-se, em todo o mundo, que a sindrome de isquemia-reperfusdo possa ocorrer em
proporcOes epidémicas. Poucas patologias tiveram sua evolucdo alterada de maneira téo
significativa como o IAM. Ocorreu, na populacdo mundial, redugéo acentuada da mortalidade
em consequéncia da evolucdo dos tratamentos nos Gltimos 30 anos (ZORNOFF et al., 2009).

Porém, no Brasil, segundo o 6rgdo brasileiro DATASUS (2012), estes dados estdo na
direcdo inversa. Somente no més de julho de 2012, 896 pessoas morreram em hospitais
vitimas do IAM. Seguindo a evolucdo desta analise, 0 numero de internacdes por infarto nos
hospitais publicos aumentou, passando de 40.143 em 2000 para 68.538 em 2009, um
crescimento de 70%. O nimero de mortes em todo o pais acompanhou esse aumento, mas foi
bem menor, subiu de 59.297 em 2000 para 74.538 Obitos em 2008. J& em 2011, as
declaracGes de Obitos chegaram a 82.771, a regido nordeste é a segunda maior contribuidora

em numeros de casos anuais, 22.271, ficando atras somente da regido sudeste, com 38.664.

No pais, a oclusdo coronéria por um trombo € a principal causa de IAM. A recanalizagdo
precoce da artéria responsavel pelo infarto limita a necrose miocéardica e reduz a mortalidade
nesses pacientes (AVEZUM et al., 2004). Embora a reperfuséo possa viabilisar 0 miocardio
apos isquemia, € também responsavel por aumentar o dano tecidual, gerando arritmias,

disfuncdo mecénica no transiente do coracdo ou "atordoamento do miocardio” e lesdo
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microvascular, bem como respostas inflamatdrias e danos mitocondriais, todos esses fatores
sdo conhecidos como lesdo de reperfusdo. Na reperfusdo, a morte celular pode ocorrer devido

a apoptose, necrose e autofagia (PERRELLI et al., 2011).

Segundo Sahna et al., (2002), existem dois fatores desencadeantes envolvidos na lesdo de
reperfusdo: os radicais livres derivados do oxigénio e a sobrecarga de célcio (Ca®") citosélico,
em ambos 0s casos, a participacdo das mitocondrias é fundamental.

As mitocondrias desempenham papéis cruciais dentre os quais, estdo aqueles relacionados
ao metabolismo energético da célula, ou ainda, no disparo de sinalizacdo que culmina na
morte celular. Em midcitos cardiacos saudaveis, sua funcdo priméaria é o fornecimento de
ATP, através da fosforilacdo oxidativa, para atender a alta demanda energética do coracgédo
(HALESTRAP et al., 2004). Neste processo, ocorre hormalmente a produgdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN) e seu controle é promovido por
antioxidantes endogenos, de forma equilibrada. As mitocondrias também estdo envolvidas na
homeostase celular de fons, incluindo a do Ca?* (PERRELLI et al., 2011).

A perda da viabilidade e funcdo dos cardiomidcitos gerada pela reperfusdo ocorre,
principalmente, devido a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial
(PTPm). Por estes poros pode ocorrer a liberacdo de ERO, como também, de fatores pro-
apoptéticos, como citocromo c. As concentragdes citosolicas elevadas de Ca** também
contribuem para os danos celulares, por meio da alteracdo na permeabilidade do PTPm, como
também, ativando enzimas, tais como nucleases, fosfolipases e proteases, podendo culminar
na perda da integridade da membrana e/ou morte celular (PERRELLI et al., 2011; CAMARA
etal., 2011; HALESTRAP et al., 2004).

Portanto, novas perspectivas de intervenc6es farmacoldgicas que possam proteger contra a
lesdo de reperfusdo estdo sendo buscadas. Dentro desta abordagem, vem ganhando destaque
aquelas que possam inibir a abertura do PTPm e/ou promover o fechamento deste, seja direta
ou indiretamente (HALESTRAP et al., 2004). Alem desta, outras que atuem na sinalizacdo de

ERO e Ca®*, ou tenham acdo antioxidante (PERRELLI et al., 2011) também sdo promissoras.

Neste contexto, varios estudos tem demonstrado beneficios da utilizagdo de antioxidantes
derivados de produtos naturais como limitadores da lesdo promovida pela injaria de
reperfusdo (SUN et al., 2002; MILLER, 1998), em virtude do estresse oxidativo gerado neste

evento.
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As ERO sdo altamente lesivas e incluem os radicais livres (RL) que contenham um ou
mais elétrons desemparelhados, como superéxido (O;7), o radical hidroxila (OH") e os ndo
radicais como o peroxido de hidrogénio (H.O,) (MADAMANCHI et al., 2013). Dentre as
ERN incluem-se o 6xido nitrico (NO"), éxido nitroso (N,QO3), acido nitroso (HNO,), nitritos
(NO ), nitratos (NO3 ) e peroxinitrito (ONOO ) (GUTTERIDGE e HALLIWELL, 1990).

O OH’ e peroxinitrito (ONOO™ - derivado da reacdo do 6xido nitrico com o O,"), sdo
moléculas reativas e modificam fosfolipidios e proteinas que levam a peroxidacéo lipidica e
oxidacdo dos grupos tiois, respectivamente, além da nitracdo de alguns residuos proteicos.
Essas modificacdes podem alterar tanto a permeabilidade da membrana quanto a sua
estrutura, além de produzir modificacdo funcional de varias proteinas celulares e bombas,
como por exemplo, a atividade da Na'/K* ATPase, e a dindmica do tranporte do Ca?*,

diminuindo seu efluxo e aumentando o influxo deste ion (DHALLA et al., 2000).

Os antioxidantes sdo reconhecidos por protegerem as células, reduzindo a formacdo e
favorecendo a eliminacdo dos radicais livres, convertendo-os em moléculas menos reativas,
ou mesmo neutralizando-os, e, assim, interrompendo as reacGes em cadeia dos radicais
(VALKO et al., 2007). A atividade antioxidante encontrada em diversas frutas, verduras,
legumes e outras plantas se devem ao efeito combinado de varios compostos bioativos, como
por exemplo, polifendis, vitamina C, vitamina E, carotenoides (SASIPRIYA et al., 2012;
BLOMHOFF et al., 2005) e flavonoides (KURIAN et al., 2010).

Sendo sequestradores de radicais livres, estes antioxidantes podem exibir efeitos
cardioprotetores em modelos experimentais, como o de isquemia-reperfusdo. Apesar da
existéncia de antioxidantes sintéticos, hd um interesse crescente em antioxidantes naturais,

devido aos possiveis efeitos cancerigenos encontrados nos sintéticos (KURIAN et al., 2010).

Estudos tém demonstrado a eficacia de plantas como um agente fitoterapico em doencas
isquémicas do coracdo além de excelentes candidatos contra o estresse oxidativo em
condicBes associadas (WANG et al., 2011). Dentre elas est4 a Canavalia rosea (Sw.) DC.,

também conhecida como Canavalia maritima Thouars (KITAJIMA et al., 2008).

Segundo COSTA et al., (2010), as folhas de C. rosea, conhecida como feijao-de-praia,
guando fumada, supostamente podem agir como substituto do tabaco, e maconha, segundo
PATTAMADILOK et al., (2008). Estudos com as partes aéreas desta planta revelaram a

presenca do alcaloide guanidinico canarosina, além de esteroides e do flavonoide rutina
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(PATTAMADILOK et al., 2008). Um potencial antioxidante significante foi visto in vitro,
através do DPPH’, sendo descrito por Niveditha et al., (2012), e Costa et al., (2010).

Além disto, foi investigado por Assreuy et al., (2009), que a lecitina encontrada em C.
rosea (Con M) induzia edema de curta duracdo, osmatico, em pata em ratos, com aumento
discreto na permeabilidade vascular. Mostrou também que a Con M foi capaz de estimular a
producdo e liberacdo de oxido nitrico (NO) e este provocou o relaxamento em aorta.

Estas caracteristicas apresentadas pela C. rosea, tais como o potencial antioxidante e
aumento da producdo de NO, verificado pelo seu efeito vasorelaxante (ASSREUY et al.,
2009), fazem desta planta uma potencial candidata na prevencdo ou tratamento de danos e
patologias cardiacas causadas por estresse oxidativo. Embora varias manobras venham sendo
utilizadas, na clinica, para contornar ou prevenir a lesdo de reperfusdo, nenhuma delas
apresentam um efeito satisfatério. No intuito de descrever substancias alternativas para
prevenir a lesdo de reperfusdo, a importancia deste estudo reside. Desta forma, buscaremos
comprovar o efeito antioxidante da fracdo acetato de etila de C. rosea, bem como,
avaliaremos a sua utilizagdo como agente cardioprotetor na injuria de isquemia e reperfusdo

cardiaca.

A busca por substancias que possam garantir uma melhor recuperacdo dos pacientes que
sofreram isquemia seja por procedimentos cirtrgicos ou por IAM ¢é de extrema importancia.
Uma vez que os métodos atuais de intervencdo geram recuperacdo parcial, a qual pode ser
melhorada com a utilizacdo de substancias com acéo antioxidante, preservando, assim, 0
tecido cardiaco dos danos gerados pelo estresse oxidativo. Neste contexto, a Canavalia rosea,
devido aos componentes, pode ser um potencial antioxidante a ser testado, pois estudos
mostram efeitos bioldgicos importantes e requeridos para o tratamento de patologias

derivadas do estresse oxidativo, como a lesdo de reperfuséo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CORACAO

O funcionamento do coracdo garante a chegada de suprimento sanguineo,
transportando nutrientes, moléculas sinalizadoras e oxigénio a todas as ceélulas do

organismo e, ainda, removendo catabdlitos gerados pelo metabolismo celular.

Para isto, o coracdo funciona como duas bombas distintas, uma, que bombeia o
sangue pelos pulmdes, e outra, que bombeia o0 sangue pelos 6rgdos periféricos. Cada uma
dessas camaras é composta de um atrio e um ventriculo. O atrio funciona principalmente
como reservatorio de sangue e como via de entrada para o ventriculo, mas, também,
bombeia fracamente para ajudar a levar o sangue até o ventriculo. O ventriculo, por sua
vez, é a principal fonte da for¢a que impulsiona o sangue pela circulagdo pulmonar ou
pela periférica (LAGE e RAMIRES, 2001).

O mausculo cardiaco é estriado e denominado miocérdio. As células que o
constituem, denominadas cardiomidcitos, apresentam sarcomeros, 0s quais comportam
uma rede organizada de proteinas, cuja dindmica de interacdo proporciona a mudanca

estrutural promovendo, desta forma, a contracao celular (COSTANZO, 2007).

Para garantir o ritmo cardiaco, a disponibilidade do suprimento sanguineo, e
assim, a manutencdo da viabilidade das células que compde o organismo, existe no
coragdo, um pequeno numero de células cardiacas, células autorritmicas, tém a
capacidade de gerar o seu proprio potencial de acdo, e esse sinal é transmitido em cadeia

por todo o coracéo, fazendo contrair o tecido muscular cardiaco (GUYTON, 2006).

As células autorritmicas estdo situadas em nodos e feixes, em zonas bem definidas
do coragdo, e sdo chamados de né sinoatrial (NSA), n6 atrioventricular (NAV), feixes de

His e fibras de Purkinje.

A atividade elétrica cardiaca é governada por uma variedade de correntes i6nicas
que dirige tanto a contracdo, durante a sistole, quanto o repouso, durante a diastole

(AZEVEDO, 1999). Quando uma excitacdo adequada chega a uma celula, surge entéo
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uma resposta caracteristica conhecida como potencial de agdo (GARCIA, 2002). Sabe-se
que durante o potencial de acdo cardiaco, cada um dos fendmenos elétricos de alteracédo
ou manutencdo do potencial de membrana € ocasionado por correntes idnicas
direcionadas de sédio, calcio, cloreto e potassio (Figura 1).

Pérternrciwal de Agio da Fibra Atrial e da Fibra Ventricular
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Figura 1 - Decursos temporais do potencial de acdo do potencial atrial e ventricular e do tragado da
atividade elétrica cardiaca do coracdo. Fonte: Imagem adaptada retirada de
http://www.zuniv.net/physiology/book/content.htm. Na: sédio, Ca: calcio, K: potassio, mV: milivolts,
s: segundos, ms: milissegundos, ECG: eletrocardiograma.

Os impulsos gerados pelo NSA caminham pelo coragdo pelos feixes internodais,
atinge o NAV e através do feixe de His permite uma rapida ativacdo elétrica de todo o
miocéardio. Apoés atingir o NAV o impulso sofre um retardo fisioldgico na condugéo para
sO entdo alcangar o feixe. Este impulso gerado pelo NSA, no eletrocardiograma (ECG)
corresponde a onda P e a ativacdo ventricular corresponde ao complexo QRS (LAGE e
RAMIRES, 2001). Portanto, 0 ECG é o registro da sequéncia de ativacdo elétrica do

coracdo (Tabela 1).


http://www.zuniv.net/physiology/book/content.htm
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Tabela 1 - Sequéncia de Ativacdo do Coracéo e 0 ECG. Adaptada de LAGE e RAMIRES,
2001.

Sequéncia de Ativacdo do Coragéo Correspo_nder]c!a
eletrocardiogréafica
Ativagio 1.  Ativacdo atrial direita Onda P (primeira porcéao)
atrial 2. Ativacdo atrial esquerda | Onda P (segunda porcéo)
NAV-His Intervalo PR
1.  Ativacdo septal Onda Q
Ativacio 2. Atlvalc_;ao das paredes Onda R
. ivres
ventricular
3. Ativagdo _das porcdes onda s
basais
Recuperacdo Ventricular OndaT

O plat6 que se observa durante o potencial de acdo é ocasionado tanto pela entrada de
ions célcio para o interior da célula cardiaca, quanto pela cinética particular apresentada pelos
diversos canais para potassio voltagem-dependentes presentes nestas células, que sdo, em
diversos casos, de ativacao lenta, muitas vezes ndo se abrindo até o fim do platé. Isso retarda
o retorno do potencial de membrana a seu valor de repouso. Mas, entdo, essa abertura dos
canais de potassio, a0 mesmo tempo em que 0s canais para célcio comecam a se fechar,
provoca o retorno rapido do potencial de acdo, de seu valor do platd até o valor negativo de
repouso, explicando a deflexdo descendente rapida ao término do potencial de acdo
(GUYTON, 2006; BERS, 2002).

Traumas mecanicos, processos infecciosos ou injdrias causadas especialmente por
lesdo das membranas musculares cardiacas; e, ainda, a isquemia de areas locais do musculo,
causada pela oclusdo coronéria, faz muitas vezes, com que parte do coragdo permaneca
parcial ou totalmente despolarizada todo o tempo, o que é denominado como corrente de lesao
(GARCIA, 2002).

A oclusdo coronaria € a causa mais comum de correntes de lesdo no coragdo
(GUYTON, 2006), e a consequéncia desta, €, muitas vezes, a instalacdo de um ritmo cardiaco
atipico ou uma sequéncia anormal da contracdo das camaras cardiacas. Este fendmeno leva a

um prejuizo da eficiéncia do bombeamento cardiaco a ponto de causar a morte do paciente.
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Nas sindromes coronarianas agudas podem aparecer trés tipos de altera¢cdes no ECG: onda Q
anormal, onda T invertida e elevacdo do segmento ST (MANSUR et al., 2006).

