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RESUMO

As Lychnophoras, plantas nativas do Brasil, pertencem a familia Asteraceae e sdo largamente
utilizadas pela popula¢do como analgésicos e anti-inflamatorios, sob a forma de extratos. O
presente trabalho teve por objetivo principal a investigacdo dos efeitos cardiovasculares in
vivo do extrato etanolico bruto da especie Lychnophora trichocarpha Spreng. O extrato de
L. trichocarpha foi preparado com as partes aéreas da planta, administrado por via oral em
dose unica de 1,5g/kg e avaliado até 5 horas apds sua administracdo. Os animais foram
anestesiados com tiopental sodico e foram avaliados a pressdo arterial (PA) e o
eletrocardiograma na derivacéo DIl (ECG DII). O extrato aumentou de maneira significativa
os valores da PA, sendo 0s aumentos maximos observados na PAS de 29 % e na PAD de
36 % 3,5 horas apds sua administragdo. Considerando que o extrato induziu aumento da PA
até 5 horas apds sua administracdo, foi realizado tratamento agudo 1.VV. com farmacos anti-
hipertensivos de diferentes mecanismos de acdo (atenolol, captopril e prazosina) em grupos
distintos, a fim de caracterizar o mecanismo de acdo in vivo do extrato sobre a PA. As
reducfes maximas da pressdo foram observadas ap6s administracdo de prazosina, sendo 32 e
38 % para PAS e PAD, respectivamente. Para a obtencdo e caracterizacdo de um potencial
modelo de doenca cardiovascular, foi utilizado a inibicdo da sintese de dxido nitrico (NO).
Para isso, os animais foram tratados com L-NAME 60mg/kg por 7 dias e mantidos por
6 meses. Ao final de 6 meses ap6s o final do tratamento, os animais foram entdo anestesiados
com quetamina/xilazina e foram avaliados a PA, ECG (DlII), pressao no ventriculo esquerdo
(PVE), analise hematoldgica e bioquimica de creatinina e ureia e histologia cardiaca dos
animais tratados previamente e do grupo sem tratamento. Na andlise do ECG, intervalos PR,
QT e QTc estavam reduzidos no grupo que recebeu o tratamento prévio. O dado mais
relevante foi obtido na analise histoldgica cardiaca, em que 0s animais tratados com L-NAME
apresentaram numero de ndcleos celulares reduzido, acompanhado de aumento da deposicédo
de colageno. A lactona sesquiterpénica eremantolida C, isolada do extrato etanolico de
L. trichocarpha,também foi avaliada quanto & ag&do cardiovascular na dose de 10 mg/kg por
via I.V. e aumentou a PAS, PAD e PVE i (27 %) até 4 minutos, diferente da digitoxina
0,3 mg/kg que manteve o aumento desses niveis de 1 a 2 horas ap6s sua administracéo 1.V.

Na avaliacdo da potencial atividade cardioprotetora da eremantolida C os animais
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anestesiados receberam estimulacdo simpatica com NA 1, 3 e 10 ug/kg antes e apds a
administracdo da eremantolida C 10 mg/kg. Foram avaliados a PA, FC, intervalo QT e QTc.
Os resultados mostraram que apesar de ndo ser observado diferenga significativa apos a
administracdo da eremantolida C as alteracGes causadas pela NA foram mais discretas. Assim,
pode-se concluir que o extrato de L. trichocarpha por via oral apresenta toxicidade cardiaca
que parece ocorrer com a contribuicdo do sistema nervoso simpatico periférico em nivel
vascular; que o modelo de inibicdo da sintese do NO utilizado se mostrou com poucas

alteracOes e que para a eremantolida C a atividade cardiovascular é discreta.
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ABSTRACT

The Lychnophora, native plants from Brazil, belonging to the Asteraceae family and are
widely used by the population as analgesics and anti-inflammatory, as extracts. This study
was aimed to investigate the in vivo cardiovascular effects of crude ethanolic extract of the
species Lychnophora trichocarpha Spreng. The extract of L.trichocarpha was prepared with
the aerial parts of the plant, administered orally as a single dose of 1.5 g/kg and evaluated up
to 5 hours after administration. The animals were anesthetized with pentobarbital sodium and
were evaluated arterial pressure (AP) and electrocardiogram (DIl ECG). The extract
significantly increased AP and the maximum response observed was 29 % for SBP and 36 %
for DBP at 3.5hours after extract administration. Thus, 1.V. acute treatment with
antihypertensive agents of different mechanisms of action (atenolol, captopril and prazosin)
was used in order to characterize the in vivo mechanism of action of the extract on AP. The
maximum pressure reductions were observed after prazosin administration, 32 and 38 % for
SBP and DBP, respectively. In order to validate and to characterize a potential cardiovascular
disease model by inhibiting nitric oxide (NO), animals were treated with L-NAME 60mg/kg
for 7 days and were under observation for six months. After this time, it was evaluated AP,
ECG (D), left ventricular pressure (LVP), hematological and biochemical analysis of urea
and creatinine and cardiac histology of anesthetized animals. The PR, QT and QTc intervals
of ECG were reduced in animals treated with L-NAME. Both groups, control and treated with
the NO synthesis inhibitor, showed the values of hematocrit and platelets reduced. The most
relevant observation occurred on cardiac histological analysis: animals treated with L-NAME
had reduced number of cell nucleus, and additionally collagen deposition was increased in
this group. The eremantolida C sesquiterpene lactone isolated from the ethanolic extract of
L. trichocarpha at a dose of 10 mg/kg increased the SAP, DAP and PVE max up to 4 minutes
administration, unlike digitoxin 0.3 mg/kg which maintained the increased levels of 1 to
2 hours after administration 1.V. The evaluation the potential cardioprotective activity of
eremantolida C in anesthetized animals showed that eremantolida C 10 mg/kg was able to
make the sympathetic stimulation with NA 1, 3 and 10 ug/kg more discreet, in AP, HR, QT
and QTc, although there was not significant difference. Thus, it can be concluded that the oral
administration of single dose of L.trichocarpha extract can be cardiotoxic, due to
hyperactivity of the sympathetic nervous system at the peripheral vascular level; that the NO
inhibition induce alterations are very weak after 6 months and that the cardiovascular effects
of eremantolida C are not yet clear.
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Introducéo

1-INTRODUCAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Satde (OMS, 2004) as doencas cardiovasculares
sdo responsaveis por cerca de 17 milhdes de obitos em todo o mundo, sendo os paises em
desenvolvimento os mais afetados. Dentre os mais importantes fatores de risco para as causas
das doencas cardiovasculares destacam-se alimentacdo inadequada, sedentarismo e
tabagismo, além de outros determinantes como a pobreza e o estresse (OMS, 2004).

No Brasil, em 2005, as doencas cardiovasculares representaram 32% das causas de
obito (OMS, 2007). Em 2009, estudo do Ministério da Saude apontou queda de 20,5% nas
mortes por doencas cardiovasculares no periodo de 1990 a 2006, principalmente aquelas
causadas por eventos cerebrovasculares. O estudo afirma ainda que essa reducdo se deve ao
maior nivel de instrucdo da populacdo, assim como politicas de prevencdo a salde, como
promocdo de alimentacdo saudavel e o estimulo a atividade fisica. Apesar da melhoria, se
medidas adequadas ndo forem adotadas, a OMS estima que em 2030 as doencas
cardiovasculares levem a obito quase 23,6 milhGes de pessoas em todo o mundo (OMS,
2004).

A Sociedade Brasileira de Cardiologia (SBC) relatou que, no ano de 2007, as doencas
cardiovasculares representaram a terceira causa de internacdes no Sistema Unico de Saude
(SUS), sendo a insuficiéncia cardiaca (IC) a causa mais frequente. No Brasil, a principal
etiologia da IC € a cardiopatia isquémica cronica associada a hipertensdo arterial. Apesar dos
avancos cientificos e tecnologicos, a incidéncia da IC tem aumentado no Brasil e no mundo
(ver SCHOCKEN et al., 2008). Além disso, os procedimentos e tratamentos da IC, incluindo
diagndstico, estratificacdo de risco, tratamento clinico farmacoldgico e ndo farmacoldgico
ainda apresentam limitagdes (SBC, 2007).

Os glicosideos cardiacos sdo compostos de origem natural tradicionalmente utilizados
para o tratamento de IC, como a digoxina, digitoxina e ouabaina (RAHIMTOOLA & TAK,
1996). Recentemente, outras aplicacdes foram sugeridas para estes compostos, como
atividades antiviral (SU et al., 2008; BERTOL, 2011) e antitumoral (PRASSAS et al., 2011).
Por outro lado, efeitos adversos e intoxicacdo por digitalicos, incluindo alteragdes no
eletrocardiograma (ECG) e comprometimento da fungdo renal (ERDEI et al., 2006) s&o

comuns mesmo durante seu uso correto e cauteloso.
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Introducéo

Produtos naturais s&o uma fonte rica de pesquisa de novos medicamentos, na busca de
farmacos mais seguros e eficazes. Segundo a Organizagdo Mundial de Salde, desde os anos
90 o uso da medicina tradicional, plantas medicinais e extrativos vegetais, aumentou no
mundo inteiro. Em alguns paises em desenvolvimento, 80% da populacdo depende da
medicina tradicional para cuidados primérios de salde e, dentre paises desenvolvidos, 85%
utiliza plantas ou preparacOes destas (BRASIL 2006a - Decreto n° 5.813) como a principal
forma de tratamento (VENDRUSCOLO et al., 2005; CARLINI et al., 2006; AGRA et al.,
2007; BIAVATTI et al., 2007).