As alteracdes elétricas que sdo identificadas no ECG, devido a ocorréncia de isquemia,
podem ser identificadas alteracdes da onda T e do segmento ST (MANSUR et al., 2006).
Estas alteracGes ocorrem, pois a isquemia interfere na resisténcia da membrana celular e
permite uma saida de pequena quantidade de potassio intracelular. Na regido isquémica, a
repolarizacdo se faz de forma mais lenta, repercutindo na morfologia e orientacdo da onda T.
(AZEVEDO, 1999).

No infarto a alteracdo eletrocardiografica importante é na onda Q, pois ela reflete a
ocorréncia de lesdo miocardica irreversivel devido ao tempo prolongado de isquemia, necrose
isquémica do miocéardio (MANSUR et al., 2006; LAGE e RAMIRES, 2001).

2.2 PROCESSO ISQUEMICO

Na fisiopatologia da cardiopatia isquémica, dois processos estdo implicados: a oferta e
a demanda de oxigénio pelo miocérdio. A isquemia ocorre quando ha desequilibrio na oferta e
na demanda de oxigénio. Em algumas condicdes, 0 comprometimento da oferta de oxigénio é
secundario a diminuicdo do fluxo sanguineo, sendo essa a fisiopatologia da maioria dos casos
de infarto agudo do miocardio (CARVALHO et al., 2001).

Sendo assim, a isquemia € a falta ou interrup¢cdo de suprimento sanguineo para um
tecido orgénico devido a obstrucdo da vasculatura (SILVA JR et al., 2002). Este fluxo
sanguineo insuficiente no musculo cardiaco pode diminuir o seu metabolismo, seja pela falta
de oxigénio ou pelo acimulo excessivo de dioxido de carbono e ainda falta de nutrientes

suficientes.

O infarto é a consequéncia méxima desta falta de oxigenacdo de um 6rgdo ou parte
dele. O infarto agudo do miocéardio (IAM) decorre deste foco de necrose resultante da baixa
perfusdo tecidual, tendo sinais e sintomas consequentes da morte celular cardiaca (ZORNOFF
et al., 2009).

O IAM exige um atendimento imediato, e, na maioria dos casos existe um retardo no

reconhecimento e na valorizagcdo de seus sinais e sintomas. Devido a este problema e a



27

gravidade da situacdo, cerca de 1/3 das pessoas que tem IAM morrem antes de chegar ao
hospital (DATASUS, 2011).

Segundo o DATASUS (2011), ha dois métodos de tratamento para o IAM, o método
invasivo e 0 ndo invasivo. As intervencdes invasivas podem ocorrer para limitar o dano da
IAM ou promover o refluxo. Entre eles destaca-se a angioplastia coronéria transluminal
percutanea que visa a desobstru¢do mecénica da artéria coronaria afetada, com a utilizagéo do
STENT que impede novas obstruc@es aliviando os sintomas da doenca coronariana (BRASIL,
2009).

Outra possibilidade de restabelecimento da circulacdo coronariana é a revascularizacao
miocardica, conhecida como ‘ponte de safena’. O enxerto, ou ponte, ¢ feito quando uma parte
de uma veia da perna é retirada, sendo inserida na aorta e a outra ponta logo a seguir do ponto
onde esté a obstrucao.

Os métodos ndo invasivos de tratamento do 1AM incluem o uso de vasodilatadores,
anticoagulante, ansioliticos, analgésicos, antiplaquetarios e S-bloqueadores, acompanhados de

repouso absoluto no leito.

Dentre estes, destaca-se a utilizagdo de f-bloqueadores injetaveis e orais, ndo apenas
para tratar arritmias, mas para limitar o dano miocéardico induzido pela area em sofrimento
isquémico. O uso de tais drogas reduz a frequéncia cardiaca, a pressdo arterial e o
inotropismo, atuando sinergicamente na diminui¢do do consumo de oxigénio no miocardio e
melhorando a redistribuicdo de sangue do epicardio para o miocardio, reduzindo a area de
infarto e aumentando a sobrevida, pois melhoram a perfusdo miocardica (aumentam o fluxo
subendocérdico e o fluxo das colaterais) (DATASUS, 2011; LAGE e RAMIRES, 2001,
SARMENTO-LEITE et al., 2001).

Os bloqueadores p-adrenérgicos ou S-bloqueadores sdo uma classe de farmacos que
tém em comum a capacidade de bloquear os receptores # da noradrenalina. Possuem diversas
indicagdes, particularmente como antiarritmicos, anti-hipertensores e na protecdo cardiaca
apos o infarto do miocardio. Esta protecdo, surge do blogueio f1 que reduz a frequéncia
cardiaca, atrasa a velocidade de condugdo no NAV, diminui a for¢a de contragéo (inotropismo
negativo), reduz a pressao arterial e volume sistélico (DATASUS, 2011; LAGE e RAMIRES,
2001; SARMENTO-LEITE et al., 2001).
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Essas acOes sdo responsaveis por reduzir as taxas de ruptura miocérdica, limitar o
tamanho do 1AM, melhorar a funcdo cardiaca e diminuir a mortalidade tanto precoce como
tardia. As acOes antiarritmicas sdo importantes na fase aguda do infarto do miocardio. (LAGE
e RAMIRES, 2001). Sua acéo protetora consiste em diminuir a demanda metabdlica do
coragdo reduzindo assim a formacgdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio formado

durante a isquemia/reperfuséo.

As ERO sao formadas como um subproduto natural do metabolismo do oxigénio e tém
papéis importantes na sinalizacao celular e homeostase (VALKO et al., 2007). No entanto, em
situacBes de estresse, como na isquemia, os niveis de ERO podem aumentar drasticamente.
Isso pode resultar em danos significativos as estruturas celulares. Cumulativamente, isso é

conhecido como estresse oxidativo.

2.3 PRODUCAO DE RADICAIS LIVRES NO PROCESSO ISQUEMICO

Consideraveis informagfes tém sido acumuladas mostrando o efeito paradoxal da
reoxigenacdo e as acdes promovidas pelas ERO. O papel central destas espécies na lesdo de
reperfusdo tem sido demonstrado por varios investigadores (VALLI et al., 2002; EVORA et
al., 1996; GRANGER et al., 1986).

A formacdo dos ERO acontece principalmente na fosforilagdo oxidativa na
mitocondria. Segundo Evora et al., (1996), as ERO podem ser lesivas através de uma série de
mecanismos, dentre eles: a) peroxidacdo dos acidos graxos das membranas celulares; b)
oxidacdo de grupos sulfidrila inativando uma variedade de enzimas, dentre elas a glutationa
peroxidase (GPx); c) alteracdes do DNA inibindo a sintese de ATP e consumindo as reservas
de dinucleotideos adeninicos da nicotinamida; d) direta diminuicdo da biodisponibilidade do
NO comprometendo os relaxamentos vasculares dependentes do endotélio; e) formacdo de
ONOOQO’, um anion instavel e toxico, devido a reacdo de O, com o NO e f) ativacdo de

citocinas como a interleucina-1.

Dentro da luz de vasos reperfundidos, os anions radicais superdxidos estimulam a
agregacdo plaquetaria e iniciam a liberacdo de varios fatores vasoconstritores, incluindo o
ADP, o0 PAF, a serotonina e o tromboxano A2 (EVORA et al.,1996).
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Granger et al., (1986), em um estudo com modelo de isquemia e reperfuséo no
intestino delgado, propuseram um mecanismo para explicar a origem dos radicais livres:
durante o periodo de isquemia, o ATP é catabolizado até a hipoxantina, que se acumula nos
tecidos. Segundo Campos et al., (2004), como resultado do estado de baixa energia, ha
faléncia da homeostase celular caracterizada pela perda do gradiente idnico através da
membrana celular, permitindo o influxo de Ca®*" para as células, que ativa proteases a

converter a xantina desidrogenase a xantina oxidase, atraveés do metabolismo da hipoxantina.

Ainda segundo o autor acima, essa conversao se faz de maneira irreversivel, atraves de
proteases ativadas pelo calcio, ou de maneira reversivel, através da oxidacdo de grupos
sulfidrila. A xantina oxidase depende do oxigénio para a metabolizagcdo da hipoxantina e,

guando este € fornecido pela reperfusdo, formam-se as ERO com grande capacidade de lesdo

tecidual.
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Figura 2 - Via metabodlica para a producdo de radicais livres do oxigénio (RLO) durante a reperfusdo
de tecidos isquémicos pela conversdo da xantina desidrogenase em xantina oxidase (adaptado de
Granger et al., citado por Campos e Yoshida, 2004). ATP: adenosina trifosfato, ADP: adenosina
difosfato, AMP: monofosfato de adenosina, Ca: célcio, SOD: superoxido dismutase, O,": &nion radical
superoxido, O,: oxigénio, H,0,: perdxido de hidrogénio, H,O: 4gua, OH": radical hidroxil.

Uma proposta que explica a producdo exacerbada de ERO foi dada por McCord et al.,
(1974), onde ocorre uma producdo de superoxido tanto pela interrupgdo do transporte de
elétrons pelo complexo de transporte na mitocondria quanto pela via da ciclo-oxigenase do
metabolismo do &cido araquidoénico (citado por CAMPOS et al 2004).
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Por esse Gltimo mecanismo haveria a ativacdo de proteases e fosfolipase A, induzida
pelo acimulo de calcio intracelular no periodo de reperfusdo, que levaria a sintese de
mediadores pro-inflamatorios: o fator de agregacdo plaquetdria (PAF) e 0s compostos
eicosanoides, moléculas derivadas de acidos graxos (leucotrieno B4, tromboxano A, e
prostaglandinas) (CAMPOS et al., 2004). Estes mediadores, principalmente o leucotrieno B4 e

tromboxano A,, induzem os neutréfilos a liberarem radicais livres.

Normalmente, os radicais livres sdo continuamente produzidos em pequenas
quantidades como subprodutos metabolicos ou escapes da fosforilacdo oxidativa. Estes
radicais sdo naturalmente neutralizados por sistemas enddgenos de defesa antioxidante,
enzimatico e ndo enzimatico, que servem para prevenir ou reparar a lesdo oxidativa (Figura
3). Dentre os antioxidantes preventivos estdo a glutationa reduzida (GSH), a superdxido
dismutase (SOD), a catalase (CAT), a GPx e a vitamina E. Dentre os reparadores estdo a
glutationa redutase (GR), a GPx e o &cido ascorbico (CAMPOS et al., 2004, MONTEIRO et
al., 2003).
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Figura 3 - Esquema da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) e nitrogénio (ERN). Podemos
observar a conversdo do oxigénio (O,) em anion superéxido (O,") pelas enzimas NADPH oxidase
(processo que ocorre principalmente na mitocéndria). O O,” é dismutado pela superdxido dismutase
(SOD), formando peréxido de hidrogénio (H,0,), que pode ser convertido em uma molécula de agua
(H,O) + O, pela catalase (CAT) e/ou glutationa peroxidase (GPx). O H,0, pode formar radical
hidroxila (*OH) apos reagdo reagir com o ferro (Fe*?) na reagdo de Fenton. A glutationa peroxidase
(GPx) reduz todos os hidroperéxidos utilizando glutationa reduzida (GSH), um doador de hidrogénio.
Outra enzima, a glutationa redutase (GR), mantém o equilibrio entre GSH e glutationa oxidada
(GSSG). O 6xido nitrico (NO) é formado por acdo da enzima Oxido nitrico sintase (NOS), a partir
do aminoécido L-arginina que produz NO e L-citrulina. O O, também pode reagir com o NO para
formar peroxinitrito (OONQO") (Adaptado de GRIENDLING e FITZGERALD, 2003).

As ERO também podem ser geradas sem o auxilio de enzimas como, por exemplo, nas
reacOes de Fenton e Haber Weiss (Figura 4a e 4b). Na reacdo de Fenton, através da adigéo de
um elétron ao H,0; sdo formados dois radicais HO, a reacdo pode ser catalisada pelo sistema
Fe*?/Fe*® ou Cu*¥/Cu*®. Na reagdo de Haber Weiss ocorre a interacdo do H,O, com 0 O,” e
tambem séo formados dois radicais * OH (HALLIWELL, 1991).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Amino%C3%A1cido
http://pt.wikipedia.org/wiki/L-arginina
http://pt.wikipedia.org/wiki/L-citrulina
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N

Fe'* + 0, — Fe**t 40,

H.0.+ Fe'?/ Cu*—» Fe™/Cu? + OH ~+ OH*

Hy0; +0;*~ Fe'lCu’ = OH*+OH"

-

Figura 4 — a) Reaco de Fenton — a liberacio de Fe** pode participar da reacéo de Fenton gerando uma
espécie altamente reativa, o radical hidroxila (-OH). b) Reac¢do de Haber Weiss ocorre a interacdo do
H,0, com 0 O, e também sio formados dois radicais *OH. Fe: ferro, H,O,: peréxido de hidrogénio,
OH: hidréxido.

Segundo Ribeiro et al., (2005), buscando-se atenuar as repercussdes hemodinamicas e
fisiopatoldgicas da restauracdo vascular pds-isquemia em varios tecidos e Orgaos, as
estratégias adotadas foram principalmente, segundo Campos et al., (2004), a base de
suplementaces ricas em antioxidantes enddgenos e exdgenos, doadores de NO, componentes
enzimaticos (selénio) e de bloqueadores (queladores) para metais de transicdo (Fe?*) e da
atividade leucocitaria. Tem sido usada ainda, a neutralizacdo da acdo da hipoxantina, anti-
inflamatorios, vasodilatadores, antiagregantes plaquetérios, anticorpos monoclonais contra
glicoproteina de adesdo do neutrofilo (CAMPOS et al., 2004).

Vaérias plantas oferecem um potencial terapéutico para doencas cardiovasculares,
destacando-se as de efeito contra a insuficiéncia venosa, hipertensdo e insuficiéncia cardiaca
congestiva. Os mecanismos de acdo das mesmas podem ser variados, agindo como
antioxidantes, antiagregantes plaquetéarios, fibrinoliticos, anti-hiperlipémicos,
antiaterosclerdtica, antiarritmicos e vasodilatadores (MUSABAYNE, 2012; VALLI et al.,
2002; STANKOVIEOVA et al., 2001).

Dados de estudos epidemiologicos apoiam que o potencial de antioxidantes e
flavonoides na dieta, presentes em varias ervas, pois melhoram a salde cardiovascular
(KUSMIC, 2004).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saide (OMS), de 65 a 80% da populacéo

mundial, devido a pobreza e a falta de acesso a medicina moderna, dependem essencialmente
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de plantas. Desde os tempos antigos, produtos naturais, notadamente os de origem vegetal,

tem sido consistentemente uma importante fonte de agentes terapéuticos (BRASIL, 2006).

Apesar disto, estima-se que, de 25% a 30% de todas as drogas avaliadas como agentes
terapéuticos sdo derivados de produtos naturais (CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR e
MELLO, 2008). No entanto, poucas plantas tém sido estudadas cientificamente para a
avaliacdo da sua qualidade, seguranca e eficacia.

Segundo Calixto (2005), o Brasil possui de 20 a 22% de plantas e microorganismos
existentes no mundo e o uso das plantas medicinais foi disseminado principalmente pela
cultura indigena. Contudo, estima-se que ndo mais que 25.000 espécies de plantas tém sido o

objeto de qualquer tipo de estudo cientifico.

O género Canavalia DC. pertence a subfamilia Faboidae e apresenta cerca de 75
espécies, com a maior concentracdo na regido neotropical, j& que 37 dessas espécies ocorrem

nessa regido biogeografica e cerca de 15 na regido paleotropical (VERCOZA et al., 2010).

Diferentes graus de atividades bioldgicas do género Canavalia foram relatados e
parece ocorrer devido aos sitios de ligacdo de metal, um dominio de reconhecimento de
carboidratos presente em suas cadeias e a presenca de antioxidantes (GADELHA et al., 2005;
CAVADA et al., 2001; ANDRADE et al., 1999; BARRAL-NETTO et al., 1999). Apesar de 0
género apresentar 75 espécies, apenas quatro tém sido objeto de interesse devido a presenca
de flavonoides e lecitinas, sdo elas: a C. gladiata, C. brasiliensis, C. maritima (ou C. rosea

DC.) e C. ensiformis.

Apesar das semelhancas estruturais observadas em lecitinas dentro deste género,
Assreuy et al., (2009) verificaram diferentes respostas inflamatdrias e vasorelaxantes em trés
espécies estudadas (C. gladiata, C. brasiliensis, e C. maritima), sendo a menor resposta
encontrada na C. maritima, tanto em atividade inflamatoria quanto na poténcia vasorelaxante.
A comparacdo das estruturas primarias das lecitinas aponta que a C. maritima difere da C.

brasiliensis em cinco aminoacidos e da C. gladiata em apenas trés.

Barral-Netto et al., (1995), evidenciaram que a administracdo in vivo de Canavalia
brasiliensis reduziu as lesbes em camundongos BALB/c infectados por Leishmania
amazonensi, seja a administracdo ocorrendo no auge da infec¢cdo, ou mantida durante todo o

processo inflamatdrio.
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Nas sementes de diferentes espécies de Canavalia, entre elas, C. paraguayensis, C.
gladiata e C. ensiformis encontrou-se um aminoacido ndo proteico (SCHLUTER e BORDAS,
1972) denominado L-canavanina ou &cido L-2-amino-4-(guanidinooxi) butandico. Este é
considerado um analogo potencialmente téxico da L-arginina, provocando efeitos
antimetabodlicos em virus, bactérias, fungos, animais, plantas inferiores e superiores
(ROSENTHAL, 1991).

Nas sementes de Canavalia ensiformis, foi isolada uma proteina tdxica chamada
canatoxina, diferente da concanavalina A (Con A), uma conhecida lecitina presente nas
sementes desta planta (CARLINI et al., 1981). A Con A, quando adicionada a células
infectadas com virus de estomatite vesicular, previne o amadurecimento do virus. A
concanavalina A reduz também a infeccdo viral da rubéola e herpes simples (MARCHETTI et
al., 1995).

Canatoxina é uma proteina neurotoxica e letal, a qual se atribuem efeitos
farmacoldgicos. Induz, em 24 horas, dispneia, ataxia, hipotermia, coma, convulsdo cronica e
morte em ratos, quando injetada por via intraperitonial com 100-200 mg de proteina/kg de
peso corporal (CARLINI et al., 1981). A dose letal para matar 50% da populagéo testada foi
estabelecida em 0,4 a 0,6 mg/kg e 2 a 3 mg/kg quando injetada via intraperitonial em ratos e
camundongos, respectivamente (CARLINI et al., 1984). A canatoxina aumenta a circulacdo
corporea de insulina e induz hipoglicemia em ratos (RIBEIRO-DASILVA e PRADO, 1993).

2.4 Canavalia rosea (Sw.) DC. [Sinénimos: C. maritima (Thouars); C. lineata (Thunb.)
DC.; C. obtusifolia (Lam.) DC.; Dolichos maritimus (Aublet); Dolichos obtusifolius

(Lam.); Dolichos roseus (Sw)].

A C. rosea (Sw.) DC. é a unica do género que € pantropical, constituindo um elemento
comum em praias e dunas devido a sua dispersao pelas correntes marinhas (MATOS et al.,
2004), sendo encontrada em abundancia no litoral do nordeste brasileiro. Também conhecida

como feijdo-da-praia, feijdo-de-porco, “baybean”, “coastal jackbean”.



35

Tabela 2- Classifica¢do taxondmica da C. rosea

Classificagdo taxonémica

Reino: Plantae

Subreino: Tracheobionta
Superdivisdo: Spermatophyta
Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Canavalia

Espécie: C. rosea

A C. rosea é uma espécie decumbente encontrada nas comunidades psaméfila e pos-
praia da restinga. Possuem folhas compostas, trifoliadas e inflorescéncias racemosas
terminais. Em cada inflorescéncia abre de uma a quatro flores por dia (VERCOZA et al.,
2010).

Figura 5 - Flor de C. rosea Figura 6 - Vagem e folhas de C. rosea

Pattamadilok et al., (2008), isolaram, a partir das partes aéreas de C. rosea, o alcaloide
guanidinico aciclico, canarosina, além de g-sitosterol, estigmasterol, daucosterol, epi-inositol,
éter 6-O-metil e rutina.
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No estudo realizado por este autor foi demonstrado que a canarosina promoveu agéo
inibitéria sobre os receptores dopaminérgicos D1. Estando os receptores bloqueados, a
dopamina, que atua diretamente nos receptores f; do coracdo, ndo promove 0 aumento da
for¢a de contragdo do musculo cardiaco, nem pode estimular os receptores oy, que €

responsavel pelo aumento da vasoconstri¢cdo no musculo liso.

Banoth et al., (2011), em seu trabalho, observou que o extrato alcoolico e aquoso de
Canavalia gladiata de forma significativa (p<0,001) melhorou os niveis de dopamina do
cérebro e outras aminas como a noradrenalina, adrenalina e serotonina. Também foi capaz de
melhorar o niveis de GSH e diminuir o malonaldeido (MDA) em relacdo ao grupo controle
por PTPm, numa dose dependente forma. No entanto, o extrato alco6lico mostrou atividade
méaxima. Assim, parece ser a mais promisora de plantas, devido a presenca de L-dopa,
polifendis e potencial atividade antioxidante. Estes resultados fornecem a evidéncia de que o

extrato de C. gladiata, como um medicamento antiparkinsoniano potencialmente util.

Gadelha et al., (2005), apresentaram um estudo de cristalografia de uma lecitina
retirada de sementes de Canavalia maritima (Con M) e evidenciaram sua atividade relaxante
sobre o musculo liso vascular. Ao comparar a Con M e a outras lecitinas presentes em
Canavalia ensiformis e Canavalia brasiliensis, verificaram 98% de similaridade entre elas
(Con M, Con Ae ConBr).

Verificou-se ainda que a Con M exerce uma acdo relaxante dependente de
concentra¢do em anéis de aorta isolados que, provavelmente, ocorre através de uma interacao
com um sitio de ligacdo especifico para lecitinas sobre o endotélio, o que resulta numa
liberacdo de NO (Gadelha et al., 2005).

Costa et al., (2010), verificaram atividade antioxidante na fracdo acetato de etila e
cloroférmico das folhas de C. rosea e demonstraram que haviam substancias antioxidantes

ativas nestes extratos.

Uma correlacdo inversa entre a biodisponibilidade de NO e a reducdo do risco de
doenca cardiovascular tem sido relatada na literatura cientifica (ZAGO et al., 2006). A
modulacdo farmacologica e fisiologica da via do NO com varias ferramentas de intervengéo
ajuda a atenuar varios processos de doencas cardiovasculares, dentre eles a isquemia e
reperfusédo (RUIZ-HURTADO et al., 2007; CERQUEIRA et al., 2002).
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Apesar da potencial acdo farmacolégica da Canavalia rosea no tratamento de
patologias importantes como a doenca de Parkinson, hipertensao arterial e doengas cardiacas,
pouco se conhece sobre os efeitos desta planta sobre o tecido cardiaco saudavel ou em estado
patologico. Além disso, a busca por substancias que possam melhorar recuperacao de eventos
isquémicos tem sido motivada para emprego terapéutico devido caréncia farmacoldgica
disponivel na atualidade. Os métodos atuais de intervencdo geram recuperacao parcial que
pode ser otimizada com a utilizacdo de substancias com carater antioxidante, preservando,

assim, o tecido cardiaco de danos gerados pelo estresse oxidativo.

Assim, diante do exposto, onde se verifica uma possivel atividade antioxidante e seus
efeitos biologicos (GADELHA et al., 2005) e benéficos (BANOTH et al., 2011), propusemos
uma avaliacdo do potencial antioxidante desta planta, bem como dos efeitos contrateis e
elétricos cardiacos além dos seus efeitos antioxidantes da fracdo acetato de etila das folhas de

C. rosea (FAE) na prevencéo da injdria de isquemia e reperfusao.
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral desta proposta de pesquisa foi estudar os efeitos contréteis, elétricos e
antioxidantes da fragdo acetato de etila das folhas de Canavalia rosea (FAE) sobre o coragéo
e seu papel na prevencdo dos danos decorrentes da lesdo de reperfusdo. Para tanto, propomos

0s seguintes objetivos especificos:

e avaliar o potencial antioxidante in vitro da FAE;

e avaliar o efeito da FAE sobre parametros contrateis e elétricos do coracdo isolado de
ratos;

e avaliar, em modelo de isquemia-reperfusdo, os possiveis efeitos antiarritmicos da
FAE;

e avaliar, em modelo de isquemia-reperfusédo, os possiveis efeitos antioxidantes da FAE.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material botanico

Partes aéreas da C. rosea foram coletadas na costa da praia aracajuana (Sergipe, NE,
10° de latitude Sul e 37° de longitude oeste, Brasil), no més de mar¢o. Um exemplar completo
foi coletado e este material botanico foi identificado e autenticado pelo Herbario do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Sergipe, sendo registrado pelo nimero
24061.

4.2 Preparacéao da fracao acetato de etila de C. rosea

As folhas de C. rosea foram separadas, lavadas e secadas em estufa a 40°C com
ventilacdo. O material foi pulverizado através de um moinho com rotor vertical (MARCONI)
e submetido a extracdo através de imersdo em metanol, maceragdo, (MeOH) por 14 dias, por
trés vezes consecutivas. Apos este periodo, o material foi filtrado e concentrado em um
evaporador rotatorio (Heidolph, Laborota 4000) sob pressédo reduzida a temperatura de 45°C.
Este filtrado, por sua vez, foi diluido entre MeOH/H,0O (9:1) e ap0s a rotaevaporacao pra a
eliminacdo do metanol, submetido a particdo liquido-liquido em Hexano:MeOH/H,0 (9:1),
CHCI3:MeOH/H,0 (6:4) e AcOEt:H,0 (Figura 7).



40

Material Vegetal

Maceracdo em MeOH

Extrato Metanolico

Particdo Hexano/MeOH:H0 (9:1)

Fase Hexanica Fase Hidroalcéolica

Particdo CHCL/MeOH:H,0 (7:3)

Fase em CHCk Fase Hidroalcoolica

Eliminac8o do MeOH em evaporador rotatério

Fase aquosa

Particdo AcOEt/HO

Fase em AcOEt Fase aquosa

Figura 7 - Preparagdo do extrato

O rendimento da fracéo foi calculado pela formula:
Rendimento de fracdo = (% fracdo x massa seca total das folhas)/100
Uma solucdo estoque da FAE foi preparada através da diluicdo em DMSO 0,5% na

concentracdo de 60 mg/mL. A concentracdo final utilizada nos experimentos foi de 300
pg/mL, preparada em Krebs-Ringer (K-R).

4.3 Avaliacdo in vitro da atividade antioxidante da FAE

4.3.1 Prospeccao Fitoquimica
A FAE foi submetida a prospec¢do fitoquimica seguindo metodologia descrita por
Matos, (1998). O objetivo foi detectar a ocorréncia de diversas classes de metabolitos

secundarios, sobretudo, os que apresentam atividade antioxidante. Para os testes, 7 porcdes de
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3 a 4 mL da FAE foram dissolvidas em etanol e colocadas em 7 tubos de ensaio distintos.
Todos os testes foram realizados em triplicata, conforme descrito a seguir:
Teste para flavonoides (Geral)

Em um tubo de ensaio, foi adicionado 5 mL de solu¢do metandlica do extrato
(1 mg/mL) e em seguida, 1 cm de fita de magnésio ou 5 mg de magneésio granulado.
Ao final da efervescéncia, foi observado o aparecimento de uma coloracdo rosea a
vermelha.

Teste para taninos e fenois

Em um tubo de ensaio foi adicionado 3 mL da solucdo do extrato e 3 gotas de
solucdo alcodlica de FeCl; 1% e agitado. Paralelamente realizou-se um branco usando
apenas agua e FeClz 1%. Onde foi observado uma mudanca de coloracdo ou formacao
de precipitado.

Teste para depsidios e depsidonas (derivados tanicos hidrolisaveis)

Foi dissolvido 5 mg do extrato em 5 mL de éter etilico. Apds evaporagdo do
solvente em banho termostatizado foi adicionado 3 mL de metanol e 3 gotas de FeCl;
1%. Observou-se o aparecimento de uma coloracao verde-azulada ou cinza.

Testes para antocianinas, antocianidinas, flavonas, xantonas, chalconas, auronas
e flavanonas

Em 3 tubos de ensaio distintos contendo 4 mL da fracdo adicionou-se: (1)
acido até pH 3,0; ou (2) base até pH 8,5; ou (3) base até pH 11,0. Observou-se a
formacéo, em cada um dos tubos, de coloracdo que foi identificada seguindo a Tabela

abaixo.

Tabela 3 - Atividade antioxidante da fracdo acetato de etila de C. rosea (FAE) determinada
pela reducdo do radical livre DPPH".

Testes pH 3,0 pH 8,5 pH 11,0
Antocianinas/Antocianidinas vermelho Lilas azul-purpura
Flavonas/Flavonois/Xantonas - - Amarela
Chalconas/Auronas vermelho - vermelho-purpura

Flavanonas - - vermelho-alaranjado
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Teste 2 para xantonas/antraquinonas

Foi dissolvido 3 mg fragdo em 3 mL de benzeno. Adicionado 2 mL de NH,OH
10% e agitado suavemente. Foi observado o aparecimento de coloracdo rdésea a
violeta.

Teste 3 para xantonas/antraquinonas

Foi fervido 10 mg do extrato em 10 mL de solugdo aquosa de H,SO4 a 10%. A
filtracdo foi feita a quente e transferida para um funil de separacdo. Onde foi
adicionado 10 mL de agua destilada e extraido com benzeno (2 x 10 mL). Reunidos 0s
extratos organicos foi concentrada até 3 mL. Adicionou-se 3 mL de NH,OH a 10% e
agitou-se. Observou-se 0 aparecimento de coloragdo résea a violeta.

Teste para leucoantocianidinas e catequinas

Em tubo de ensaio foi adicionado 4 mL da fracdo e acidificado até pH 3,0.
Ap0s, o0 aquecimento com auxilio de uma lampada de &lcool durante 2-3 minutos foi
observado se ocorria a formagcdo de coloracdo vermelha (indicativo de
leucoantocianidinas) ou amarelada (indicativo de catequinas).