Apesar dos grandes avangos observados na medicina moderna nas ultimas décadas, as
plantas medicinais continuam sendo utilizadas e estima-se que, cerca de 25% a 30% dos
agentes terapéuticos sdo derivados de produtos naturais (CALIXTO, 2005). O Brasil possui
rica biodiversidade em seus principais biomas: Floresta Amazonica, Cerrado, Mata Atlantica,
Pantanal e Caatinga. Tal biodiversidade no entanto, ainda é pobremente explorada (VEIGA-
JUNIOR, 2008). A selecdo de uma planta para estudos farmacolédgicos € um passo importante
e a estratégia mais comum é o estudo das plantas como utilizadas na medicina popular,
processo conhecido como etnofarmacologia (RATES, 2001; ALBUQUERQUE &
HANAZAKI, 2006). Aproximadamente 20% das plantas do mundo ou seus extratos j& foram
submetidos a algum teste farmacolégico ou biolégico (SUFFREDINI et al., 2004).

Lychnophoras sdo plantas nativas do Brasil com ocorréncia nos estados de Minas
Gerais, Goias e Bahia (CUNHA et al., 1995). Largamente usadas e comercializadas, as
Lychnophoras pertencem a familia Asteraceae, a qual tem sido estudada pela diversidade de
metabdlitos secundarios apresentados por suas espécies (BREMER, 1994). Dentre esses
metabolitos secundarios destacam-se 0s monoterpenos, diterpenos, triterpenos, sesquiterpenos
(como as lactonas sesquiterpénicas), além de poliacetilenos, flavonoides, acidos fendlicos,
benzofuranos e cumarinas. (ver GOUVEA, 2010).

Estudos farmacoldgicos confirmaram atividades de algumas espécies, como anti-
inflamatoria para extratos de L. ericoides (CERQUEIRA, 1987; BORSATO et al., 2000),
além de analgésica (SANTOS et al., 2005) e antinociceptiva (GUZZO et al., 2008). Para
L. pinaster e L. trichocarpha, foram relatadas atividades antinociceptiva e anti-inflamatéria
(GUZZO et al., 2008).
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Segundo PHILLIPSON (1999), a atividade terapéutica desejada pode ser normalmente
encontrada no extrato bruto do que em um Unico principio ativo isolado Os extratos brutos
das plantas apresentam uma ampla variedade de substancias que, adequadamente isoladas e
caracterizadas em ensaios farmacologicos, podem dar origem a prototipos moleculares para o
desenvolvimento de novos farmacos (MYLES, 2003). No entanto, deve-se fazer um uso
terapéutico desses extratos brutos de maneira racional e adequada, pois apenas um pequeno
grupo de substancias possui suas potencialidades farmacoldgicas determinadas e existe um
longo caminho na busca do conhecimento destas substancias (DI STASI, 1995).

A lactona sesquiterpénica, eremantolida C, foi isolada de Lychnophora trichocarpha
Spreng e é estruturalmente semelhante aos produtos naturais terpenoides com agéo
cardiotonica: lanatosideo C, digoxina e digitoxina. O anel presente nos cardiotnicos €
essencial para a atividade farmacoldgica destas substancias, como demonstrado em alguns
trabalhos (LANGER, 1981; FRAGA & BARREIRO, 1996).

Apesar das terapias farmacologicas existentes para a IC serem demonstradas, 0s
pacientes ainda sofrem com os efeitos colaterais (CHENG & NAYAR, 2009). Diante disso e
da importancia dos produtos naturais para a promoc¢édo da saude e da potencial utilizacdo de
biomoléculas como prototipos de novos farmacos, a necessidade de explorar novas estratégias
permanece constante. Por isso, a proposta de estudar o possivel efeito da atividade
cardiovascular do extrato etandlico da L. trichocarpha e da eremantolida C é de grande

relevancia.
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2-OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral:

Avaliar a atividade do extrato etandlico da espécie Lychnophora trichocarpha

Spreng. sobre o sistema cardiovascular in vivo em ratos Wistar.
2.2- Objetivos Especificos

1-Avaliar os efeitos in vivo do extrato etanolico bruto da espécie Lychnophora trichocarpha
administrado por via oral em ratos Wistar em dose Unica sobre a pressdo arterial e

eletrocardiograma;

2-Caracterizar o possivel mecanismo de agdo in vivo sobre a pressdo arterial do extrato

etandlico bruto da espécie Lychnophora trichocarpha

3-Caracterizar os efeitos in vivo , ocorridos apos 6 meses da inibicdo da sintese do 6xido
nitrico quanto a parametros do ECG, hemodinamicos, hematoldgicos, bioquimicos e

histologicos;

4-Avaliar os efeitos cardiovasculares in vivo da eremantolida C, isolada do extrato etandlico
de Lychnophora trichocarpha, em animais normotensos e submetidos previamente & inibigdo

da sintese do 6xido nitrico.
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3-REVISAO DA LITERATURA

3.1- Produtos naturais

Na area de farmacos e medicamentos, as plantas medicinais e os extrativos vegetais
sdo considerados de grande relevancia para a pesquisa e o desenvolvimento de farmacos, néo
sO pelo uso diretamente de seus constituintes como agentes terapéuticos, mas também como
precursores para a sintese de compostos farmacologicamente ativos (OMS, 1998).

Ha interesse crescente em plantas como fonte de medicamentos (RATES, 2001)
propondo modificagdes estruturais para produzir substancias potencialmente mais ativas e
mais seguras, ou ainda, para producdo de medicamentos exclusivamente a base dos extratos
vegetais puros, como os medicamentos fitoterapicos (SCHENKEL et al., 2001). Para isto, a
atividade farmacologica desses extratos deve ser definida, bem como o0s compostos
responsaveis por tal atividade (HOSTETTMANN et al., 2003).

Deve-se ressaltar que o0s paises em desenvolvimento sdo detentores de rica
biodiversidade e, em se tratando de espécies vegetais, abrigam 67% das espécies do mundo
(BRASIL, 2006b - Portaria n°® 971). Neste contexto, sdo relevantes o interesse e as pesquisas
buscando atividades farmacoldgicas de plantas encontradas no Brasil e utilizadas por sua
populacdo (VEIGA-JUNIOR & PINTO, 2005; LIMA, 2006; DICKEL, 2007; SCHMIDT,
2009). Alguns produtos tiveram sua origem com estudos de plantas brasileiras (REFSIO et
al., 2005), sendo ainda poucos aqueles que chegaram ao seu uso clinico (SOARES et al.,
2006; TAVARES et al., 2006). A partir desses estudos e de informacdes etnofarmacologicas
sobre as propriedades anti-inflamatérias da Cordia verbenacea foi ensejado o
desenvolvimento do medicamento de uso tépico Acheflan ® (REFSIO et al., 2005), sendo 0s
constituintes ativos: alfa-humuleno e trans-cariofileno, presentes no 6leo essencial.

O Brasil é considerado o pais campedo de megadiversidade devido a sua riqueza
extraordinéria de flora e fauna (IBAMA, 2007). Parte dessa riqueza estd presente de forma
significativamente em Minas Gerais, fruto de sua vasta superficie, clima, relevo e de seus
recursos hidricos, que propiciam o aparecimento de uma cobertura vegetal rica e diversa,

agrupada em trés grandes biomas: a Mata Atlantica, o Cerrado e a Caatinga.
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3.2- O género Lychnophora

O género Lychnophora faz parte da tribo Lychnophorinae (subtribo Vernoniaeae,
Asteraceae) (BOHLMANN & JAKUPOVIC, 1990) e e conhecido na medicina popular
brasileira pelo uso de varias espécies no tratamento de contusdes, reumatismo, feridas, coceira
e picada de inseto, como analgésicos e anti-inflamatérios (CERQUEIRA et al., 1987). As
Lycnhophoras foram objeto de estudo fitoquimico (SAUDE, 1994), fornecendo terpenoides,
esteroides e flavonoides como constituintes principais (BORELLA et al., 1992), sendo as
lactonas sesquiterpénicas consideradas os marcadores quimicos deste género. Acerca de suas
atividades biologicas e farmacoldgicas, os metabdlitos secundarios dessas espécies tém sido
objetos de outros estudos. Foram avaliadas as atividades antimicrobiana (MIGUEL et al.,
1996; SAUDE-GUIMARAES et al.,1998; MACIEL, 2002), antitumoral (LE QUESNE et al.,
1978; SAUDE, 1994), citotoxica (HERZ & GOEDKEN, 1982; CANALLE et al., 2001),
antioxidante (CHICARO et al.,, 2004, KANASHIRO et al., 2004), antinociceptivo
(BORSATO et al., 2000) e anti-inflamatoria (GOBBO-NETO et al., 2005).

As espécies do género Lychnophora sdo popularmente conhecidas como “arnicas”,
pertencentes a familia Asteraceae que compreende sessenta e 0ito espécies restritas ao cerrado
brasileiro (SEMIR, 1991; ROBINSON, 1999). Essa familia ¢ uma importante fonte de
lactonas sesquiterpénicas, constituintes que apresentam atividades bioldgicas ja demonstradas
(MACRAE & TOWERS, 1984). A coleta indiscriminada pela populagdo tem causado uma
diminuicdo sensivel das Lychnophoras, aumentando o risco de extincdo dessas espécies
(IBAMA, 2007).

As plantas medicinais adquirem importancia como agente terapéutico e, por isso, sua
seguranca e eficacia devem ser comprovadas para que se faca um uso seguro. Estudos de
toxicidade sdo necessarios para a avaliacdo das espécies desse género, largamente utilizadas
pela populacdo, ja que o uso popular ndo € suficiente para validar eticamente seus usos como

medicamentos eficazes e seguros (LAPA et al., 2004).

3.3- Lactonas sesquiterpénicas e eremantolida C

Lactonas sesquiterpénicas sdo terpenoides constituidos de anel lactdnico de cinco

membros, na maioria das vezes o—P—insaturado. Sua producdo pode estar associada ao
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comportamento de protecdo contra os predadores, devido as caracteristicas alergénicas e de
sabor amargo (BUCHANAN et al., 2000). As lactonas sesquiterpénicas representam um
grande e diverso grupo de produtos de origem natural, representando aproximadamente 3000
compostos, conhecidos por apresentarem diversas atividades bioldgicas, tais como
antitumoral (HANSON et al., 1953; KUPCHAN et al., 1971; RODRIGUEZ et al., 1976);
antibacteriana (GIESBRECHT et al., 1990; BARRERO et al., 1995; GOREN et al., 1992 e
1996); antimalarica (FRANCOIS et al., 1996); tripanossomicida (CHIARI et al., 1996;
OLIVEIRA et al., 1996); esquistossomicida (VICHNEWSKI et al., 1976); inibidora da
alimentacdo de insetos (PICMAN & TOWERS, 1983); anti-inflamatoria (ABAD et al., 1994)
e cardiotonica (ROBLES et al., 1995).

As lactonas sesquiterpénicas do tipo furanoeliangolideos sdo originadas dos
heliangolideos e sdo frequentemente encontradas nas espécies da subtribo Lychnophorinae,
entre elas as espécies do género Lychnophora, nativas do Brasil (BOHLMANN &
JAKUPOVIK, 1990).

A lactona sesquiterpénica, eremantolida C, cuja estrutura quimica esta apresentada na
figura 1, foi isolada de Lychnophora trichocarpha Spreng (Asteraceae), (SAUDE, 1994;
SAUDE-GUIMARAES et al., 1998) com rendimentos de 0,2 %, em relacdo a planta seca.
Esta substancia foi testada, in vitro, pelo National Cancer Institute (NCI, Bethesda, Maryland,
USA) e apresentou atividade em 8 tipos de neoplasias e em 39 linhagens de células tumorais
humanas, dentre 60 linhagens avaliadas (SAUDE-GUIMARAES, 1998).

Figura 1: Estrutura quimica da Eremantolida C
Fonte: FERRARI, 2008.
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A atividade antibacteriana da eremantolida C foi avaliada nas bactérias Gram-positivas
Bacillus subtilis, Micrococcus luteus e Staphylococcus aureus, e Gram-negativas Escherichia
coli e Salmonella choleraesuis, utilizando a técnica de difusdo em meio solido. B. subtilis
apresentou sensibilidade ao composto e M. luteus ndo foi sensivel. As bactérias Gram-
negativas ndo foram sensiveis & substancia testada (SAUDE-GUIMARAES et al., 2002).

A eremantolida C, assim como as lactonas sesquiterpénicas de maneira geral, possuem
anel lactonico estruturalmente semelhantes aos dos produtos naturais terpenoides com agédo
cardiotonica, lanatosideo C, digoxina e digitoxina. Estudos mostraram a importancia da
relacdo entre a estrutura quimica e a atividade farmacoldgica desses derivados glicosideos.
Foi constatado que ha trés centros responsaveis pela atividade cardiaca: a hidroxila no
carbono 3, a hidroxila com orientacdo 3 no carbono 14, e um anel lacténico insaturado
(FAWAZ, 1963).

A semelhanca do anel presente nos cardiotbnicos aos dos produtos naturais
terpenoides despertou interesse e levou a realizacdo de estudos prévios com a eremantolida C.
Os resultados desses estudos demonstraram seguranca desse composto em ratos apresentando
hipertensdo arterial (HA) como fator de risco para a IC. Indicaram ainda a maior seguranca
terapéutica da eremantolida C em relacdo aos digitalicos, uma vez que a maior dose utilizada
da eremantolida C, 20 mg/kg, ndo induziram ao o6bito de camundongos (DE PAULA et al.,
2006).

Robles et al., (1995) demonstraram que a helenalina, uma lactona sesquiterpénica
obtida de Arnica montana L. (Asteraceae), apresentou efeito inotropico positivo em fibra do
atrio e musculos papilares do ventriculo esquerdo do coracdo de cobaia. Demonstraram ainda
que helenalina aumentava o AMPc pela inibicdo da fosfodiesterase, aumentando a
contratilidade do miocéardio. Esse achado possibilitou um avanco na terapéutica das doencas

cardiovasculares utilizando este tipo de substancia.

3.4- Oxido nitrico e sistema cardiovascular

Desde a descoberta do 6xido nitrico (NO), na década de 80, uma série de funcdes
importantes lhe tem sido atribuidas, demonstrando sua importancia como molécula
sinalizadora. Desde entdo, o crescente nimero de estudos sobre o NO e seus metabolitos

permitiu que fossem sendo progressivamente entendidas algumas de suas principais fungcdes
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biologicas: participacdo no sistema imunoldgico, neurotransmissdo, vasodilatacdo. No
endotélio vascular tem funcdo vasodilatadora fisiologica, responséavel pela manutencdo do
fluxo sanguineo tecidual e controle do extravasamento tecidual. Atua como inotrépico
negativo levando ao aumento da dilatacdo diastdlica, sem influenciar os indices de
contratilidade miocardica (HARE & COLLUC et al., 1995).

A inibicdo da sintese do NO em ratos, modelo amplamente utilizado, gera importantes
alteracdes no sistema cardiovascular, principalmente HA, decorrente da vasoconstricdo
generalizada, e alteracdes da funcdo e morfologia cardiaca. Sakuma et al. (1992) mostraram
que a sintase neuronal do Oxido nitrico tem papel relevante na modulacdo do controle
noradrenérgico da pressdo arterial (PA), sugerindo que um decréscimo pode resultar no
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico e da PA (ANDERSTAM, 1997),
contribuindo para a instalacdo do quadro de HA. Dados epidemiol6gicos demonstram que as
doencas cardiovasculares representam um dos maiores problemas de salde publica, com
elevada incidéncia no mundo ocidental, acometendo tanto paises do primeiro mundo como
também os paises em desenvolvimento (MACKAY & MENSAH, 2004). Como reflexo
desses dados no Brasil, a IC foi a principal causa dos atendimentos de emergéncia
cardiovascular do SUS entre 1998 e 2000 (LESSA, 2001).

Baseados nessas evidéncias, acerca das consequéncias da inibi¢do da sintese do NO no
coragdo, foi utilizado no presente trabalho a inibi¢do da sintese do NO pelo L-NAME avaliada
6 meses apos o final da inibicdo, a fim de se padronizar um modelo para o estudo de
substancias cardioprotetoras.

A inibicdo do NO pode ser obtida pelo uso de analogos da L-arginina, precursores do
NO, como o metil éster N"—nitro-L-arginina (L-NAME), entre outros (PALMER et al., 1988a
e b; REES et al., 1990; MOORE et al., 1990; ver BUXTON et al., 1993). O L-NAME causa
reducdo inespecifica das sintases de NO no coracgdo, rim e cérebro, o que leva a um aumento
na pressao arterial sistélica (PAS), causando hipertrofia da aorta e do ventriculo esquerdo e
fibrose deste (SIMKOA et al., 2004). A inibicdo aguda de NO causa necrose do miocérdio,
provavelmente induzidos pelo aumento da PA e reducdo do fluxo sanguineo (MORENO et
al., 1997).

Moreno et al. (1995), utilizando o tratamento cronico com L-NAME em ratos como
modelo de HA associado a alteracGes cardiacas, demonstraram que a atividade do sistema
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renina angiotensina, observada através da inibicdo da enzima conversora de angiotensina
(ECA), é importante para o desenvolvimento da HA e hipertrofia cardiaca. Katoh et al. (1998)
avaliaram a expressdo do RNA-mensageiro para receptores AT, da angiotensina apds inibicédo
crénica da sintese do NO por administracdo de L-NAME in vivo e observaram que tais
receptores estavam suprarregulados na fase inicial da inibicdo, o que provavelmente
contribuiu para as modificagdes inflamatdrias observadas.

Utilizando o estudo estereologico em ratos submetidos a inibicao crénica da sintese do
NO pelo L-NAME por 15 semanas, foi observada hipertrofia dos miocitos, que compromete
sua funcdo, associada a fibrose intersticial, com aumento de deposicdo de fibronectina e
coldgeno tipo Ill, e fibrose perivascular, sem variagdes importantes na microcirculacéo
(GOMES-PESSANHA et al., 1999). O comprometimento dessa funcdo é considerado
caracteristica de cardiomiopatias provenientes de varios tipos de morbidades, tais como IC,
isquemia, hipertenséo e diabetes (WOLD et al., 2005; YE et al., 2003).

Por apresentar tais caracteristicas, o0 modelo de inibicdo da sintese do NO se mostra
satisfatorio para o estudo associado a anormalidade da funcdo endotelial. Ha evidéncias de
que a funcdo endotelial pode refletir o efeito de fatores de risco e, assim, servir como medidor
global da satde vascular (VITA et al., 2002).
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4-MATERIAIS E METODOS

4.1- Material Vegetal
4.1.2- Coleta, secagem e moagem

As partes aéreas da Lychnophora trichocarpha Spreng (figura 2) foram coletadas em
outubro de 2005 (3 kg), no municipio de Ouro Preto, Minas Gerais, Brasil, e a exsicata
depositada no Herbarium do Instituto de Ciéncias Exatas e Bioldgicas (ICEB), sob o numero
de referéncia 20635, UFOP, Ouro Preto, MG, Brasil. O material vegetal foi mantido em estufa
a 30° C por quinze dias. Apds a completa secagem, o material foi pulverizado em moinho de
facas.

Figura 2: Fotografias de L. trichocarpha: (A) aspecto geral da planta e (B) flores. Fonte: FERRARI, 2008.

4.2- Preparo do extrato etandlico de L. trichocarpha

O material vegetal foi extraido com etanol por maceracdo, por 30 dias. Apds o
completo esgotamento do material vegetal o solvente foi eliminado por evaporagao a pressao

reduzida, levando a obtencédo de 69 g de extrato etandlico bruto.

Danielle Cristiane Correa de Paula

11



Materiais e Métodos

4.3- Isolamento do composto eremantolida C

A eremantolida C (s6lido branco, ponto de fusdo 194° - 195° C, acetato de etila) foi
isolada do extrato etanolico de L. trichocarpha, de acordo com metodologia descrita por
Saude-Guimardes, 1998, e fornecida pela Profa. Dénia A. Saude Guimardes, do Laboratdrio
de Plantas Medicinais, Escola de Farmécia da Universidade Federal de Ouro Preto. A
estrutura quimica da eremantolida C foi elucidada através de espectrometrias no 1V, EM,
RMN de *H e de *3C e por comparagdo com dados espectrométricos registrados na literatura
(LE QUESNE et al., 1978; SAUDE-GUIMARAES et al., 1998).