Teste 2 para catequinas (derivados de taninos condensados)

Em 3 mL de solucdo metandlica da fragdo (1 mg/mL), foi adicionado 1 mL de
solucdo de vanilina 1% e 1 mL de HCI concentrado. Foi observado se ocorria o
aparecimento de coloracdo vermelha intensa.

Teste para saponinas

Em um tubo de ensaio com tampa, foi adicionado 5 mL de solu¢do do extrato e
ImL de etanol 80%. Diluido em at¢é 15 mL com agua destilada. Agitou-se
vigorosamente. Foi observado se ocorria a persisténcia da espuma formada por no
minimo 30 minutos indicativo de saponina.

Teste para esteroides e triterpenoides

Foi dissolvido 5 mg do extrato em 3 mL de cloroférmio. Foi adicionado 2 mL
de anidrido acético. Agitou-se suavemente e adicionou-se pelas paredes do tubo 1 mL
de &cido sulfdrico concentrado. Foi observado se ocorria o aparecimento de uma
sucessdo de cores formando anéis (azul e verde persistente = esteroides livres; laranja
e vermelho persistente = triterpenoides).

Teste para sesquiterpenlactonas e outras lactonas
Em um tubo de ensaio, foi misturado 2 mL de solugdo alcodlica do extrato, 2

gotas de cloridrato de hidroxilamina 10% e 2 gotas de solucdo de KOH a 10%.



43

Aquece-se suavemente em banho termostatizado durante 2 minutos. Resfriou-se e
acidificou-se com HCI 1N. Adicionou-se 1 gota de FeCl; 1% e foi observado se
ocorria 0 aparecimento de coloracéo violeta.
Teste para cumarinas e seus derivados

Foi dissolvido 2 mg do residuo em 5 mL de éter etilico. Concentrou-se em
banho termostatizado até 0,5 mL. Em um papel de filtro aplicou-se gotas da solugéo
etérea para formar 2 manchas de 1 cm de didmetro cada. A uma delas foi adicionado 1
gota de NaOH ou KOH a 1N e a cobriu pela metade. Esta foi exposta a luz UV. Foi
observado se ocorria a formacao de fluorescéncia azul na parte exposta da mancha.
Teste para alcaloides

Foi dissolvido 10 mg do extrato em 4 mL de HCI de 5%. Em 4 tubos de ensaio
foi adicionado 4 gotas dos reagentes abaixo:

Reativo de Bouchardat: reacdo positiva - precipitado laranja avermelhado;

Reativo de Drangendorff: reacdo positiva - precipitado vermelho tijolo;

Reativo de Bertrand: reacdo positiva - precipitado branco;

Reativo de Mayer: reacdo positiva - precipitado branco.
Teste para heterosideos cardiotonicos

Em dois tubos de ensaio, foi adicionado 2 mL de solucdo metandlica do
extrato. Foi adicionado em um tubo 5 gotas de reativo de Kedde e em outro, 3 gotas de
solucdo aquosa recém preparada de nitroprussiato de s6dio a 5% e 3 gotas de NaOH a
2 N. Se a reagéo for positiva com reativo de Kedde produz coloragéo azul ou violeta.
Se for positiva com nitroprussiato de sédio produz coloragdo roxa intensa.
Como critério de avaliacdo foi utilizado os seguintes sinais: (+) para teste positivo de

coloracgéo baixa, (+ +) para teste positivo de coloragdo moderada, (+++) para teste positivo de

coloracdo alta e (-) para teste negativo.

4.3.2 Atividade sequestradora do radical livre DPPH’

A avaliagdo quantitativa da atividade antioxidante da FAE foi realizada segundo a
metodologia descrita por Soler-Rivas et al., (2000) e Argolo et al., (2004). De acordo com
esta metodologia, o extrato cuja atividade antioxidante deseja-se avaliar, reage com o radical
estavel 2,2-difenil-1-picril-Hidrazil (DPPH") em solu¢do metandlica. O consumo do radical é

monitorado pelo decréscimo da absorbancia do radical DPPH" em espectrofotdmetro UV-VIS
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(PG INSTRUMENTS — UK; UV-VIS Spectrophotometer : Model : T80+) no comprimento de
onda de 515 nm.

Inicialmente, a FAE foi solubilizada em metanol para preparacdo de uma solucéo
estoque cuja concentracdo foi de 0,5 mg/mL, desta, foram retiradas aliquotas e adicionadas a
uma solucgdo de 40 pg/mL de DPPH' (394,32 g/mol) para obter concentragdes finais de 5, 10,
15, 20, 25 e 30 pg/mL, em volume final de reacdo de 1 mL. A mistura de metanol foi
utilizada como branco e o &cido galico, como controle positivo.

A concentragéo efetiva de um produto natural para reduzir um radical livre em 50%
(CEsp) € uma caracteristica importante para avaliar a capacidade antioxidante do mesmo. A
absorbancia testada no tempo de 60 minutos foi convertida em porcentual de inibicdo (PI).
Além deste, a atividade antioxidante foi expressa também pelo indice de atividade
antioxidante (IAA), calculado com base na equacéo:

IAA = [DPPH’ pug/mL] Final / CEs (ug/mL).

A atividade antioxidante foi considerada: fraca (IAA < 0,5), moderada (0,5 > IAA <

1,0), forte (1,0 > IAA < 2,0) ou muito forte (IAA > 2,0).

4.3.3 Medida da lipoperoxidacéo

Neste estudo, a lipoperoxidacdo foi induzida pelo sulfato ferroso (FeSO4) em um
substrato rico em lipidios (gema de ovo) para investigar a acdo antioxidante da FAE
(Polydoro et al., 2007 — com modificacdes e Budni et al., 2007). O FeSO, reage com 0
oxigénio produzindo o radical anion superéxido (O,"), que pode sofrer dismutacdo a perdxido
de hidrogénio (H,0,), através da reacdo de Fenton (GUTTERIDGE E HALLIWELL, 1990;
SILVA et al., 2006).

Inicialmente, 1000 pL de lipidios a 1% (v:v) foram homogeneizados em tampédo
fosfato (pH 7,4), misturados com 500 uL de &cido tricloroacético (10%) e centrifugados a
1.200 rpm por 10 minutos. Foram adicionadas, em tubos testes com 0,1; 1; 10 e 100 pug/mL da
FAE juntamente com 0,145 mM de FeSQ,, para induzir peroxidacao lipidica. Os tubos foram
incubados a temperatura ambiente por 15 minutos, em seguida foi adicionado o TBA (0,67%)
e submetido a aquecimento (100°C) por 60 minutos. Apos arrefecimento, o contetdo dos
tubos foi medido, espectofotometricamente (PG  INSTRUMENTS UV-VIS
Spectrophotometer Model T80+), em 532 nm. Os resultados foram expressos como o
equivalente de malondialdeido formado em nmol (MDA)/mL de substrato. Os grupos

controles foram realizados simultaneamente aos grupos testes.
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4.3.4 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, pesando entre 200 e 300 g, provenientes do
Biotério Central da UFS. Os animais tiveram livre acesso a alimentacdo e agua, foram
submetidos a ciclos claro/escuro de 12/12 horas, em temperatura controlada (23 + 3°C).
Durante a execucdo dos experimentos foram obedecidas as normas de manipulacdo dos
animais propostas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) sob
namero de protocolo 18/2012 (ANEXO 1).

Os animais foram heparinizados e apds 15 minutos foram eutanasiados com a

utilizacdo da guilhotina, para serem submetidos aos seguintes protocolos.

4.3.5 Montagem do coracgéo isolado em sistema de perfuséo do tipo Langendorff

A caixa toracica do animal foi rapidamente aberta, o coracdo removido e transferido
para uma solucdo de K-R em mM: NaCl 118,5; KH,PO, 4,7, NaHCO;3 25,0, KCI 4,7, MgSO,
1,2, Glicose 11,1 e CaCl, 1,8, mantida a temperatura ambiente (25 £ 1°C). Em seguida, a
aorta foi canulada e o coragédo perfundido com K-R aerado por mistura carbogénica (95% de
O, e 5% de CO,) e aquecido a 37 + 0,1°C (Bomba HAAKE C/F3). A solugdo de K-R foi
previamente filtrada em papel de filtro e, posteriormente, em filtro millipore com “mesh” de

0,45 pum, a fim de evitar microembolia (HARRISON e RAYMOND, 1951).

4.3.6 Determinacdo dos parametros eletrocardiograficos da FAE em coracéo
isolado de rato

A solugéo de K-R foi perfundida pela aorta a um fluxo constante. Dois eletrodos de
aco inoxidavel foram usados para estimular o atrio direito com pulsos retangulares de corrente
que foram gerados isolados do terra (20 - 50 V, SIU5 Stimulus Isolation Unit, GRASS). A
frequéncia de estimulacéo foi regulada para cada coracdo (S48 Stimulator, GRASS), de modo
a ser 20% mais elevada do que a frequéncia espontanea do marcapasso atrial. O coracéo
permaneceu mergulhado em solucdo de K-R contida em um becker de 50 mL. Ali, os
potenciais elétricos foram captados com a ajuda de trés eletrodos (Ag/AgCI/NaCl 1,0 M)
mantidos imersos no K-R. Os sinais eletrocardiograficos foram continuamente monitorados
na tela de um cardioscépio (Emai RX10), enviados a um conversor analdgico/digital
(DATAQ DI-710) e armazenados em computador para processamento off line (Windag

ProAcquisition e LabChart 7 Pro software (ADInstruments, Bella Vista, Austrélia)).
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4.3.7 Avaliacdo do efeito da FAE sobre a frequéncia espontédnea do coragao
isolado de rato

Para avaliar o efeito da FAE sobre a frequéncia cardiaca espontanea em coracgdes

isolados de ratos e, perfundidos retrogradamente pela aorta, os coragdes foram mantidos sem

estimulacéo elétrica. Utilizando o software WindagEx foi possivel determinar os intervalos

RR e converté-los em frequéncia cardiaca. Essa analise foi realizada nas quatro situacdes

explanadas abaixo.

eutanasia

15 min 15 min 15 min 15 min

estabilizacdo K-R + DMSO K-R + FAE Washout

Figura 8 - Representacéo esquematica do protocolo

4.3.8 Avaliacéo do efeito da FAE sobre a pressdo intraventricular esquerda

A pressdo no interior do ventriculo esquerdo foi determinada em coracdo isolado de
rato estimulado eletricamente, por meio de um balonete insuflado com agua até uma pressao
de 15 cmHg. O balonete foi introduzido no ventriculo esquerdo do coracdo atraves da abertura
oriunda da remocao do atrio esquerdo. Esta tubulacdo foi acoplada a um transdutor de pressao
(HP 1290A), cujos sinais foram amplificados (HP 7754A), digitalizados (DATAQ DI 710,
WINDAQ PRO Acquision) e gravados em computador. Todo o sistema hidraulico usado para
determinar a pressao intraventricular foi preenchido com agua destilada e foi calibrado com a

ajuda de um mandémetro de mercurio.
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4.3.9 Avaliacéo do efeito da FAE sobre o tempo de contracao
O intervalo de tempo para o ventriculo atingir a contragdo maxima foi medido do

inicio da despolarizacéo ventricular até o apice da contracdo ventricular.

MILAN 202
@ b s— '!' <

Krebs-Ringer
+Extrato+ g ™

| > el €0::0: :J] Krebs-Ringer
HAAKE C e .

’) +CO:+0:
F3

UIE
= DIGITIMER

U Ds2

S48 Stimulator,
GE e HPT755A

AL l

ESH:S Stimulus DATAQ

EMAI
solation Unit, 8: MONITOR DI 710 CPU MONITOR
GRASS Rx10

HP 290A

Figura 9 - Representacdo esquematica do sistema do tipo Langendorff usado para a perfusdo
retrograda do coracao isolado. O sistema apresenta fluxo constante de perfusdo e foi usado para obter
os sinais eletrocardiograficos e a frequéncia cardiaca espontanea do marcapasso dominante. UIE -
unidade isoladora de estimulo, CPU - Computador, HP 290 A - transdutor de pressdo, HP 7754A
amplificador, DATAQ DI 710 - conversor analdgico digital, HAAKE C F3 - Bomba aquecedora,
MILAN 202 — Bomba Peristéltica, SIU5 Stimulus Isolation Unit, GRASS — gerador de pulso, S48
Stimulator, GRASS - regulador de frequéncia, Emai RX10 - um cardioscopio.

4.4 Avaliagdo dos efeitos da FAE sob a injuria de reperfusdo em coracédo isolado de
rato

4.4.1 Protocolo de isquemia/reperfusao

Para os experimentos de avaliacdo da injuria de reperfusdo, os coragdes foram
cuidadosamente removidos como descrito previamente, montados em sistema de Langendorff.
Foi aguardado um periodo de estabilizacdo de 20 minutos com a perfusdo de K-R. Apos este

tempo, o coragdo foi perfundido por mais 10 minutos com solucdo de K-R acrescida de
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DMSO (0,5% - Veiculo). A isquemia global foi produzida durante 30 minutos, pela
interrupcdo do fluxo da solugdo nutridora no coracdo. Apos este periodo, o fluxo foi
restabelecido e mantido por um periodo continuo de 60 minutos (reperfusdo). Nesse
experimento, o efeito da FAE sobre a isquemia/reperfusdo foi monitorado através da medida

da presséo intraventricular esquerda.

4.4.2 Grupos experimentais

Para evitar o viés da utilizacdo do DMSO (0,5% - Veiculo) ao diluir a FAE, este
veiculo foi acrescido, na mesma concentracdo, ao K-R. Para o controle positivo foi utilizado
N-Acetil-L-Cisteina (NAC).
Os grupos experimentais e os protocolos de isquemia e reperfusdo (I/R) a que os coragdes

foram submetidos estdo descritos a seguir (Figura 10):

Grupo 01 — Sham: Ap6s um periodo de estabilizacdo de 20 minutos, os cora¢fes foram
perfundidos por mais 90 minutos com solucéo de K-R + Veiculo, sem nenhuma manobra de
isquemia.

Grupo 02 — Veiculo + I/R: Ap6s um periodo de estabilizacdo de 20 minutos, 0s
coragdes foram perfundidos por 10 minutos com solucdo de K-R + Veiculo, seguido por um
periodo de 30 minutos de isquemia e posteriormente mais 60 minutos de reperfusdo com K-R
+ DMSO.

Grupo 03 — FAE + I/R: Ap6s um periodo de estabilizacdo de 20 minutos, os coracdes
foram perfundidos por 10 minutos com solucdo de K-R + FAE (300 pg/mL), seguido por um
periodo de 30 minutos de isquemia e posteriormente mais 60 minutos de reperfusdo com K-R
+ Veiculo.