4.4- Preparo das solucdes

O extrato bruto da L. trichocarpha foi solubilizado em capriol (Gatteffosé):agua
destilada (6,5:3,5) para preparo da solucdo na concentragdo de 100 mg/ml, para a
administragdo oral.

A eremantolida C foi solubilizada em 1 % de dimetilsulfoxido (DMSO) (Impex), 1 %
de Tween 80 (Synth) e &gua purificada (Millipore). Esta preparacédo foi diluida em solucao de
glicose 5% (Fisher Scientific) imediatamente antes da administracdo intravenosa (1.V.),
obtendo-se uma solugéo final na concentragéo de 2,25 mg/ml.

O L-NAME (Sigma Aldrich) foi solubilizado em &gua purificada (Millipore) para
obtencdo de uma solucdo de 15 mg/ml, para administracao intraperitoneal (I.P.).

A solucéo de digitoxina (Merck) foi preparada na concentracdo de 0,25 mg/l em agua
purificada (Millipore), para administragao 1.V.

Os farmacos utilizados para a caracterizacdo da atividade cardiovascular do extrato
foram preparados nas concentra¢fes de 5 mg/ml para o atenolol (Sigma Aldrich), 10 mg/ml
para o captopril (Sigma Aldrich) e 1 mg/ml para a prazosina (Sigma Aldrich), todos para
administragao 1.V.

A noradrenalina (NA) foi preparada em trés concentracdes diferentes: 1,5 ug/ml,

4.5 ng/ml e 15 pg/ml em agua purificada (Millipore), para administracao 1.V.
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4.5- Animais experimentais

Todos os procedimentos in vivo do presente estudo foram aprovados Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da UFOP, sob o nimero 2010/64.

Foram utilizados ratos Wistar machos (250 a 300 g), fornecidos pelo Centro de
Ciéncia Animal (CCA) da UFOP. Os animais foram mantidos sob ciclo de 12 horas
claro/escuro recebendo agua e racdo (Nuvilab®) ad libitum. Para os experimentos em que a
administracdo das solucdes foi realizada por via oral, os animais foram mantidos em jejum
por um periodo de oito a doze horas antes dos experimentos, com acesso livre apenas a agua.
Para o tratamento com L-NAME, foram utilizados ratos Wistar machos (150 a 180 g) os quais
foram mantidos no CCA da UFOP até o momento dos experimentos.

4.6- Procedimentos cirurgicos, obtencdo e analise dos sinais cardiovasculares

Nos experimentos realizados para a avaliacdo da atividade do extrato etandlico de
L. trichocarpha os animais foram anestesiados com tiopental sddico (Cristalia) 60 mg/kg
(30 mg/ml) e nos demais experimentos 0s animais receberam quetamina (Syntec)/xilazina
(Agener Unido) (1,00 /0,14 g/kg), ambos administrados I.P. Apds a anestesia ter alcangado a
profundidade necessaria, os animais foram traqueostomizados utilizando-se um tubo de
polietileno (PE) e deixados sob respiracdo espontanea.

Apdbs assepsia e tricotomia da regido inguinal esquerda, foi realizada uma pequena
incisdo para exposicdo do feixe femoral. Para obtencdo dos sinais da PA e para a
administracdo 1.V. das solugdes, foram inseridos catéteres na artéria e veia femorais, para
registro da PA e administracdo das solucBes dos farmacos ou veiculos, respectivamente. Os
catéteres foram confeccionados unindo-se por aquecimento 5,0 cm de tubo PE10 a 15,0 cm de
tubo PE50, preenchidos com solucdo salina e ocluidos por agulhas 25x7 cortadas. A
extremidade distal do catéter arterial foi acoplada a um transdutor de pressdo TruWave®
(Edwards Lifescience, Canada) para aquisi¢cdo do sinal de PA.

Nos procedimentos para a mensuracdo da pressdo do ventriculo esquerdo (PVE) do
coracgdo, a artéria carétida comum direita foi isolada a partir da incisdo dorsal cervical e um
microtransdutor (Mikro-Tip® Catheter Transducer, modelo SPR407, Millar Instruments,

Houston, USA) foi introduzido via car6tida até o interior do ventriculo esquerdo.
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O sinal do ECG foi obtido utilizando-se como sensores agulhas hipodérmicas de aco
inoxidavel inseridas no tecido subcutaneo. As agulhas foram inseridas nos membros superior
direito e esquerdo e no inferior esquerdo com o objetivo de mensurar a diferenca de potencial
relativa as trés derivacoes: derivacao DI, DIl e DIII, mostradas na figura 3.

Os sensores de ECG e os transdutores de PA e PVE foram acoplados a um sistema
condicionador que forneceu sinais em tempo real a uma frequéncia de 1200 Hz, processados

por uma placa conversora analdgico-digital (DagBoard/2001, EUA).

ECG DI

ECG DIl

I

ECG DIl

PVE

Figura 3: Exemplo dos sinais obtidos em um experimento.

Os registros digitais dos experimentos foram convertidos utilizando-se o software
Matlab 7.0 (MathWorks, EUA) e analisados por inspecdo visual com o auxilio do software
WinDaq (DATAQ Instruments, EUA). Foram selecionados segmentos de 2 segundos em
instantes determinados pelos protocolos experimentais, os quais foram gravados para
posterior obtencdo dos parametros cardiovasculares. A analise dos registros do ECG foi
realizada por inspecdo visual e foram avaliados os seguintes parametros: intervalos QT, RR,
PR e complexo QRS do ECG e correcdo do intervalo QT pelo indice de Fridericia (1920):
QTc = QT/(RR)*®, 0s quais estdo representados na figura 4.

Onda P — Primeira onda do ECG normal, corresponde a despolarizacdo atrial, que

inicia-se no atrio direito e se estende ao atrio esquerdo;

Danielle Cristiane Correa de Paula
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Intervalo PR — Intervalo de tempo mensurado entre o inicio da onda P e o inicio do
complexo QRS e representa o intervalo compreendido entre 0 comeco da despolarizacao atrial
e ventricular,;

Complexo QRS — Compreende as deflexdes produzidas durante a despolarizacdo dos
ventriculos;

Intervalo QT — Corresponde a sistole elétrica total ventricular, compreendendo o
tempo desde a despolarizacdo até a repolarizacdo dos ventriculos direito e esquerdo, e inclui o
complexo QRS, o segmento ST e aonda T;

Intervalo RR — Pardmetro determinante da frequéncia cardiaca (FC) e representa o
intervalo entre duas ondas R adjacentes.

A partir do sinal da PA foram extraidos os parametros de PAS e diastdlica (PAD). A
partir do sinal de PVE foram extraidos os parametros pressao sistélica maxima no ventriculo
esquerdo (PVEmsx), pressdo diastolica final no ventriculo esquerdo (PVEDF) (figura4),
mensurada imediatamente antes do inicio da proxima sistole, e duplo produto (DP), calculado
através da formula DP = PAS x FC. O DP ¢é um indice indireto e ndo invasivo de consumo de
oxigénio pelo miocardio amplamente utilizado na clinica. Este indice exibe estreita correlacdo
entre niveis elevados alcancados durante o esforco fisico e estresse emocional, e o

aparecimento de episddios de isquemia do miocardio em pacientes com obstrucdo de

coronarias.
R ;
QT
P T {__J__\
Q s A
Y. PAS
W 4 PAD R
l’ PVEméx
,\PVEDF , ) e

Figura 4: Indicag8o dos pardmetros obtidos a partir dos sinais de: ECG na derivacdo DIl (A), PA (B) e PVE (C).
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Ao final dos experimentos, ainda sob efeito do anestésico, os animais receberam por
via I.V. uma solucdo saturada de cloreto de potéassio, seguida de pneumotorax.

4.7- Protocolos experimentais

4.7.1- Avaliacdo dos efeitos cardiovasculares in vivo do extrato etandlico bruto de
L. trichocarpha: foi realizada apds a administracdo oral Gnica na dose de 1,5 g/kg ou veiculo
nos animais. Trinta minutos ap6s a administracdo, o0s animais foram anestesiados e
submetidos aos procedimentos cirargicos. O registro dos parametros cardiovasculares (ECG e
PA) foi obtido por um periodo de até 5 horas apds a administracdo do extrato ou veiculo
(figura 5).

Administracio
oral do extrato
ou veiculo Anestesia Reaisttode4 h

A ANV

Intervalo Cirurgia Inicio

30° registro: 1h apos
administraciio

Figura 5: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagéo da atividade cardiovascular do
extrato etandlico de L. trichocarpha.

4.7.2- Caracterizacdo do mecanismo de agdo in vivo sobre a pressao arterial do extrato
etandlico bruto de L. trichocarpha: foi realizada pela administracdo oral Gnica na dose de
1,59/kg e apds 3,5h os animais foram anestesiados e submetidos aos procedimentos
cirurgicos. Quatro horas ap6s a administracdo do extrato os animais divididos em 3 grupos,
tiveram os sinais cardiovasculares (ECG e PA) obtidos por 5 minutos (controle) e receberam
por via I.V. os farmacos atenolol 5 mg/kg (STTEG et al., 2007), captopril 10 mg/kg (ILIEVA
et al., 2006) ou prazosina 1 mg/kg (AZEVEDO et al., 2011). Os sinais cardiovasculares
foram obtidos por 60 minutos ap6s a administracdo dos farmacos, ou seja, até 5 h apos a

administragdo do extrato (figura 6).
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Administraciio C Olll'l ole
oral do extrato Anestesia Regstro de 1h
Intervalo Cirurgia Inicio Adm IV
3,5h registro: atenolol,
4h apos captopril ou
adm prazosina

Figura 6: Representacdo esquematica do protocolo experimental para caracterizacdo mecanismo de alteracdo da
PA provocado pelo extrato etanélico bruto de L. trichocarpha

4.7.3- Atividade cardiovascular da eremantolida C: foi avaliada pela administracdo 1.V. nas
doses de 3 e 10 mg/kg ou veiculo. Os animais foram anestesiados e submetidos aos
procedimentos cirargicos. O registro dos parametros cardiovasculares (ECG, PA e PVE) foi
obtido por um periodo controle de 5 minutos e por 2 horas apds a administracdo da
eremantolida C. O mesmo protocolo foi realizado para o farmaco padrao, a digitoxina na dose
de 0,3mg/kg. Os experimentos foram realizados nos grupos de animais normais e
previamente tratados com L-NAME (figura 7). Ao final dos experimentos todos 0s animais
tiveram sangue total coletado para as analises hematoldgicas e bioquimicas. Apos eutanasia 0s

animais tiveram o coracéo coletado para as analises histologicas.

C ontrole Registro de
Anestesia 2horas

A-VIV-

Chourga Inicio  Administracio
registto  yejculo, EREC

ou digitoxina

Figura 7: Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliar a atividade cardiovascular da
eremantolida C.

4.7.4- Atividade da eremantolida C em animais submetidos a hiperatividade simpatica: os
animais foram anestesiados e submetidos aos procedimentos cirlrgicos. Apds registro

controle foi administrado doses de NA 1, 3 e 10 ug/kg por via I.V. in bolus com intervalos de
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15 minutos entre as doses. Os animais receberam entdo eremantolida C (10 mg/kg) 1.V. e nos
tempos 15 minutos e 60 minutos apos, foram repetidas as administracbes de NA. Os
experimentos foram realizados nos grupos de animais normais e previamente tratados com L—
NAME (Figura 8).

C onnole SREE NAL3e

Anestesia mgke 1opgke
Cirurgia  Imicio NAL3e ISmin NAl 3e
registto  10pgke 10pgkg

Figura 8: Representacdo esquemdtica do protocolo experimental para avaliar a potencial atividade
cardioprotetora da eremantolida C.

4.8- Inibicdo in vivo da sintese de 6xido nitrico

Animais Wistar machos normotensos (150 a 180 g) foram tratados com L-NAME, um
inibidor inespecifico da sintese do NO, 60 mg/kg por 7dias via I.P. Apds 7 dias de tratamento
com L-NAME, os animais foram mantidos em observagdo por 6 meses, e ao final deste
periodo foram realizados os experimentos. Os animais para o grupo controle foram mantidos
pelo mesmo periodo de 6 meses e nas mesmas condicdes até o dia do experimento. Todos 0s

animais foram pesados imediatamente antes do inicio dos experimentos.
4.8.1- Avaliagdo Hematoldgica

A avaliagdo dos pardmetros hematologicos foram realizadas no Laboratdrio de
Pesquisas Clinicas, CiPharma, UFOP. Foram coletadas amostras de sangue total em tubo
contendo 10 pl heparina sédica (5.000 Ul/ml) e a andlise realizada logo apds sua obtencéo.

Os parametros hematoldgicos avaliados incluiram contagem de hemacias,
hemoglobina, hematdcrito, contagem de leucécitos (total e diferencial) e contagem de
plaquetas, utilizando-se analisador automatizado (VET2800-MINDRAY, Brasil), com
excecdo para a contagem diferencial de leucocitos. A contagem diferencial foi realizada pela

andlise de esfregaco sanguineo corado com corante pandtica rdpida (Instant Prov), em
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microscopio optico Olympus CX 21 do Laboratério Piloto de Anélises Clinicas (LAPAC)
UFOP. As laminas foram confeccionadas no momento da coleta das amostras de sangue.

4.8.2- Avaliacao Bioquimica

As analises dos parametros bioquimicos foram realizadas no LAPAC, UFOP. O
procedimento para a coleta de sangue foi 0 mesmo descrito no item anterior, porém sem
anticoagulante, para a obtencédo de soro. O soro foi obtido pela centrifugacdo do sangue total a
3000 rpm por 15 minutos e apds a separacdo foi congelado a -18° C até o momento da analise.

Foram avaliados os parametros bioquimicos creatinina e ureia para avaliacdo da
atividade renal. As quantificacOes foram realizadas espectrofotometricamente utilizando-se
analisador automatizado (Airone 200) e kits diagnosticos (Bioclin).

4.8.3- Avaliacao Histopatoldgica

As andlises histologicas dos coracdes foram realizadas no Laboratorio de
Imunopatologia, NUPEB, UFOP. Os érgdos dos animais foram removidos ap6s obtencdo dos
parametros cardiovasculares e coleta de sangue, lavados com solugéo de NaCl 0,9 % (p/v),
pesados (peso Umido) e fixados em formaldeido (Synth Brasil) 10 % (v/v) tamponado (pH
7,2), com o objetivo de preservar a morfologia e a composic¢édo do tecido até a confecgdo das
laminas.

Os 6rgdos foram submetidos a desidratacdo com concentracdes crescentes de alcool
(alcodis 70, 80, 90 e absoluto), deixando os tecidos imersos por um periodo de 20 minutos em
cada concentracdo. Os mesmos foram posteriormente diafanizados em banhos de 10 minutos
de xilol, a fim de tornar o tecido transltcido. Foi feita a inclusdo dos tecidos em parafina,
utilizando dois banhos de parafina para sua penetragcdo nos vasos e espagos intercelulares.
Foram confeccionados blocos de parafina de cada animal em quatro cortes longitudinais para
0 coracdo. Os blocos de parafina foram submetidos a microtomia obtendo-se dois cortes
seriados com 4 um de espessura cada um. As laminas foram coradas pela Hematoxilina-
Eosina (HE) e pelo Tricrémico de Masson.

As avalia¢Oes dos cortes histoldgicos foram realizadas utilizando-se objetiva de 40 X
do microscopio Olympus BX50, pentaocular localizado na Escola de Farmécia, UFOP. A

fotodocumentac&o foi realizada no Laboratorio Multiusuarios do NUPEB, UFOP utilizando-
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se a objetiva de 40 X do microscopio Leica, DM5000, acoplado a microcAmara Leica
DFC340 FX e o programa Leica Application Suite (Versdo 2.4.0 R1). Para a analise das
imagens obtidas foi utilizado o programa Leica QWin V3.

Os nucleos celulares e a area do colageno foram mensurados em 20 imagens aleatorias
(4rea total percorrida igual a 7,5 x 10* um?) obtidas das laminas coradas pela HE e Tricomico

de Masson, respectivamente, por fragmento cardiaco avaliado.

4.9- Andlise estatistica

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.) e as diferencas
foram consideradas significativas quando P < 0,05. Os parametros foram analisados por One-
way ANOVA seguida do pds-teste de Bonferroni ou t de student. Como ferramenta para as
analises estatisticas foi utilizado o software GraphPad Prism® 5.0 (GraphPad Software,
EUA).
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5- RESULTADOS

5.1- Avaliagdo in vivo dos efeitos do extrato etanolico bruto de L. trichocarpha sobre a
PA, FC e ECG

A administracdo oral do extrato etanolico de L. trichocarpha na dose 1,5 g/kg causou
aumentos significativos nos valores de PAS e PAD em relacéo ao grupo que recebeu apenas o
veiculo (PAS 110 e PAD 74 mmHg, respectivamente — tabela 11l em anexo). Foram
observadas tais alteragdes nos tempos 1,5 e 2 horas e de 3 as 5 horas. Os valores maximos
observados foram de 145 mmHg (29 %) para PAS e 103 mmHg (36 %) (figura9 A) e para
PAD 3,5 horas ap6s a administracdo do extrato (figura 9 B).

Para a FC, a administracdo do extrato de L. trichocarpha causou aumento significativo
em 3 horas, 4,5 horas e 5 horas apds sua administracdo oral quando comparado ao grupo que
recebeu apenas o veiculo (figura 9 C), embora a FC maxima atingida pode ser considerada
dentro de valores normais para esse parametro.

Para os parametros do ECG (complexo QRS, intervalos PR, QT e QTc) ndo foram
observadas alteracGes significativas apos a administracdo do extrato em nenhum dos tempos
avaliados (figura 10).
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Figura 9: Valores absolutos de PAS, PAD e FC 1 a 5 horas ap6s a administracdo oral do extrato etandlico de
L. trichocarpha 1,5 g/kg (n=6) ou veiculo (n=6). * Diferenca significativa em relacdo ao grupo tratado
com veiculo. Os valores representam a média + e.p.m. P <0,05 — ANOVA, seguido de teste de
Bonferroni.
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Figura 10: Valores absolutos do intervalos do ECG: PR, QRS, QT e QTc de 1 a 5 horas apds a administragdo
oral do extrato etandlico de L.trichocarpha 1,5g/kg (n=6) ou veiculo (n=6). * Diferenca
significativa em relagdo ao grupo tratado com veiculo. Os valores representam a média + e.p.m. P <
0,05 — ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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5.2- Caracterizagdo do possivel mecanismo de agéo in vivo sobre a pressdo arterial do
extrato etandlico bruto da espécie Lychnophora trichocarpha

A caracterizacdo da atividade cardiovascular in vivo do extrato de L. trichocarpha, ou
seja, do aumento da PA descrito no item anterior, foi realizada por 60 minutos a partir de
4 horas ap6s a sua administracdo por via oral até 5 horas. Essa avaliagdo foi realizada
tomando-se como base os valores imediatamente antes da administracéo dos farmacos.

A manipulacdo farmacoldgica para demonstrar o possivel mecanismo de acdo do
aumento da PA induzido pelo extrato mostrou que o atenolol, um bloqueador Bi-adrenérgico,
reduziu 15 % da PAS em 1 minuto ap6s sua administracdo (figuras 11) em relacdo ao tempo
controle (159 mmHg) (tabelaVV em anexo). Como esperado, o atenolol reduziu
significativamente a FC a partir de 2 minutos ap6s sua administracdo até o final do
experimento, sendo a reducdo méaxima observada de 34 % em 45 minutos ap6s sua
administracdo (figura 13) quando comparado ao periodo controle (321 bpm) (tabela V em
anexo).