Grupo 04 — NAC + I/R: Apo6s um periodo de estabilizacdo de 20 minutos, 0s coracfes
foram perfundidos por um periodo de 10 minutos com solucdo de K-R + DMSO + NAC
(34 uM), seguido por um periodo de 30 minutos de isquemia e posteriormente mais 60

minutos de reperfusdo com K-R + Veiculo.
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60 40 30 9 §0 min
K-R K-R + DMSO K-R + DMSO K-R + DMS0O
Grupo 01: ! [
K-R K-R + DMSO Isquemia Reperfusdo (K-R + DM50)
Grupo 02: ! [
K-R K-R + FAE Isquemia Reperfusdo (K-R + DM50)
Grupo 03: | o
K-R + DM5S0D -
K-R + NAC Isquemia Reperfusdo (K-R + DM50)

Grupo 04: | L —

Figura 10 - Representagdo esquematica do protocolo experimental de isquemia-reperfusdo. A isquemia
global foi produzida pela interrupgéo de fluxo de solucéo para o coragdo por 30 minutos e a reperfusdo
ocorreu apds este tempo, por mais 60 minutos. A estabilizacdo da preparacdo ocorreu com a perfusdo
de Krebs-Ringer (K-R). No grupo 01 ndo houve a manobra isquémica e houve perfusdo de K-R +
0,5% de DMSO - veiculo — durante todo o experimento. Antes da manobra isquémica os coragdes
foram perfundidos durante 10 minutos com K-R + veiculo a 37°C por 20 minutos (grupo 2) ou 300
pg/mL de fracdo acetato de etila (FAE) de C. rosea (grupo 03) ou 34 pM de N-Acetil-L-Cisteina
(NAC - grupo 4). A reperfusdo pos-isquemia foi feita em todos os grupos experimentais com K-R
adicionado de veiculo por 60 minutos. DMSO.

4.4.3 Avaliacdo do efeito da FAE sobre a severidade das arritmias cardiacas
apos a isquemia-reperfusao

As arritmias cardiacas foram definidas como a presenca de taquicardia e/ou fibrilacao
ventricular depois que o fluxo foi restabelecido. Para obter uma medida quantitativa, as
arritmias foram classificadas arbitrariamente por sua duracgdo, se maior ou igual a 30 minutos
seria considerada uma arritmia irreversivel (OLIVEIRA et al., 2007). Entretanto, a ocorréncia
de arritmias cardiacas de até 3 minutos foi classificada com o fator 2; 3 — 6 minutos foi
classificada com fator 4; 6 — 10 minutos foi classificada com fator 6; 10 — 15 minutos foi
classificada com o fator 8; 15 — 20 minutos foi classificada com o fator 10; 20 — 25 minutos
foi classificada com o fator 11; e de 25 — 30 minutos classificada com o fator 12. Os valores
obtidos atraves dessa classificacdo foram denotados com indice de severidade de arritmia
(ISA).
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4.4.4 Avaliacéo do efeito antioxidante da FAE sobre o coragéo isolado de rato

apos o isquemia-reperfusao.

Para avaliar o potencial antioxidante da fracdo estudada, os coracfes submetidos a
periodos de isquemia e perfundidos, conforme protocolo citado anteriormente, foram
analisados em aspecto subcelular. Para tanto, foram medidas as atividades de enzimas
antioxidantes presentes no coracdo, bem como a peroxidacdo lipidica ocorrida nos mesmos,
durante a manobra de isquemia e reperfuséo.

O primeiro passo, para essa avaliagdo, foi remover o coragdo do sistema de
Langendorff e processar o 6rgdo adequadamente para as medidas bioquimicas propostas. O
tecido foi homogeneizado em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,4: para 0 TBARS; para 0 GSSH:
0,2 M, pH 7,5; e 0 GPx: 100 mM, pH 7,0), e em PBS (0,1 M, pH 7,4): para a extracdo das
proteinas, CAT e SOD. As amostras obtidas foram armazenadas a -80°C e utilizadas para a
realizacdo dos ensaios enzimaticos. Para normalizacdo das medidas realizadas, a concentracéo
de proteinas nas amostras preparadas foi mensurada de acordo com o método padrdo de

acordo com Lowry et al., (1951), e foi utilizada para utilizacdo nos passos subsequentes.

4.4.5 Mensuracao da atividade das enzimas antioxidantes

a. Atividade da catalase

Resumidamente, a amostra foi homogeneizada em tampédo fosfato, e o sobrenadante
foi separado apos centrifugacdo de 12.000 rpm (Heal Force, Neofuge 15R), a 4°C por 30
minutos. Numa cubeta de quartzo de 1 mL, acrescentou-se tampédo fosfato (50 mM) e a
amostra (proporcdo, v:v). Apds remocao de leitura da mistura citada, foi acrescentado o H,0,
a 0,3 M como substrato para a inicializacdo da reacdo. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro & 240 nm, a 25°C (PG INSTRUMENTS — UV-VIS Spectrophotometer
Model T80+). O teste cinético teve duracdo de 1 minuto, com afericdes realizadas em
intervalos de 15 segundos. A atividade da enzima foi expressa pela variagdo das

absorbancias/minuto/miligrama de proteinas.

b. Atividade da superédxido dismutase

A atividade da SOD foi mensurada através da formacdo de ions superoxido pela auto
oxidacgéo do pirogalol e a inibicdo da reducéo do sal de tetrazolium (MTT) segundo Madesh e
Balasubramanian adaptado por Marklund (1974). Resumidamente, o tecido foi
homogeneizado em PBS, centrifugado a 10.000 rpm (Heal Force, Neofuge 15R) por 12
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minutos. O branco foi realizado com uma mistura de PBS e MTT (1,25 mM). No padréo foi
acrescentado o pirogalol solubilizado em PBS contendo 1mM de DTPA para uma
concentracdo final de 100 uM. E no teste, além destes, foi adicionado 30 pL de amostra. Apds
5 minutos acrescentou-se 150 pL de DMSO. A placa foi agitada e a leitura realizada em
espectrofotémetro (PG INSTRUMENTS; UV-VIS Spectrophotometer Model T80+) a 570

nm.

C. Atividade da glutationa redutase (GR)

A amostra foi homogeneizada em tampéo fosfato (0,2 M), pH 7,5 contendo EDTA
(6,3 mM), acrescido de Leupeptina (5 mg/mL) e PMSF (100 mM). O homogenato foi
centrifugado por 30 minutos a 10.000 rpm (Heal Force, Neofuge 15R), a 4°C. Para 0 ensaio
enzimatico, a amostra foi adicionado uma solucdo de albumina (0,5 mg/mL de tampao),
glutationa oxidada (GSSH - 10 mM). A reacdo iniciou-se com a adicdo de NADPH (1,2
mg/mL) em bicarbonato (0,5%). O monitoramento foi feito em espectrofotdmetro (PG
INSTRUMENTS; UV-VIS Spectrophotometer Model T80+) a 340 nm, 37°C, por 8 minutos,
em intervalos de um minuto. O resultado foi expresso em nanomoles por miligrama de

proteina.

d. Atividade da glutationa peroxidase

Este ensaio € uma medida indireta da atividade da GPx (PAGLIA e VALENTINE,
1967). O tecido foi homogeneizado em 10 volumes de tampdo fosfato de sddio 50 mM,
acrescido de KCI 140 mM, pH 7,4. A mistura foi centrifugada a 2.000 rpm, por 10 minutos a
4°C (Heal Force, Neofuge 15R), e o sobrenadante foi coletado. Na placa foi colocado tampédo
fosfato (100 mM/EDTA (5 mM), NADPH (8,4 uM), GR (10 U/mg de proteina/mL), azida
sodica (1,125 M), GSH 0,15 mM, tampdo fosfato (EDTA 5 mM), H,0, (2,2 mM) e 50 uL da
amostra. O monitoramento foi feito em espectrofotbmetro (PG INSTRUMENTS; UV-VIS
Spectrophotometer Model T80+) a 340 nm, 25°C por 8 minutos, em intervalos de um minuto.

O resultado foi expresso em nanomoles por miligrama de proteina.

4.4.6 Mensuracdo de produtos da peroxidacéo lipidica

As mensuragdes dos produtos de peroxidagdo lipidica foram feitas de acordo com
Bose et al., (1989). Resumidamente, as amostras foram pesadas e homogeneizadas em 10
vezes o0 volume de solugdo de tampdo fosfato, contendo BHT (12,6 mM). Em seguida, 200 pL
do homogenato foram incubados a 90°C por 45 minutos com solugdo contendo TBA (0,37%),
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em meio &cido (15% de &cido tricloroacético e 0,25 M de &cido cloridrico). As amostras, em
sequida, foram centrifugadas por 5 minutos a 14.000 rpm (Heal Force, Neofuge 15R).
Retirou-se 300 pL do sobrenadante, acrescentou-se 300 pL de n-butanol e 30 pL de solucéo
saturada de NaCl. A mistura foi agitada em vortex por 30 segundos e novamente centrifugada
por 2 minutos a 14000 rpm. Aliquotas do sobrenadante foram pipetadas em placas de 96
pocos para a leitura de absorbancia em leitor de microplaca (Biotek, ELx800 Absorbance
Microplate Reader) a 535 nm, corrigindo pelos valores de absorbancia a 572nm). A
quantidade de malonadialdeido (MDA) produzido foi expressa em nanomoles por miligrama
de tecido, utilizando para o calculo, um coeficiente de extincdo molar de 1,55 x 10° M™*cm™.

4.4.7 A medicdo dos niveis de creatina quinase

Os niveis de creatina quinase (CK) foram medidos por um ensaio enzimético (do kit
CK-NAC Liquiform - Labtest), em amostras de perfusato a partir da circulagdo coronaria do
tempo total de reperfusdo. Em um tubo contendo 1,0 mL do reagente de trabalho, adicionou-
se 200 puL de amostra ou calibrador, homogeneizou-se e transferiu-se imediatamente para a
cubeta termostatizada a 37°C. A absorbéancia inicial (Al) foi registrada e apds 2 minutos
registrou-se a segunda absorbancia (A2). A leitura foi realizada em espectrofotometro (PG
INSTRUMENTS; UV-VIS Spectrophotometer Model T80+) a 340 nm. A quantidade de CK

produzida foi expressa em U/L de tecido e foi utilizado para o calculo, o fator de 8121.

4.5 Tratamento estatistico dos dados

Para tratamento estatistico, as analises dos resultados obtidos foram processadas em
software Prism 5.1 (GraphPad, San Diego, CA, Estados Unidos), LabChart 7 Pro software
(ADInstruments, Bella Vista, Australia) e Windagq ProAcquisition (DATAQ Instruments,
Akron, Ohio, Estados Unidos ).

Os dados de coracéo isolado como a pressdo ventricular esquerda, frequéncia cardiaca,
PRI, QTi, QRS, dP/dT, lipoperoxidacdo e atividade sequestradora do radical livre DPPH",
TBARS, SOD, CAT e CK foram analisadas adotando-se a analise de variancia ANOVA one-
way para medidas parametricas, seguidas do pos-teste de Bonferroni para comparacao entres
0S grupos.

A GPx e GR foram analisadas através do teste ANOVA two-way para medidas

paramétricas, seguidas do pos-teste de Bonferroni para comparagao entre 0s grupos.
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Para efeito estatistico, foram considerados significativos os valores que apresentavam
p <0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Preparacdo da FAE

Ap0s a secagem das folhas as mesmas foram trituradas e pesadas, dando um total de
2,2 Kg. Apos a evaporacdo foram obtidas 442,93 g da fracdo metanolica, 174,81 g da fragéo
hexanica e 90,08 g da fracdo cloroférmica e 2,78 g da FAE, esta apresentando rendimento de
0,12%.

5.2 Prospeccao Fitoquimica

Os resultados da prospeccéo fitoquimica da FAE estdo listados na Tabela 4.

Tabela 4 — Prospeccéo fitoquimica da fracdo acetato de etila da C. rosea (FAE)

Classes de metabdlitos FAE
Flavonas, flavondis e flavanonas e xantonas ++
Leucoantocianidina ++
Catequinas ++
Taninos condensados ++

Taninos pirogalicos =
Triterpendides pentaciclicos -
Saponinas ++
Esteroides livres -

Resinas =

(++) para teste positivo de coloracdo moderada e (-) para teste negativo.
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5.3 Atividade antioxidante in vitro da FAE

A atividade antioxidante da FAE foi avaliada pelo PI do DPPH’ e, por regressao linear,
foi possivel calcular o CEsp, 0ou seja, a concentracdo da amostra suficiente para reduzir em
50% a concentracdo inicial de DPPH’. Onde C = — 2.3852A + 99.741, onde C é a
concentracdo de DPPH’, A é a absorbancia sendo o coeficiente de correlagdo foi de R® =

0.9526 (Figura 11).
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Figura 11 - Curva DPPH’

A atividade antioxidante da FAE pelo DPPH" esta mostrada na Tabela 5. Na
concentracdo de 30 pg/mL, a FAE promoveu uma reducdo significativa do DPPH" (p <
0,001), apresentando um PI de 46,7 £ 3,5 % e uma CEsg de 20,9 + 0,3 ug/mL. O &cido gélico
foi usado como controle positivo da atividade antioxidante. De acordo com o indice de

atividade antioxidante (IAA), a FAE mostrou potencial antioxidante forte.
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Tabela 5 - Atividade antioxidante da fracdo acetato de etila de C. rosea (FAE) determinada
pela reducéo do radical livre DPPH".

Amostras Pl (%) I1AA CEso (Mg/mL £ e.p.m.)
FAE 46,7+35" 1,4+0,02° 20,9+0,3
Acido galico 92,0+ 30,0 28,6 £ 0,05 1,05+0,3

CEsp € PI (porcentagem de inibicdo) dos extratos foram calculados no estado estacionario. I1AA, indice
de atividade antioxidante. Diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA one-way seguida
de pds-teste de Bonferroni (*p < 0,001, n=3).

As diferentes concentracOes testadas da FAE reduziram significativamente a

lipoperoxidacéo induzida pelo FeSO,4, mesmo em baixas concentracfes (Figura 12).
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Figura 12 - Efeito da fracdo acetato de etila de C. rosea (FAE) sobre a lipoperoxidagéo induzida por
FeSO,. Diferencas estatisticas foram determinadas por ANOVA one-way seguida do pés-teste de
Bonferroni. (***** ** " n < 0,001: quando comparado ao controle - n = 3).

O mesmo teste também foi realizado com o controle positivo, 0 NAC. Como podemos
observar na Figura 13, o NAC também reduziu significativamente a lipoperoxidacéo induzida
pelo FeSO,,
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Figura 13 - Efeito do NAC sobre a lipoperoxidagdo induzida por FeSO,. Diferencas estatisticas foram
determinadas por ANOVA one-way seguida do poés-teste de Bonferroni. (*p < 0,05: quando
comparado ao controle - n = 3).

Apés a verificacdo do potencial antioxidante in vitro, o segundo passo foi verificar se
a FAE tinha efeito sobre os parametros fisioldgicos cardiacos. Sendo assim, medidas da
atividade elétrica e contratil foram realizadas em coracéo isolado de rato a fim de verificar se

os efeitos vistos in vitro ocorriam também no sistema biologico.

5.4  Efeitos eletrocardiograficos da FAE em coracéo isolado

A Figura 14 mostra os parametros eletrocardiograficos (painéis A — C) avaliados em
situacdo controle e apo6s perfusdo da FAE (300 pg/mL) em coracdo isolado de rato e 0s
tracados tipicos do ECG (painel D). Pode-se observar que a FAE provocou um aumento
significativo na duracdo do intervalo PRi (painel A). Além disso, 0s resultados indicaram que
a FAE também foi capaz de aumentar o intervalo QT (QTi) (painel B). As alteragdes no
tempo de duragdo tanto do PRi quanto do QTi ndo foram reversiveis apds lavarmos a
preparagéo.

Os resultados mostraram que a FAE aumentou a duragdo do complexo QRS (painel
C). Este resultado indica que a velocidade de propagacdo do impulso elétrico na massa

ventricular sofreu retardo.
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Figura 14- Parametros eletrocardiograficos avaliados antes (Veiculo), durante (FAE) e depois (Wash)
da perfusdo da fracdo acetato de etila (FAE - 300 pg/mL) obtida da C. rosea em coragdo isolado de
rato. (A) Intervalo PR (PRi), (B) intervalo QT (QTi), (C) complexo QRS (QRS) e (D) Tracados
representativos mostrando o eletrocardiograma em coragdo de rato isolado estimulado eletricamente
em (a) situacdo controle, (b) na presenca da fracdo acetato de etila (FAE — 300 pg/mL) e (c) ap6s o
wash. ~“p < 0,001 comparado com o grupo Veiculo, *p < 0,05 comparado com FAE, **p < 0,001
comparado com FAE (n =5). ANOVA one-way seguida do p6s-teste Bonferroni.

5.5 Efeitos contrateis da FAE em coracao isolado

Como a FAE foi capaz de alterar de forma significativa o perfil eletrocardiografico em
coracdo de rato, resolvemos avaliar a sua resposta contratil em coracdo isolado através da
medida da PVE. A Figura 15 mostra tragados representativos do registro simultaneo da PVE
(painel A) e a analise dos registros estdo representados quantitativamente (painel B) em
situacdo controle (perfusdo com o Veiculo), apos a perfusdo com a FAE e apds wash. Em
coracdo estimulado eletricamente, podemos observar que a FAE promoveu uma reducgéo

significativa na PVE e apds o wash, a forga voltou parcialmente.
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Figura 15 - Tracados representativos mostrando a pressdo ventricular esquerda (PVE) (A) e analise
dos registros experimentais (B) obtidos em coracdo de rato isolado estimulado eletricamente em
situacdo controle (a), na presenca da fracdo acetato de etila (FAE — 300 pg/mL) (b) e apds o wash (c).
Os valores foram expressos como média + e.p.m. ANOVA one-way seguida do pés-teste Bonferroni

(***p < 0,001: quando comparado ao grupo Veiculo; n =5).

5.6  Efeitos cronotropicos da FAE em coracéo isolado

Além de ter alterado os parametros eletrocardiograficos e a forgca contratil do
miocardio, em coracdo batendo espontaneamente, a FAE promoveu uma diminuicdo
significativa da frequéncia cardiaca (Figura 16). No painel A, podemos observar o aumento
significativo do intervalo RR produzido pela FAE, o que reflete uma reducéo significativa na

frequéncia cardiaca.
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Figura 16 - Efeitos da fracdo acetato de etila de C. rosea (FAE) sobre a atividade elétrica e frequéncia
cardiaca em coracdo isolado de rato. (A) registros eletrocardiograficos em situacao controle, perfusdo
com FAE e wash. (B) Analise quantitativa da frequéncia cardiaca em coracdo isolado de rato
perfundidos 20 minutos com FAE. Os valores foram expressos como média = e.p.m. ANOVA one-
way seguida do poés-teste de Bonferroni. *p < 0,001 comparado com o Veiculo, ***p < 0,001
comparado com grupo Veiculo, **p < 0,01 comparado com FAE;*p < 0,001 comparado com grupo
FAE (n =5). BPM = batimentos por minuto.

O prdéximo passo deste estudo foi avaliar a utilizacdo da FAE em coracfes isquémicos
de ratos previamente perfundidos com a mesma, visto que apresentou potente efeito
antioxidante in vitro, tais caracteristicas levaram a crer que a fracdo poderia ser utilizada

como cardioprotetora neste evento patolégico.

5.7  Efeitos da FAE sob a injuria de reperfusdo em coracéo isolado

No modelo experimental de isquemia-reperfusdo, foram avaliados os efeitos da FAE
sobre a pressdo ventricular maxima desenvolvida pelo ventriculo esquerdo de rato, frequéncia

cardiaca e dP/dt maxima e minima.

5.7.1 Pressdo Ventricular Esquerda
Os resultados mostraram que a perfusdo prévia somente com o veiculo promoveu uma
diminuicdo significativa da PVE ap0s a reperfusdo, mostrando assim, prejuizo deste

pardmetro em comparagdo ao grupo que ndo sofreu manobra isquémica (grupo Sham). A



61

perfusdo prévia tanto com a FAE (300 pg/mL) quanto com o NAC foi capaz de prevenir a
reducdo da PVE induzida pela isquemia.

Os resultados dos experimentos mostraram que a perfusdo prévia com a FAE foi capaz
de produzir uma melhora significativa da presséo ventricular apés a reperfusdo pos-isquémica

quando comparados ao grupo Veiculo + I/R e ao NAC (Figura 17).
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Figura 17 - Pressdo ventricular esquerda (PVE) medida em coragdo isolado de rato perfundido
previamente com fragdo acetato de etila de C. rosea (FAE) e submetido a isquemia e reperfusdo Os
dados foram expressos como média + e.p.m. ANOVA one-way seguida do pos-teste de Bonferroni.
**p < 0,01: quando comparado ao grupo Sham, **p < 0,001: quando comparado ao grupo Veiculo +
I/R, *p < 0,05 quando comparado ao grupo FAE + I/R (n = 6).

5.7.2 dP/dt
Os resultados da perfusdo prévia com a FAE também mostraram diminuicdo

significativa da dP/dt maxima, quando comparados ao Veiculo, porém foi menor do que
comparado tanto ao Veiculo quanto ao NAC (Figura 18).

A reducdo da taxa maxima de mudanca de forca através do tempo (dP/dt) encontrado
reforca o efeito inotropico negativo promovido pela FAE uma vez que, tanto a dP/dt méaxima
quanto a pressdo ventricular sistolica, sdo consideradas marcadores de funcdo sistolica e

utilizadas como indice de contratilidade miocardica.
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Figura 18 - Efeito sobre o incremento maximo na pressdo ventricular (dP/dT méaxima) desenvolvida
em coracdo isolado de rato perfundido previamente com fracdo acetato de etila de C. rosea (FAE —
300 pg/mL) e submetido a isquemia e reperfusdo. Os valores foram expressos como média + e.p.m.
ANOVA one-way seguida do pés-teste de Bonferroni. ***p<0,001: quando comparado ao grupo
Sham, “p<0,05: quando comparado ao grupo I/R + Veiculo, *p<0,05: quando comparado ao grupo I/R
+ FAE (n=6).

A FAE ndo promoveu um efeito lusitrépico negativo como verificado pela dP/dt
minima. Nos grupos FAE + I/R e NAC + I/R a dP/dt minima ndo se apresentou

significativamente diferente do grupo Veiculo + I/R (Figura 19).
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Figura 19 - Efeito sobre o decremento maximo na pressdo ventricular (dP/dT minima) desenvolvida
em coracdo isolado de rato perfundido previamente com fracdo acetato de etila de C. rosea (FAE —
300 pg/mL) e submetido a isquemia e reperfusdo. Os valores foram expressos como média + e.p.m.
ANOVA one-way seguida do pés-teste de Bonferroni. *p<0,05 quando comparado ao grupo Sham,

(n=6).
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5.7.3 Frequéncia Cardiaca

Como mostrado na Figura 16 (painel B), a FAE diminuiu os batimentos cardiacos,
porém apOs um periodo isquémico de 30 minutos, hd uma recuperacdo destes batimentos,
Figura 20, de tal forma que nédo foi encontrada diferenca significativa entre este e 0 grupo que
ndo sofreu nenhuma manobra isquémica.

Neste contexto pode-se observar que o grupo Veiculo + I/R, ap0s a isquemia, teve um
ligeiro decréscimo nos batimentos. Vale ressalvar que, ao se comparar este grupo ao Sham, na
perfusdo controle (antes do evento isquémico) ndo apresentou diferenca significativa
evidenciando que veiculo utilizado ndo alterou este parametro.

J& no controle positivo, NAC + I/R, o N-acetil-L-cisteina provocou melhora nos

batimentos, porém menos pronunciado que a FAE.
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Figura 20 - Efeito sobre os batimentos cardiacos desenvolvido em coragéo isolado de rato perfundido
previamente com fracdo acetato de etila C. rosea (FAE- 300 pg/mL) de, e submetido a isquemia e
reperfusdo. Valores demonstram a recuperacdo dos batimentos cardiacos ap6s a isquemia de 30
minutos, num intervalo de 60 minutos de reperfusdo com a solugdo Veiculo. Os valores foram
expressos como média = e.p.m. ANOVA one-way seguida do pos-teste de Bonferroni. *p<0,05:
quando comparado ao grupo Veiculo + I/R (n=6).

Para avaliar o efeito da FAE sobre os eventos arritmicos provocados pelos danos

provocados pela reperfuséo, analisamos o indice de severidade das arritmias ap0s a isquemia.
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5.7.4 Indice de Severidade de Arritmia (ISA)

As arritmias cardiacas foram definidas como a presenca de taquicardia e/ou fibrilacao
ventricular depois que o fluxo foi reestabelecido. A classificacdo das arritmias foram feitas
segundo Oliveira et al., (2007), onde estes fendbmenos foram classificados baseado na sua
duragéo.

Para obter uma medida quantitativa, as arritmias foram classificadas arbitrariamente
por sua duracdo, e quando esta era maior ou igual a 30 minutos, seria considerada uma
arritmia irreversivel. Em relagdo a severidade das arritmias, os coragfes perfundidos

previamente com FAE apresentaram menor ISA (Figura 21).
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Figura 21 - Indice de Severidade de Arritmia (ISA) em coragdo isolado de rato perfundido
previamente com fragdo acetato de etila de C. rosea (FAE — 300 pg/mL), e submetido & isquemia e
reperfusdo. Os valores obtidos através dessa classificacdo foram expressos como média + e.p.m e
ANOVA one-way seguido do pés-teste Bonferroni. p<0,05: quando comparado ao grupo Veiculo +
I/R, ""p<0,001: quando comparado ao grupo FAE + I/R(n=5).

A fim de tentarmos entender os mecanismos celulares envolvidos nos efeitos da FAE,

investigamos a atividade de enzimas antioxidantes importantes presentes no coracéao.
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5.8 Efeito da FAE sobre a atividade de enzimas antioxidantes apds o processo
de isquemia.

Como era esperado, a peroxidacdo lipidica no tecido muscular, aumentou
significativamente no grupo Veiculo (0,20 + 0,02 nmol de MDA/mg de tecido), quando
comparada ao grupo Sham (0,07 £ 0,003 nmol de MDA/ mg de tecido), conforme observado
na Figura 22. Observamos também diminuic&o significativa quando comparado ao grupo FAE
(0,04 £ 0,001 nmol de MDA/mg de tecido).

Né&o foram observadas alteragGes nas medidas de TBARS entre os grupos Sham, FAE e
NAC. Como se pdde verificar, os coracdes perfundidos previamente com a FAE apresentaram
medidas de MDA menores do gue as aferidas no grupo NAC (0,07 £ 0,01 nmol de MDA/mg
de tecido).
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Figura 22 - Avaliacdo da peroxidacdo medida em coragdo isolado de rato perfundido previamente
com fracdo acetato de etila de C. rosea (FAE — 300 pug/mL), e submetido & isquemia e reperfusdo. Os
niveis de MDA foram expressos como média + e.p.m e ANOVA one-way seguido do pés-teste de
Bonferroni. ***p<0,001: quando comparado ao grupo Sham, *#p<0,001: quando comparado ao grupo
Veiculo + I/R (n=5).

A atividade da SOD foi avaliada segundo Madesh e Balasubramanian e adaptado por
Marklund (1974). Nos tecidos cardiaco perfundidos previamente com FAE e submetidos a
reperfusdo apOs manobra de isquemia, a atividade desta enzima encontrou-se aumentada
(10,40 + 1,66 U/mg de proteina) quando comparada aos tecidos perfundidos com o veiculo

(9,001« 1,053U/mg de proteina), como mostrado na Figura 23.
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Figura 23 - Avaliacéo da atividade da superoxido dismutase (SOD) medida em coragdo isolado de
rato perfundido previamente com fracdo acetato de etila de C. rosea (FAE — 300 pg/mL), e submetido
a isquemia e reperfusdo. A atividade foi expressa como média + e.p.m e ANOVA one-way seguido do
pos-teste de Bonferroni. **p<0,01: quando comparado ao grupo Sham, * p<0,05: quando comparado
ao grupo Veiculo + I/R, **p<0,001: quando comparado ao grupo FAE + I/R (n=5).

Na cascata de formacdo de ERO, o O," é o primeiro radical formado e a SOD catalisa
a reacdo para a dismutacdo do H,O,. Este ultimo pode servir como substrato para duas
enzimas antioxidantes, a GPx e a CAT.

Diante deste fato, avaliamos também a atividade destas duas enzimas e, como pode
ser observado na Figura 24, a FAE foi capaz de aumentar de forma significativa (p<0,01) a
atividade da GPx no tecido cardiaco submetido a isquemia quando comparado ao Veiculo +
I/R.
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Figura 24 - Avaliagdo da atividade da glutationa peroxidase medida em coragdo isolado de rato
perfundido previamente com fragdo acetato de etila de C. rosea (FAE — 300 pg/mL), e submetido a
isquemia e reperfusdo. A atividade foi expressa como média + e.p.m e ANOVA two-way seguido do
pos-teste de Bonferroni. ** p<0,001 quando comparado ao grupo FAE + I/R (n=5).

Ja quando analisamos a GR, Figura 25, podemos observar que a FAE reduziu a
atividade desta (p<0,001).
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Figura 25 - Avaliacdo da atividade da glutationa redutase medida em coragdo isolado de rato
perfundido previamente com fragdo acetato de etila de C. rosea (FAE — 300 pg/mL), e submetido a
isquemia e reperfusdo. A atividade foi expressa como média + e.p.m e ANOVA two-way seguido do
teste Bonferroni. ~~ p<0,001 quando comparado ao grupo Sham ** p<0,001 quando comparado ao
grupo Veiculo + I/R, ™ p<0,001 quando comparado ao grupo FAE + I/R (n=5).
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A enzima CAT esta presente na maioria das células aerdbicas, sendo que em animais
se encontra principalmente no figado, rins e eritrocitos. Orgdos como o cérebro, coracio e
musculo esquelético contém, no entanto, pequenas quantidades da enzima (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1985). Como mostrado na Figura 26, a atividade da CAT ndo se mostrou
diferente no grupo FAE + I/R.
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Figura 26- Avaliacdo da atividade catalase em coracgdo isolado de rato perfundido previamente com
fracdo acetato de etila de C. rosea (FAE — 300 pg/mL), e submetido a isquemia e reperfusdo. A
atividade foi expressa como média + e.p.m e ANOVA one-way seguido do pos-teste de Bonferroni .
*p<0,05 quando comparado ao grupo Sham; ## p<0,01 quando comparado ao grupo Veiculo + I/R;
++p<0,01 quando comparado ao grupo FAE + I/R (n=5).