O captopril, um inibidor da ECA, foi capaz de reduzir significativamente 24 % da PAS
e 30 % da PAD no 1 minuto apos sua administracdo em relacdo ao periodo controle (155 e
110 mmHg respectivamente) (tabelaV em anexo). N&o foram observadas diferencas
significativas para FC (figura 13).

O efeito da prazosina, um as-bloqueador adrenérgico, em reduzir a PA quando
comparado ao periodo controle (PAS 163 e PAD 114 mmHg) (tabela VV em anexo) foi o mais
acentuado entre os farmacos utilizados, e ainda foi capaz de manter tal reducdo por todo o
periodo avaliado, exceto para PAD em 60 minutos. Essa observacao indica a hiperatividade
simpatica vascular como um componente responsavel pelo aumento da PA induzido pela
administracdo do extrato de L. trichocarpha. As reducbes maximas observadas para PAS e
PAD foram de 32 e 38 %, respectivamente, 1 minuto apds sua administracao.

Em relacdo aos pardmetros do ECG, ndo foram observadas alteragbes apds
administracdo de captopril e prazosina (figuras14 a 16). O atenolol reduziu
significativamente o intervalo QTc comparado imediatamente antes da sua administracdo
(114,5) (tabela VII em anexo), efeito também esperado, ja que houve reducdo da FC. A
reducdo méaxima desse indice foi de 10 % apos 10, 30 e 40 minutos da administracdo do
farmaco (figura 17).
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Figura 11: Valores absolutos de PAS de animais tratados previamente com extrato de L. trichocarpha 1,5 g/kg

até 60 minutos apo6s a administragdo 1.V. de atenolol (n=6), captopril (n=6) ou prazosina (n=6). (A)
5 minutos iniciais ap6s a administracdo; (B) tempo total de observacao que corresponde ao tempo de
4 a 5 horas apés a administracdo oral do extrato bruto de L. trichocarpha. Os valores representam a
média £ e.p.m. * Diferenca significativa em relacdo ao tempo controle. P < 0,05—- ANOVA, seguido
de teste de Bonforroni.
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Figura 12: Valores absolutos de PAD de animais tratados previamente com extrato de L. trichocarpha 1,5 g/kg
até 60 minutos apos a administragéo 1.V. de atenolol (n=6), captopril (n=6) ou prazosina (n=6). (A)
5 minutos iniciais apos a administragao; (B) tempo total de observagdo que corresponde ao tempo de
4 a 5 horas apds a administra¢@o oral do extrato bruto de L. trichocarpha. Os valores representam a
média £ e.p.m. * Diferen¢a significativa entre relagdo ao tempo controle. P < 0,05— ANOVA,
seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 13: Valores absolutos de FC de animais tratados previamente com extrato de L. trichocarpha 1,5 g/kg até
60 minutos apo6s a administragdo 1.V. de atenolol (n=6), captopril (n=6) ou prazosina (n=6). (A)
5 minutos iniciais ap6s a administragdo; (B) tempo total de observagdo que corresponde ao tempo de 4
a 5 horas apds a administragdo oral do extrato bruto de L. trichocarpha.. Os valores representam a
média * e.p.m. * Diferenca significativa em relagdo ao tempo controle. P < 0,05— ANOVA, seguido
de teste de Bonferroni.
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Figura 14: Valores absolutos do intervalo PR do ECG de animais tratados previamente com extrato de
L. trichocarpha 1,5 g/kg até 60 minutos apos a administragdo 1.V. de atenolol (n=6), captopril (n=6)
ou prazosina (n=6). (A) 5 minutos iniciais apds a administracéo; (B) tempo total de observagao que
corresponde ao tempo de 4 a 5 horas apos a administragdo oral do extrato bruto de L. trichocarpha.
Os valores representam a média £ e.p.m. P < 0,05—- ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 15: Valores absolutos do complexo QRS do ECG de animais tratados previamente com extrato de
L. trichocarpha 1,5 g/kg até 60 minutos ap0s a administracéo 1.V. de atenolol (n=6), captopril (n=6)
ou prazosina (n=6). (A) 5 minutos iniciais apds a administracdo; (B) tempo total de observacéo que
corresponde ao tempo de 4 a 5 horas apds a administracdo oral do extrato bruto de L. trichocarpha.
Os valores representam a média + e.p.m. P < 0,05—- ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 16: Valores absolutos do intervalo QT do ECG de animais tratados previamente com extrato de
L. trichocarpha 1,5 g/kg até 60 minutos ap0s a administracéo 1.V. de atenolol (n=6), captopril (n=6)
ou prazosina (n=6). (A) 5 minutos iniciais apds a administracdo; (B) tempo total de observacéo que
corresponde ao tempo de 4 a 5 horas apds a administragdo oral do extrato bruto de L. trichocarpha.
Os valores representam a média + e.p.m. P < 0,05—- ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 17: Valores absolutos do intervalo QTc do ECG de animais tratados previamente com extrato de
L. trichocarpha 1,5 g/kg até 60 minutos ap6s a administracdo 1.V. de atenolol (n=6), captopril (n=6)
ou prazosina (n=6). (A) 5 minutos iniciais apés a administracdo; (B) tempo total de observagéo que
corresponde ao tempo de 4 a 5 horas ap6s a administracdo oral do extrato bruto de L. trichocarpha.
Os valores representam a média + e.p.m. * Diferenca significativa em relagdo ao tempo controle. P <

0,05- ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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5.3- Caracterizagéo dos efeitos in vivo de inibi¢do da sintese do 6xido nitrico

5.3.1- Caracterizacdo dos efeitos in vivo de inibi¢do da sintese do 6xido nitrico quanto a

parametros hemodinamicos e do ECG

Para a avaliagdo hemodinadmica nos animais previamente tratados com L-NAME, um

inibidor da sintese de NO, 6 meses ap6s o final do tratamento, foram obtidos os parametros

PAS, PAD, PVEns, PVEDF e DP e os intervalos do ECG na derivagdo DII. N&o foram
observadas alteragdes dos parametros PAS, PAD, FC e DP (figura 18), PVEns € PVEDF
(figura 19) e complexo QRS (figura 20). Para os intervalos PR, QT e QTc a inibi¢cdo prévia da

sintese do NO induziu a reducdes significativas quando comparado ao grupo controle (figura

20).
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Figura 18: Valores absolutos de PAS, PAD, FC e DP do grupo controle (n=10) e do grupo tratado previamente
com L-NAME (n=24). Os valores representam a média + e.p.m. P < 0,05 — ANOVA, seguido de

teste t de student.
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Figura 19: Valores absolutos de PVE .« € PVEDF do grupo controle (n=8) e do grupo tratado com L-NAME
(n=24). Os valores representam a média + e.p.m. P < 0,05 - ANOVA, seguido de teste t de student.
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Figura 20: Valores absolutos do intervalo PR, QT e QTc e complexo QRS do grupo controle (n=10) e do grupo
tratado com L-NAME (n=24). Os valores representam a média + e.p.m. * Diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle. P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste t de student.
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5.3.2- Caracterizacdo dos efeitos in vivo de inibi¢do da sintese do 6xido nitrico quanto a
parametros hematolégicos e bioquimicos

Os pardmetros hematologicos obtidos estdo apresentados na tabela I. Ndo foram
observadas diferencas significativas no hemograma do grupo previamente tratado com o
inibidor da sintese do NO quando comparado ao grupo controle, exceto para as plaquetas,
para o qual foi observado redugéo no grupo previamente tratado.

N&o foram observadas diferencas significativas na analise de creatinina e ureia entre

0S grupos (tabela II).

Tabela I: Parametros hematoldgicos obtidos nos grupos controle e tratados com L-NAME.

Parametros Controle L-NAME
Hemacia (10%/mm?) 6,0 + 0,61 6,0 + 0,12
Hemoglobina (g/dl) 12,3+1,27 12,3+0,20

Hematocrito (%) 26,5+ 2,93 26,2 £ 0,84
Leucécitos Totais (/mm°) 6,7+1,08 7,9+ 0,66
Linfocitos (%) 66,8 + 5,09 72,3+5,13
Neutrofilo (%) 23,7 +£6,25 23,3+ 4,58
Mondcito (%) 2,7+0,95 2,3+0,61
Eosindfilo (%) 1,0+ 1,03 1,3+0,95
Bastonete (%) 0,7+0,42 0,3+0,33
Basofilo (%) 0,0£0,00 1,0+ 0,45
Plaquetas (10°/mm?) 258,9 + 30,62 226,7 + 14,55*

Os valores representam a média + e.p.m. * Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. P < 0,05 —
ANOVA, seguido de teste t de student.
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Tabela I1: Parametros bioquimicos obtidos nos grupos controle e tratados com L-NAME.

Parametros Controle L-NAME
Creatinina (mg/dl) 0,3+£0,04 0,3+0,03
Ureia (mg/dl) 476 +371 455 + 4,06

Os valores representam a média + e.p.m. P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste t de student.

5.3.3- Caracterizacdo dos efeitos in vivo de inibicdo da sintese do 6xido nitrico quanto

peso cardiaco umido

Para a avaliacdo da possivel hipertrofia cardiaca, os animais foram pesados no
momento dos experimentos (peso final 6 meses ap6s o término do tratamento) e ao final dos
experimentos foram eutanasiados, o coracdo foi removido, sendo mensurado o peso Umido.
Foi calculada a relacdo entre peso cardiaco e o peso corporal para 0s grupos controle e
tratados com o inibidor da sintese do NO.

Foi observado que o peso corporal dos animais tratados com L-NAME foi
significativamente maior que dos animais do grupo controle (figura 21 A). Apesar do menor
peso corporal dos animais do grupo controle, estes mostraram peso cardiaco semelhante aos
animais do grupo L-NAME (figura 21 B). Assim, a relacdo entre o peso cardiaco e peso

corporal foi significativamente menor no grupo L-NAME (figura 21 C).
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Figura 21: Valor absoluto do peso corporal (A), peso cardiaco Umido (B), e da relagdo entre o peso cardiaco e
corporal (C) do grupo controle (n=10) e do grupo tratado com L-NAME (n=24). Os valores
representam a média + e.p.m.* Diferenca significativa em relacdo ao grupo controle. P < 0,05 —
ANOVA, seguido de teste t de student.