A medida da CK no perfusato foi utilizada como marcador de lesdo miocardica em
amostras coletadas durante todo o tempo experimental (perfusao e reperfusdo pos-isquémica).
No grupo Veiculo + I/R pudemos verificar aumento significativo deste marcador (72,1 + 9,0
U/L) quando comparado ao grupo Sham (22,2 + 3,2 U/L). Quando comparamos aos coragdes
perfundidos previamente com FAE (17,9 + 6,2 U/L) podemos observar que esta fracdo foi
capaz de reduzir significativamente os niveis de CK, Figura 27.
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Figura 27 - Avaliacdo da atividade da creatina quinase medida em coracgdo isolado de rato perfundido
previamente com fragdo acetato de etila de C. rosea (FAE — 300 pg/mL), e submetido & isquemia e
reperfusdo. A atividade foi expressa como média + e.p.m e ANOVA one way seguido do pos-teste de
Bonferroni. *p<0,05 quando comparado ao grupo Sham, ##p<0,01 quando comparado ao grupo
Veiculo + I/R (n=5).
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6 DISCUSSAO

O IAM é responsavel pela morte de milhdes de pessoas em todo o mundo a cada ano,
com uma taxa de mortalidade de cerca de 10%, sendo a principal causa de insuficiéncia
cardiaca cronica. N@o obstante, estratégias para reduzir o tamanho do infarto e reduzir todas
as manifestacOes da lesdo pos-isquémica tém sido desenvolvidas (AVEZUM et al., 2004).
Esta lesdo pds-isquémica, ou lesdo de reperfusdo, ocorre no coragdo de maneira reversivel
e/ou irreversivel logo apos a estabilizacdo do fluxo (PINHEIRO et al., 1999).

Entre as lesGes de reperfusdo podemos incluir as arritmias (disfuncdo mecanica
transitdria do coracdo), lesdo microvascular (AVEZUM et al., 2004), bem como as respostas
inflamatorias. Na reperfusdo, a morte celular pode ocorrer devido a apoptose e necrose
(HAENDCHEN et al., 1998; MONTEIRO et al., 2003).

Uma grande producdo de espécies reativas de oxigénio ocorre durante a isquemia e
reperfusdo tecidual, porém, ocorre uma recuperacdo promovida por agentes antioxidantes
endégenos (VALKO et al., 2007). Os removedores de radicais livres ou antioxidantes
naturais tém efeitos cardioprotetores em modelos experimentais de isquemia-reperfusao
(WANG et al., 2011).

Neste estudo foi avaliado o potencial antioxidante da FAE e posteriormente, estudado,
passo a passo, o seu efeito sobre parametros da funcdo cardiaca. Foi também avaliada sua
acao no sistema redox celular em modelo de isquemia, para ver a prevencdo de possiveis
danos da injuria de reperfusdo provocado pelo estresse oxidativo, em coracdo isolado de rato.
Desta forma, foi verificado se tais propriedades preveniriam o dano tecidual promovido pela
injuria de reperfusdo cardiaca, proporcionando, um melhor estado de vitalidade apds um

desafio estressor.

Segundo Dornas et al., (2007), plantas medicinais e condimentares que contenham
flavonoides sdo usadas hd milhares de anos na medicina oriental. Os flavonoides séo
subdivididos nas principais classes: flavonas, flavondis, chalconas, auronas, flavanonas,
flavanas, antocianidinas, leucoantocianidinas, proantocianidinas, isoflavonas e neoflavonoides
(BRAVO, 1998 citado por DORNAS et al., 2007).

Antes dos testes antioxidantes in vitro foi realizada uma prospeccao fitoquimica da

FAE a fim de conhecer os constituintes da mesma que indicasse seu potencial antioxidante.
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Na prospecgdo fitoquimica foram identificados flavonas, flavonoides, flavanonas, xantonas,

leucoantocianidina, catequinas, taninos condensados e saponinas.

Num levantamento bibliografico, pudemos observar que estas substancias sdo em sua
grande maioria antioxidantes. As antocianidinas sdo pigmentos vegetais, nos ultimos anos, 0
interesse por esses pigmentos se intensificou uma vez que pesquisas tém demonstrado que as
antocianinas e suas respectivas agliconas sdo compostos bioativos e que possuem capacidade
antioxidante, entre varios outros efeitos farmacoldgicos (KAHKONEN e HEINONEN, 2003
citado por DORNAS et al., 2007).

Flavanas, leucoantocianidinas e proantocianidinas fazem parte de uma classe de
flavonoides nos quais é possivel encontrar estruturas oligomerizadas. Estudos in vivo, com o
extrato de sementes de uvas (Vitis sp) contendo proantocianidinas, comprovam eficacia desse
como eliminador de radicais livres e inibidor de danos oxidativos nos tecidos com acao
superior ao da vitamina C, E e S-caroteno (BAGCHI et al., 1998 citado por DORNAS et al.,
2007). Além disso, resultados experimentais demonstram que proantocianidina inibe nao
competitivamente a xantina oxidase (uma das enzimas responsaveis pela formacao de radicais
livres), e as enzimas elastase, colagenase, hialurorinase e 3—glicoronidase (DORNAS et al.,
2007; BOMBARDELLI e MORAZZONI, 1995).

A capacidade antioxidante de compostos fendlicos é determinada por sua estrutura, em
particular, pela presenca de hidroxilas, destacando-se as que se localizam na posicdo C3 e C4.
As hidroxilas podem doar elétrons e suportar, como resultado, a deslocalizacdo em torno do
sistema aromatico, potencializando o seu efeito antioxidante (LIEN et al., 1999).. Evidéncias
epidemioldgicas crescentes sugerem que ha correlacdo negativa entre consumo de alimentos

ou bebidas ricas em polifendis e a incidéncia de doencas cardiovasculares (REIN et al., 2000).

Segundo Dornas et al., (2007), vérios autores evidenciaram que o0s polifendis
poderiam inibir a agregacdo plaquetéria por diferentes mecanismos, incluindo inibicdo da
lipoxigenase, ciclooxigenase (LAUGHTON et al., 1991) e AMPc (LANDOLFI et al., 1984).
Outros efeitos inibitorios de plaqueta incluem antagonismo de receptor de tromboxano
(TZENG et al., 1991), varredores de ROS como anion superéxido (ROBAK e
GRYGLEWSKI, 1988), diminuicéo da ativacdo da fosfolipase C (PIGNATELLI et al., 2000)
e inibicdo da peroxidacdo lipidica (GRYGLEWSKI et al., 1987). Flavonoides também
aumentam a producgé@o de oxido nitrico (NO) pelo endotélio (ANDRIAMBELOSON et al.,
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1997) que é potente inibidor da adesdo e agregacdo plaquetarias e trombose (FREEDMAN et
al., 1997; Idem, 1998).

Estudos epidemioldgicos em humanos também apoiam a ideia de que o baixo risco de
cancer esta fortemente associado a dietas ricas em antioxidantes (LEE et al., 2003). Destes, 0
H,O, é maior indutor de doengas humanas incluindo céncer, doenca cardiaca e doenca
cerebrovascular por meio de diversos processos celulares, embora altas doses possam reduzir
o crescimento de células tumorais (LEE et al., 2003; HEO et al., 2004).

A posteriori, verificamos a atividade sequestradora da FAE sobre o DPPH’. A fracédo
apresentou um potencial de inibicdo de 46,7 £ 3,5%, e 0 IAA a classificou como forte
antioxidante (acima de 1,0) sendo sua CEs, de 20,9 = 0,3%. Este potencial antioxidante é
observado em plantas que contém substancias como antocianinas, lecitinas e compostos
fendlicos, principalmente, flavonoides (JUSTO et al., 2008). Estes achados corroboram
nossos resultados, acreditamos que, possivelmente, os flavonoides, juntamente com outras
substancias presentes na fracdo em estudo, foram os responsaveis pelo efeito antioxidante

observado.

Diante disto, os resultados aqui apresentados demonstraram que a FAE tem potencial
antioxidante similar ao de outras substancias como, por exemplo, extrato aquoso do broto de
feijdo-mungo (Vigna radiata L.) visto por Lima et al., (2004), que avaliaram a atividade
antioxidante deste em sistema modelo B-caroteno/acido linoléico. O extrato deste apresentou
atividade oxidante (48,07% de inibicdo) embora tenha sido inferior ao BHT usado como
referéncia (citado por RAMALHO et al.,2006).

Kurian et al., (2010), ao estudarem a fracdo acetato de etila de Desmodium
gangeticum, que ja era utilizada popularmente na India, observaram que a mesma apresentou,
na concentragdo de 1000 pg/mL, um potencial de inibicdo de 89,25 + 2,11% e de 0,10 £
0,03% quando a concentragao foi de 5 pg/mL. Ainda pode verificar que a CEs foi de 36,3 +

1,47, mostrando que através do DPPH’, a mesma podia ser um agente antioxidante.

Segundo Lima et al., (2004), evidenciaram que a acdo antioxidante desse vegetal esta
relacionada ao teor de compostos fendlicos, assim como aconteceu com o extrato aquoso de
canela, com 60%, germe de trigo e ginseng, com 64,9 e 69,1% de inibicdo da oxidagé&o,
respectivamente. Também utilizando o B-caroteno/acido linoleico. Melo et al., (2003),

avaliaram a atividade antioxidante de extratos de coentro (Coriandrum sativum L.). O extrato
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aquoso exibiu 69,8% e o extrato etéreo 51,9% de protecdo contra a oxidagdo, sendo essa
habilidade atribuida, respectivamente, aos seus constituintes fendlicos e carotenoides (citado
por RAMALHO et al., 2006).

Como visto, os flavonoides presentes nas plantas podem atuar como agentes
redutores, sequestradores de radicais livres, inibidores de enzimas e, além disto, como
quelantes de metais (WANG et al., 2011). Quando sais de ferro sdo adicionados & meio de
cultura celular, podem reagir com o oxigénio e formar radical anion superoxido que ainda

podera sofrer dismutacéo a H,O,, podendo iniciar a peroxidagéo lipidica.

No presente trabalho esses efeitos foram observados através dos niveis de formacéo de
TBARS, através do indutor FeSO,. A protecdo contra a lipoperoxidacdo induzida por FeSO,
foi observada. Esta acdo pode ter sido promovida pelos flavonoides, sendo estes, ou outro
grupo, agentes quelantes e que estdo presentes na FAE. Estes agentes “sequestram” os ions

metalicos, formando quelatos que possibilitam a neutralizacdo das espécies oxidantes.

Em nossos resultados verificamos que ndo houve diferenca significativa entre o efeito
antioxidante da FAE e do NAC (controle positivo para atividade antioxidante) na reacao de
lipoperoxidagdo induzida pelo FeSO,, indicando, desta forma, que a FAE tem um efeito

antioxidante importante.

Esta acdo também foi observada por Schmitz et al., (2011), quando estudou o efeito do
cha verde como um antioxidante importante, capaz de proteger as células contra a acdo dos
radicais livres. Estes resultados corroboraram os estudos realizados por Jun et al., (2002), e
Saffari e Sadrzadeh (2004), que também sugeriram efeito antioxidante do cha verde,

diminuindo a lipoperoxidagdo em membranas celulares.

A inibicdo da lipoperoxidagdo através de substancias antioxidantes reduz a formacéo
de ROO- bem como, das espécies reativas alcoxila (RO¢) e hidroxila (OH¢) produzidas por
reagOes do tipo Fenton e Haber-Weiss (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Contudo, 0
mecanismo proposto na supressdo da lipoperoxidacdo envolve a formacdo de metabolitos
secundarios estaveis (SOUSA et al., 2007; RAMALHO et al., 2006).

Apos a verificacdo do efeito antioxidante da FAE, partimos para a avaliacdo dos
efeitos desta fracdo sobre o tecido cardiaco. Os parametros eletrocardiograficos foram
avaliados em situacdo controle e apds perfusdo da FAE (300 pug/mL) em coracéo isolado de

rato. Podemos observar que a FAE provocou um aumento médio de 25% na duragdo do PRI,
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ou seja, induziu um retardo na propagac¢do da onda elétrica através do NAV e/ou no sistema
His-Purkinje. Esse tipo de efeito pode ser chamado de BAV de 1° grau. Nessa magnitude de
blogqueio, os estimulos atriais sdo capazes de despolarizar os ventriculos com algum retardo,
havendo apenas o0 aumento do PRi. Esse resultado pode ser decorrente da reducdo da entrada
de célcio no miocérdio, responsavel tanto pela reducéo da forca contratil como pela reducéo

da frequéncia cardiaca.

Além disso, os resultados mostraram que a FAE também foi capaz de aumentar o QTi.
Este intervalo foi medido do inicio do complexo QRS ao fim da onda T e representa a sistole
elétrica ventricular, que corresponde ao tempo total de despolarizacdo e repolarizacao
ventricular, ou seja, é a duracdo do potencial de agdo ventricular (AZEVEDO et al.,
1999).Este resultado mostra que o extrato dificultou a repolarizacdo ventricular, efeito este,

decorrente da inibicdo de correntes para potassio.

A velocidade de propagacdo do impulso elétrico na massa dos ventriculos pode ser
medida indiretamente através da duracdo do complexo QRS. Dessa forma, os resultados
mostraram que a FAE aumentou a duragdo do complexo QRS. Sabe-se que a velocidade de
propagacgdo do potencial de acdo atraves do sistema excito-condutor dos ventriculos depende
fundamentalmente de correntes rapidas de Na® (JACK et al., 1975 citado por
VASCONCELOQS, 2005). Drogas ou manobras experimentais que levam a diminuicdo de tais
correntes contribuem para reduzir a primeira derivativa temporal da fase de despolarizacdo do
potencial de acdo cardiaco, e isto, tornaria mais lento a conducgdo do impulso elétrico, tanto
em célula atrial, quanto ventricular. O aumento da duracdo do complexo QRS fornece fortes
indicios de que as correntes rapidas de Na* poderiam estar sendo bloqueadas pela agdo da

fracéo.

A FAE produziu, ainda, inotropismo negativo medido através da presséo interna do
ventriculo esquerdo, apos 8 minutos de perfusdo do coragdo com 300 pg/mL da FAE (1,68 +
0,02 cmHg para 0,92 + 0,01 cmHg, p < 0,001). Assim como Cerqueira et al., (2011), que
verificaram que a R(+)-pulegona, um monoterpeno encontrado em plantas pertencentes ao
género Mentha, apresentava inotropismo negativo. Nossos resultados apontam que além de
alterar a atividade elétrica do coracéo, a FAE reduziu a contratilidade do ventriculo esquerdo.
Este efeito foi parcialmente reversivel apds lavarmos a FAE da preparacdo. Um efeito similar
foi observado por Cerqueira et al, (2011), onde tais autores verificaram bloqueio dos canais

para célcio e consequente diminui¢cdo do calcio disponibilizado para contragdo. O extrato
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obtido das folhas de Costus spiralis também induziu efeito inotrépico negativo, porém em
coracdo de cobaia, por reduzir a entrada de calcio no miocardio e 0 aumento transitorio de
calcio durante a contracdo (BRITTO et al., 2011).

A frequéncia cardiaca é normalmente controlada pelo marcapasso priméario do
coragdo, que € o NS. Em nosso trabalho, em todos os coracbes analisados, a frequéncia
cardiaca foi reduzida significativamente apds a perfusdo com a FAE. Esse resultado mostrou
que esta fracdo também alterou a atividade marcapasso do coracgéo isolado de rato, este efeito
também ¢é observado com os agonistas opioides que diminuem a frequéncia cardiaca
(GOZZANI, 1994). Santos et al., (2010), observaram, em seu estudo, que o extrato
hidroalcoolico de Alpinia speciosa reduziu a forca atrial e a pressdo arterial sistémica de rato.

As ceélulas marcapasso do coracdo exibem a propriedade de automacidade com
resultado de uma gradual despolarizacdo durante a diastole elétrica (despolarizacao diastélica
lenta - DDL). A DDL e a fase de despolarizacdo do potencial de acdo do marcapasso sao
processos essenciais para a formacdo do impulso elétrico do NSA. Estes fendmenos estdo
intimamente ligados ao influxo de calcio através do sarcolema. Quando essa corrente esta
severamente reduzida ocorre o desacoplamento eletromecanico do miocardio e o0s
marcapassos do coragdo sdo silenciados ou promovem reducdo da frequéncia cardiaca
(LOSSNITZER et al., 1984 citado por VASCONCELOQOS, 2005).

De acordo com o Lipsius et al., (2001), citado por Vasconcelos (2005), muitas
correntes idnicas contribuem para a DDL.: 1) surgimento da corrente de sodio tipo funny, (lf) e
que é a ativada pela hiperpolarizacio; 2) reducio da corrente de efluxo de K*; 3) aumento da
corrente do trocador Na*/Ca*? e, 4) aumento das correntes de influxo de Ca*? pelos canais de
calcio do tipo L e T. A contribuicdo individual destas correntes para a atividade marcapasso &,
no entanto, ainda controversa. Para diminuir a frequéncia cardiaca, como de fato a FAE faz,

uma ou mais dessas correntes devem estar alteradas.

Apos estas elucidagbes, avangamos no estudo a fim de esclarecermos se a FAE
poderia diminuir os danos em coragéo de rato promovido pela injaria de reperfusdo apds um
periodo isquémico de 30 minutos. Na isquemia e reperfusdo do coracdo, radicais livres
derivados de oxigénio desempenham um papel importante na génese de lesdo tecidual. Muitos
autores tém demonstrado que sequestradores de radicais livres reduzem lesdes provocadas por
estas Ultimas em coracdo reperfundidos apds isquemia. Tais fatos ddo suporte do seu uso

como potenciais terapéuticos (LU et al., 2011).
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Os efeitos deletérios das ERO sobre o tecido cardiaco podem ser bloqueados por
enzimas antioxidantes, como a SOD e CAT. Estes estudos indicam que os antioxidantes
capazes de sequestrar as ERO, como o O,", OH’, e os radicais peroxil (ROQ"), podem ter
vantagens terapéuticas para tratar a lesdo cardiaca isquémica mediada pela reperfusdo. Assim,
existe uma necessidade de compreender e identificar intervengdes antioxidantes adequadas

para salvar o miocardio a partir de danos teciduais decorrentes da I/R (LU et al., 2011).

Os resultados dos nossos experimentos com a perfusdo prévia com FAE no coragdo
isolado, e posterior inducdo de isquemia, mostraram que esta fracdo foi capaz de produzir
uma melhora significativa da pressdo ventricular apds a reperfusdo tecidual. Podemos
observar também, que a perfusdo prévia com NAC promoveu melhora neste parametro

avaliado, quando comparado com o grupo Veiculo + I/R.

As derivadas méximas da pressdo ventricular nas fases de sistole (+dP/dt) e diastole
(-dP/dt), que sdo parametros que avaliam a velocidade em que os fenbmenos da contragéo e
relaxamento acontecem, respectivamente, foram avaliados. Os resultados revelaram que a
FAE promoveu um decréscimo significativo desses parametros indicando que, na presenca da
FAE, a velocidade da sistole e diéstole ficou diminuida em relacdo ao controle.

Durante perfusdo da FAE, confirmamos uma reducdo da frequéncia cardiaca, porém
apos o periodo isquémico, a frequéncia cardiaca obteve um aumento significante em relacao
ao grupo Veiculo. Semelhante aos bloqueadores B-adrenérgicos, a FAE provoca uma
diminuicdo da contratilidade, da velocidade da contracdo cardiaca e diminuicdo da frequéncia
cardiaca. Os p-bloqueadores levam a uma diminuicdo do consumo de oxigénio pelo
miocardio, uma das razbes do seu efeito benéfico na doenca coronariana. Diminuem, ainda, a
velocidade de conducdo do estimulo elétrico cardiaco e aumentam o tempo de condu¢do no

NAV e sdo muito Uteis no tratamento da taquicardia supraventricular.

O ISA foi calculado e pudemos verificar que este indice apresentou reducdo
significativa no grupo perfundido previamente pela FAE, sendo significativamente melhor do
que o grupo previamente perfundido com o veiculo. Este dado corrobora nossos resultados
anteriores referentes a atividade elétrica cardiaca, uma vez que 0s experimentos sugerem
alteracdo na condutancia do ion calcio nas células marcapasso, diminuindo, desta forma, a
frequéncia cardiaca. Este dado nos sugeriu que a fracdo possivelmente previna arritmias
oriundas da reperfusdo pos-isquémica. Como os dados reforcam a hipoOtese de que a FAE

diminui ambas correntes de célcio e potéssio, verificado pelas alteracdes eletrocardiogréficas,
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ela teria propriedade antiarritmica semelhante as drogas antiarritmicas da Classe 1V

(blogueadores de canais para calcio) e da Classe 11l (bloqueadores de canais para potassio).

Véarios compostos naturais tem a capacidade de atuar bloqueando canais i6nicos em
célula cardiaca. Vasconcelos et al., (2006), verificaram que o extrato aquoso obtidos das
folhas de Averrhoa carambola apresentava também a propriedade de inibir correntes de célcio
do tipo L e correntes de potassio em coracdo de cobaia. A R(+)-pulegona também € capaz de
inibir correntes de célcio do tipo L e potassio em cardiomiocito de camundongo
(CERQUEIRA et al., 2011).

Apds a constatacdo da melhora em alguns parametros da funcéo cardiaca, resolvemos
investigar os possiveis mecanismos celulares envolvidos nesse processo cardioprotetor. Sabe-
se que durante a isquemia e reperfusdo ha grande producdo de ROS e que estas espécies sdo
deletérias e sdo responsaveis pela lesdo de reperfusdo. Devido ao forte potencial antioxidante
observado nos experimentos in vitro com a FAE indicando um possivel papel protetor contra
a lipoperoxidacdo passamos para a analise desse parametro no tecido cardiaco submetido a

manobra isquémica.

Verificamos a diminui¢do da medida do MDA no grupo perfundido previamente com
a FAE. Esta observacdo pode ser devido ao fato da inativacdo da via de Fenton,
provavelmente, pela acdo quelante da fracdo ao ion ferro. Esta acdo pode ser inferida pela
Figura 12, onde o agente indutor da peroxidacdo era o FeSO,. Com a via de Fenton
blogueada, ha um aumento da concentracdo de H,O, no tecido. Este aumento, além de induzir
uma maior atividade da GPx, evento também observado nos coragdes perfundidos
previamente com a FAE, leva a um aumento na atividade da CAT que s6 ganha um papel de

destaque no tecido cardiaco quando ha uma sobrecarga de H,O, (VALKO et al., 2007).

Esta quelacdo ja foi vista previamente, e, segundo Sousa et al., (2007), a atividade
antioxidante encontrada em plantas se deve principalmente & presenca de compostos fenolicos
e as suas propriedades redutoras e estruturas quimicas. Segundo estes autores, estas
caracteristicas desempenham um papel importante na neutralizagdo ou sequestro de radicais
livres e quelacdo de metais de transi¢do, agindo tanto na etapa de iniciagio como na

propagacdo do processo oxidativo.

Durante a isquemia e reperfusdo, o estresse oxidativo, decorrente da alta formacao de

ERO, modifica os fosfolipidios e como também proteinas, levando a peroxidagéo lipidica e
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oxidacdo dos grupos tidis das cadeias polipeptidicas. Acredita-se que estas mudangas alteram
tanto a permeabilidade da membrana quanto compromete sua integridade, além de produzir

alteracdo funcional de varias proteinas e enzimas celulares (DHALLA et al., 2000).

Os neutrofilos sdo as principais células efetoras da lesdo de reperfusdo. Sob as
condi¢Bes de isquemia / reperfusdo, a xantina - desidrogenase € convertida em xantina
oxidase, que utiliza oxigénio como um substrato. Durante a isquemia, o consumo de ATP
conduz a acumulacédo de grandes quantidades de catabolitos de purina, hipoxantina e xantina,
0 qual apos a reperfuséo e subsequente influxo de oxigénio sdo metabolizados pela xantina -
oxidase para a producdo de grandes quantidades de radicais superéxido e de perdxido de
hidrogénio (GRANGER et al., 2001 citado por VALKO et al., 2007). A SOD tem papel
fundamental como primeira linha de defesa do organismo contra as ROS atuando na remocéo
do radical superoxido. Apesar de inimeras pesquisas realizadas com esta enzima, nenhum
outro substrato foi descrito, mostrando a sua especificidade para O,” (HALLIWELL e
GUTTERIDGE, 1985).

O O," é o primeiro intermediario da reducdo univalente do oxigénio, e a partir deste
serdo formado as demais ERO (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Este radical é
produzido a partir de ambos os complexos | e 11l da cadeia de transporte de elétrons, e uma
vez formado € facilmente carregado atravessando a membrana mitocondrial interna (VALKO
et al., 2007). Seus efeitos deletérios vém da habilidade de gerar radicais secundarios como
H,0,, por sua dismutacdo espontanea em radicais extremamente toxicos, como OH’, através

da reducdo de quelatos de Fe** formando Fe*".

Além disso, 0 O, tem habilidade de liberar Fe** das proteinas e de ferro-
sulfoproteinas. Esse radical pode ainda reagir com NO para formar ONOO- e com o radical
"OH produzindo ‘0, (ANDRADE JR et al., 2005; BARREIROS et al., 2006).

Em nossa avaliacdo, encontramos um aumento na atividade da SOD nos coracgdes
perfundidos previamente com a FAE, quando comparados com o veiculo, da mesma forma da
que Kurian et al., (2010) também observaram com sua fracdo em tecido cardiaco. Este
aumento pode ter permitido um maior sequestro do O,", primeiro radical livre produzido,
limitando assim o dano celular. Verificamos, em nossas analises, que os cora¢des perfundidos
previamente com o NAC néo tiveram aumento na atividade desta enzima. No grupo Veiculo o

aumento significante da atividade da SOD, em relacdo ao Sham pode ser devido,
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principalmente, a alta produgdo de radicais de O," que acorre na reperfusdo, levando a

ativacdo desta enzima, para prevenir o dano ao tecido.

Apos a formacdo do H,0,, dois mecanismos de defesas enddgenos sdo ativados, a
CAT e a GPx, sendo esta ultima, um dos agentes mais importantes dos sistemas de defesas
antioxidantes. Apos a exposicdo da glutationa (GSH) ao agente oxidante ocorre sua oxidacao
a GSSH, via enzima GPx, que a utiliza como substrato para catalisar a rea¢do para remocao
dos perdxidos, gerando uma molécula de agua. A recuperacdo da GSH ¢ entdo feita pela
enzima GR, uma flavoproteina dependente de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
reduzida (NADPH), sendo essa, uma etapa essencial para manter integro o sistema de

protecdo celular.

A CAT é a enzima que catalisa, usando o ferro como cofator, a conversdo de duas
moléculas de H,O, em &gua e O, sendo altamente especifica por atuar em hidroperdxidos de
hidrogénio, de etila e de metila (DEL MAESTRO, 1980).

A CAT divide essa funcdo com a GPx, e na presenca de baixas quantidades de H,O,,
os peroxidos organicos sdo eliminados preferencialmente por esta ultima. JA em condicdes
onde hé altas concentra¢des de H,O, predomina a acdo da CAT (CHUNG-MAN et al., 2001;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999).

Nos nossos resultados pudemos verificar que a FAE aumentou a atividade da GPX,
porém o mesmo nao foi observado na GR, o NAC, por outro lado, aumentou a atividade da
CAT, assim como a atividade da GPx e GR. A glutationa (2GSH/GSSG) representa o
principal sistema de tamponamento redox celular e, por conseguinte, e a medida de sua
atividade é um indicador representativo para o ambiente redox da célula (VALKO et al.,
2007).

Em nosso trabalho pudemos observar que a FAE foi capaz de reduzir as medidas de
CK quando comparadas ao grupo Veiculo, porém este Gltimo ndo mostrou diferenca
significativa quando comparado ao grupo perfundido previamente com NAC. A CK catalisa e
adiciona um grupo de fosfato a creatina, tornando-a uma molécula de fosfocreatina. A
fosfocreatina é utilizada pelo organismo para fornecer energia as células. Durante o processo
de degeneragdo muscular, as células musculares degradam e liberam seu contetdo para a
corrente sanguinea, incluindo a CK, esta pode ser reversivelmente inativada por ERO,

produzindo potencialmente um estado pro-arritmico (GURJI et al., 2013).
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Dzeja et al, (1998), prop0s que a inativacdo de CK, principalmente na isquemia, por
ROS provoca acumulo ADP que abre canais Katp, encurtando, assim, potenciais de acéo
cardiaco, controlando o influxo de Ca®* e provocando arritmias. A CK mostrou-se fisicamente
associada com uma subunidade do canal Katp sarcolemal, levantando a possibilidade de que
mudangas na atividade de CK podem modular diretamente o canal Karp. Assim, a inativacdo
da CK por ROS pode contribuir para a instabilidade elétrica cardiaca (citado por GURJI et al.,
2013).

Desta forma, nosso trabalno mostrou que a FAE provocou diminuicdo da
contratilidade, da velocidade da contragdo cardiaca e diminuigdo da frequéncia cardiaca, com
também a velocidade de conducgdo do estimulo elétrico cardiaco aumentando o tempo de
conducdo no NAV e sdo muito Uteis no tratamento da taquicardia supraventricular. Além
disso, a fracdo tem forte poder antioxidante, e mostra beneficios ao ser utilizado para este fim
na prevencdo da leséo tecidual, minimizando os danos provocados pela reperfuséo, pois
diminui a peroxidagdo lipidica e a CK, assim como, aumenta a atividade das enzimas

essenciais do sistema antioxidante.



7 RESUMO DOS RESULTADOS E CONCLUSAO

Nos estudos de caracterizagdo in vitro da FAE, observamos:
* Presenca de compostos antioxidantes.

* Reducéo do DPPH".
* Reducdo da lipoperoxidagéo induzida pelo FeSO,.

A FAE promove as seguintes alteracdes elétricas e contracteis em coragéo isolado:

* Aumento da duragdo dos intervalos PR, QT e complexo QRS.
* Reducdo da PVE.
* Diminuicdo da frequéncia cardiaca;

A FAE promove em musculo cardiaco submetido a isquemia e reperfuséo:

* Recuperagéo da PVE.

* Recuperacdo da frequéncia cardiaca.

* Diminuicdo do ISA.

* Diminuicdo na formacdo de TBARS.

* Aumento da atividade das enzimas SOD e GPx.

* Diminuicdo do marcador de necrose celular CK.

81
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