5.3.4- Caracterizacdo dos efeitos in vivo de inibicdo da sintese do 6xido nitrico quanto a
parametros histologicos

Para quantificagdo de possivel processo inflamatério, foram capturadas 20 imagens do
ventriculo esquerdo cardiaco corado pela HE. As imagens foram capturadas de forma
aleatdria e as células quantificadas, sendo os resultados expressos em numeros médios de
nacleos celulares por grupo (figura 22). Foram observadas reducdes significativas no nimero
de nucleos celulares nos grupos tratados com L-NAME em relagdo ao grupo controle
(figura 22 e 24). Também foram observadas reducgdes significativas do nimero de nucleos
celulares dos animais L-NAME que receberam eremantolida C3mg/kg ou
digitoxina 0,3 mg/kg em relacdo aos animais L-NAME que receberam salina (figura 22).

Entre os animais do grupo controle ndo foram observadas diferengas significativas.
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Para avaliacdo de possivel fibrose, foram capturadas 20 imagens do ventriculo
esquerdo cardiaco coradas pelo Tricrébmico de Masson. As imagens foram capturadas de
forma aleatoria e os pixels com tons de azul foram selecionados para a criacdo de uma
imagem binaria e posterior calculo da area total ocupada por colageno, sendo os resultados
expressos em &rea média de colageno por grupo (figura23). Foi observado aumento
significativo na &rea de coldgeno no grupo de animais tratados com L-NAME (figura 23 e 24)
que receberam posteriormente digitoxina 0,3 mg/kg em relacdo aos grupos controles que
receberam salina e eremantolida C 10 mg/kg (figura 23). N&o foram observadas diferencas
significativas entre os grupos controles e em relagcdo aos demais grupos tratados previamente
com L-NAME.
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Figura 22: Nimero médio de nlcleos celulares dos grupos controles (n=6) e dos grupos tratados com L-NAME
(n=12). # Diferenga significativa em relagfo aos grupos controle. * Diferenca significativa entre os
grupos tratados. Os valores representam a média + e.p.m. P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de
Bonferroni.
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Figura 23: Valor médio da &rea de colageno dos grupos controles (n=6) e dos grupos tratados com L-NAME
(n=12). Os valores representam a média + e.p.m. * Diferenca significativa entre relacdo aos demais
grupos. P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.

Figura 24: Fotomicrografia de cortes histoldgicos do ventriculo esquerdo pertencentes ao grupo controle (A e C)
e tratados previamente com L-NAME (B e D). Observa-se maior nimero de nicleos celulares no
grupo controle (A) e menor nimero de nucleos celulares no grupo tratado com L-NAME (B).
Observa-se aumento de deposi¢do de colageno no grupo tratado com L-NAME (D) e menor
deposicao no grupo controle (C). A e B: Hematoxilina-Eosina. C e D: Tricromo de Masson, 40X ,
barra = 50pm?.
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5.4- Avaliacdo dos efeitos cardiovasculares in vivo da eremantolida C em animais
controles e submetidos previamente a inibicdo da sintese de 6xido nitrico

A administragéo de eremantolida C 10 mg/kg e digitoxina 0,3 mg/kg tiveram perfis de
respostas semelhantes para PAS (figura 25) e PAD (figura 26) nos animais tratados com L-
NAME, somente nos primeiros minutos apés a administracdo 1.V.

A administracdo de digitoxina 0,3 mg/kg nos animais tratados induziu ao aumento da
PAS (95 mmHg-tabela XI em anexo) em 1 e 2 minutos quando comparado aos grupos: L-
NAME salina e L-NAME eremantolida C 3 mg/kg (figura 25 A). Em relacdo ao grupo L-
NAME salina esse aumento foi observado novamente 120 minutos ap6s a administracéo e em
relacdo ao grupo L-NAME eremantolida C 3 mg/kg novo aumento foi observado, a partir de
60 minutos até o final do experimento (figura 25 B). A administracdo de digitoxina 0,3 mg/kg
também induziu aumento significativo da PAS (68 mmHg-tabela XII em anexo) nos animais
tratados com L-NAME 120 minutos ap6s sua administracdo em relagdo ao grupo L-NAME
eremantolida C 10 mg/kg (figura 25 B). A administracdo de eremantolida C 10 mg/kg induziu
ao aumento significativo da PAS (114 mmHg-tabela XI em anexo) em 1 e 2 minutos quando
comparado aos grupos L-NAME salina e Controle eremantolida C 10 mg/kg e até 4 minutos
quando comparado ao grupo L-NAME eremantolida C 3 mg/kg (figura 25 A).

O efeito da administracdo de digitoxina 0,3 mg/kg na PAD dos animais tratados foi
semelhante nos minutos iniciais observado para PAS. Para o segundo aumento observado, em
relagdo ao grupo L-NAME salina esse aumento foi em 100 e 120 minutos apés a
administracdo e em relagdo ao grupo L-NAME eremantolida C 3 mg/kg foi observado, a partir
de 80 minutos até o final do experimento. A administracdo da eremantolida C 10 mg/kg para
PAD (72 mmHg-tabela XII em anexo) foi observado aumento em 1 e 2 minutos quando
comparado aos grupos L-NAME eremantolida C 3mg/kg e 1, 2 e 4 minutos quando
comparado ao grupo L-NAME salina (figura 26 B).

A administracdo de digitoxina 0,3 mg/kg nos animais tratados com L-NAME induziu
ao aumento da FC (189 bpm-tabela XIII em anexo) de 80 a 120 minutos quando comparado
ao grupo L-NAME salina e em 100 e 120 minutos quando comparado ao grupo L-NAME
eremantolida C 3 mg/kg (figura 27 B). A administracdo da eremantolida C 10 mg/kg também

aumentou a FC (151 bpm-tabela X1l em anexo) dos animais tratados previamente com L-
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NAME nos tempos 100 e 120 minutos, quando comparado com o grupo Controle
eremantolida C 10 mg/kg (figura 27 B).

A administracdo de digitoxina 0,3 mg/kg e eremantolida C 10 mg/kg nos animais
tratados com L-NAME induziu ao aumento da PVEn (tabela XIV em anexo) nos primeiros
2 minutos ap6s a administracdo, quando comparado aos grupos: L-NAME salina e L-NAME
eremantolida C 3 mg/kg (figura 28 A). Para a digitoxina novo aumento foi observado a partir
de 60 minutos e se manteve até o final do experimento (figura 28 B). Para a administracéo de
eremantolida C 10 mg/kg esse aumento foi observado até 4 minutos e em 1 minuto apds sua
administracdo foi observado um aumento significativo em relacdo ao grupo Controle
eremantolida C 10 mg/kg (figura 28 A). Nao foram observadas diferencas na PVEDF entre os
grupos em nenhum dos tempos avaliados (figura 29 A e B).

Para o DP, indice que avalia indiretamente o consumo de oxigénio pelo miocéardio, a
digitoxina 0,3mg/kg induziu ao aumento significativo em 1 e 2 minutos ap6s sua
administracdo quando comparado ao grupo L-NAME eremantolida C 3 mg/kg (figura 30 A) e
de 60 minutos até o final do experimento quando comparado aos grupos: L-NAME salina e L-
NAME eremantolida C 3 mg/kg (figura 30 B). A eremantolida C nas doses avaliadas néao
induziu a alteragdes significativas nesse indice (figura 30).

Para os parametros do ECG, ndo foram observadas alteracdes significativas do
intervalo PR e do complexo QRS (figura 31 e 32). Para o intervalo QT, foi observado um
aumento em 1 e 2 minutos apds a administracdo da eremantolida C 10 mg/kg nos animais
tratados previamente com L-NAME quando comparados aos animais dos grupos: L-NAME
salina e L-NAME eremantolida C 3 mg/kg (figura 33 A). Para o indice QTc, a digitoxina
provocou aumento significativo nos animais tratados com L-NAME a partir de 60 minutos até
o final do experimento em relacdo ao grupo L-NAME salina (figura 34 B). Esse aumento foi
significativo em 80 e 120 minutos em relacdo ao grupo L-NAME eremantolida C 10 mg/kg e
de 80 a 120 minutos em relagdo a L-NAME eremantolida C 3 mg/kg (figura 34 B). N&o foram
observadas diferencas significativas para esse indice em nenhum dos grupos que recebeu
eremantolida C 10 mg/kg.

Para os grupos de animais controle (Controle salina e Controle eremantolida C
10 mg/kg), ou seja, sem tratamento prévio, ndo foram observadas alteragdes significativas em

nenhum dos parametros avaliados. O mesmo aconteceu com 0S grupos que receberam
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tratamento prévio com inibidor da sintese de NO, L-NAME salina e L-NAME eremantolida C
3 mg/kg. Em nenhum dos parametros cardiovasculares a administracdo da eremantolida C na

menor dose avaliada, 3 mg/kg, foi capaz de induzir alteracBes significativas nos grupos
avaliado (tratado previamente com L-NAME).
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Figura 25: Variagdo percentual da PAS de animais sem tratamento prévio até 120 minutos ap6s a administragdo
1.V. de salina (n=5) ou eremantolida C (EREC) 10 mg/kg (n=>5) e de animais tratados com L-NAME
até 120 minutos apds administragdo de salina (n=6), eremantolida C 3 mg/kg (n=6), eremantolida C
10 mg/kg (n=6) ou digitoxina 0,3 mg/kg (n=7). (A) 5 minutos iniciais apds a administracdo; (B)
tempo total de observagdo. Os valores representam a média + e.p.m. * Diferenca significativa em
relacio ao grupo L-NAME salina. # Diferenca significativa em relacdo ao grupo L-NAME
eremantolida C 3 mg/kg. § Diferenca significativa em relacéo ao grupo L-NAME eremantolida C 10

mg/kg. T Diferenca significativa em relacdo ao grupo Controle eremantolida C 10 mg/kg. P < 0,05 —
ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 26: Variacdo percentual da PAD de animais sem tratamento até 120 minutos ap6s a administracdo 1.V.
de salina (n=5) ou eremantolida C (EREC) 10mg/kg (n=5) e de animais tratados com L - NAME até
120 minutos apds administracdo de salina, eremantolida C 3 mg/kg (n=6), eremantolida C 10 mg/kg
(n=6) ou digitoxina 0,3 mg/kg (n=7). Em destaque, 0s 5 minutos iniciais ap6s a administracdo. (A)
5 minutos iniciais apds a administracdo; (B) tempo total de observagdo. Os valores representam a
média + e.p.m. * Diferenca significativa em relacdo ao grupo L-NAME salina. # Diferenga
significativa em relagdo ao grupo L-NAME eremantolida C 3 mg/kg. P < 0,05 — ANOVA, seguido
de teste de Bonferroni.
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Figura 27: Variacdo percentual da FC de animais sem tratamento até 120 minutos ap6s a administracéo 1.V. de
salina (n=6) ou eremantolida C (EREC) 10mg/kg (n=6) e de animais tratados com L-NAME até 120
minutos apds administracdo de salina, eremantolida C 3 mg/kg (n=6), eremantolida C 10 mg/kg
(n=6) ou digitoxina 0,3 mg/kg (n=7). (A) 5 minutos iniciais ap6s a administracdo; (B) tempo total de
observagdo. Os valores representam a média + e.p.m. * Diferenca significativa em relacdo ao grupo
L-NAME salina. # Diferenga significativa em relacdo ao grupo L-NAME eremantolida C 3 mg/kg.

1 Diferenca significativa em relacdo ao grupo Controle eremantolida C 10 mg/kg. P < 0,05 —
ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 28: Variagdo percentual da PVE;, de animais sem tratamento até 120 minutos ap6s a administragdo 1.V.
de salina (n=6) ou eremantolida C (EREC) 10mg/kg (n=6) e de animais tratados com L-NAME até
120 minutos ap6s administracdo de salina (n=6), eremantolida C 3 mg/kg (n=6), eremantolida C
10 mg/kg (n=6) ou digitoxina 0,3 mg/kg (n=7). (A) 5 minutos iniciais ap6s a administracdo; (B)
tempo total de observacdo. Os valores representam a média = e.p.m. * Diferenca significativa em
relacdo ao grupo tratado com L-NAME apés a administracdo de salina. # Diferenca significativa em
relagdo ao grupo tratado apds administracdo de eremantolida C 3 mg/kg. 1 Diferenca significativa

em relagdo ao grupo Controle eremantolida C 10 mg/kg. P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de
Bonferroni.
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Figura 29: Variagdo percentual da PVEDF de animais sem tratamento até 120 minutos ap6s a administragdo
1.V. de salina (n=6) ou eremantolida C (EREC) 10mg/kg (n=6) e de animais tratados com L-NAME
até 120 minutos ap6s administragdo de salina (n=6), eremantolida C 3 mg/kg (n=6), eremantolida C
10 mg/kg (n=6) ou digitoxina 0,3 mg/kg (n=7). (A) 5 minutos iniciais apds a administracdo; (B)
tempo total de observacéo. Os valores representam a média + e.p.m. P < 0,05 — ANOVA, seguido de
teste de Bonferroni.
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Figura 30: Variacdo percentual do DP de animais sem tratamento até 120 minutos ap6s a administracéo 1.V. de
salina (n=6) ou eremantolida C (EREC) 10mg/kg (n=6) e de animais tratados com L-NAME até 120
minutos ap6s administracdo de salina (n=6), eremantolida C 3 mg/kg (n=6), eremantolida C
10 mg/kg (n=6) ou digitoxina 0,3 mg/kg (n=7). (A) 5 minutos iniciais ap6s a administracdo; (B)
tempo total de observacdo. * Diferenca significativa em relacdo ao grupo L-NAME salina.
# Diferenca significativa em relagdo ao grupo L-NAME eremantolida C 3 mg/kg. Os valores
representam a média + e.p.m. P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 31: Variaco percentual do intervalo PR de animais sem tratamento até 120 minutos apds a
administracéo 1.V. de salina (n=6) ou eremantolida C (EREC) 10mg/kg (n=6) e de animais tratados
com L-NAME até 120 minutos apds administracdo de salina (n=6), eremantolida C 3 mg/kg (n=6),
eremantolida C 10 mg/kg (n=6) ou digitoxina 0,3 mg/kg (n=7). (A) 5 minutos iniciais apos a
administracéo; (B) tempo total de observagdo. Os valores representam a média + e.p.m. P < 0,05 —
ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 32: Variagdo percentual do complexo QRS de animais sem tratamento até 120 minutos apds a
administracéo 1.V. de salina (n=6) ou eremantolida C (EREC) 10mg/kg (n=6) e de animais tratados
com L-NAME até 120 minutos ap6s administracdo de salina (n=6), eremantolida C 3 mg/kg (n=6),
eremantolida C 10 mg/kg (n=6) ou digitoxina 0,3 mg/kg (n=7). (A) 5 minutos iniciais apos a
administracdo; (B) tempo total de observagdo. Os valores representam a média £ e.p.m. P < 0,05 —
ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 33: Variacdo percentual do intervalo QT de animais sem tratamento até 120 minutos ap6s a
administracéo 1.V. de salina (n=6) ou eremantolida C (EREC) 10mg/kg (n=6) e de animais tratados
com L-NAME até 120 minutos ap6s administracdo de salina, eremantolida C 3 mg/kg (n=6),
eremantolida C 10 mg/kg (n=6) ou digitoxina 0,3 mg/kg (n=7). (A) 5 minutos iniciais apds a
administracdo; (B) tempo total de observacdo. Os valores representam a média + e.p.m.* Diferenca
significativa em relacdo ao grupo L-NAME salina. # Diferenca significativa em relago ao grupo L-
NAME eremantolida C 3 mg/kg. P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 34: Variacdo percentual do intervalo QTc de animais sem tratamento até 120 minutos apds a
administracéo 1.V. de salina (n=6) ou eremantolida C (EREC) 10 mg/kg (n=6) e de animais tratados
com L - NAME até 120 minutos ap6s administracdo de salina (n=6), eremantolida C 3 mg/kg (n=6)
eremantolida C 10 mg/kg (n=6) ou digitoxina 0,3 mg/kg (n=6). (A) 5 minutos iniciais apos a
administracdo; (B) tempo total de observacdo. Os valores representam a média + e.p.m. * Diferenga
significativa em relacdo ao grupo L-NAME salina. # Diferenca significativa em relagdo ao grupo L-
NAME eremantolida C 3 mg/kg. § Diferenca significativa em relagdo ao grupo L-NAME
eremantolida C 10 mg/kg. 1 Diferenca significativa em relagdo ao grupo Controle eremantolida C
10 mg/kg. P < 0,05 — ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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5.4.1- Avaliacdo dos efeitos cardiovasculares in vivo da eremantolida C em animais
controle e submetidos previamente a inibicdo da sintese do 60xido nitrico e seguida de

hiperatividade simpatica

Para a avaliacdo da potencial atividade cardioprotetora da eremantolida C, foram
administradas doses de 1, 3 e 10 pg/kg de NA, para induzir & hiperatividade simpatica
periférica, antes e ap6s 15 e 60 minutos da administracdo de eremantolida C (10 mg/kg) em
um grupo de animais controle e em um grupo de animais tratados previamente com L-NAME.

Nos animais controle a estimulacdo simpatica com NA 1 pg/kg provocou aumento
significativo maximo de 68 % da PAS e 65% da PAD antes da administracdo da
eremantolida C . Apds a administracdo da eremantolida C a estimulagdo com NA 1 pg/kg
provocou aumento significativo de 40 e 21 % da PAS e 39e 14 % da PAD apo6s 15 e
60 minutos, respectivamente (figura 35).

A administracdo de NA 3 pg/kg levou ao aumento méximo de 78 % da PAS e 73 % da
PAD. Apo6s a administragdo da eremantolida C, esse aumento foi de 56 e 46 % da PAS e 50 e
36 % da PAD ap0s 15 e 60 minutos, respectivamente (figura 35).

Para administracdo de NA 10 pg/kg antes da administracdo da eremantolida C, foi
observado aumento significativo de 85 % da PAS e 79 % da PAD. Apo6s 15 minutos da
administracdo da eremantolida C, a NA 10 pg /kg provocou aumento de 47 % da PAS e 43 %
da PAD e 60 minutos apds a administracdo da eremantolida C, provocou aumento de 55 % da
PAS e 43 % da PAD (figura 35).

Nos demais parametros avaliados (FC, intervalo QT e QTc) as diferencas observadas
ndo foram estatisticamente significativas, mas foram relevantes (figura 36). A administracdo
de NA 10 pg/kg induziu a uma reducdo de 24 % da FC antes da administragdo da
eremantolida C e de 9 % 60 minutos ap6ds a administracdo da eremantolida C (tabela XXIII
em anexo). Para o intervalo QT, antes da administracdo da eremantolida C a NA 10 ug/kg
induziu ao aumento de 15 % desse intervalo, mas apds 15 minutos da administracdo da
eremantolida C esse aumento foi de apenas 3 % (tabela XXIII em anexo). Para o intervalo
QTc, antes da administracdo da eremantolida C, o maior aumento observado foi de 11 %
induzido pela NA 1 pg/kg e 15 minutos apds a administracdo da eremantolida C esse aumento
foi de 6 % (tabela XXIIl em anexo).
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Nos animais tratados com L-NAME a estimulagdo simpatica com NA 1 pg/kg causou
aumento significativo de 55 % da PAS antes da administracéo de eremantolida C. No entanto,
a NA 1 ug/kg nédo foi capaz de provocar alteracfes significativas nos niveis pressoricos apos a
administracdo da eremantolida C em nenhum dos tempos avaliados (figura 37).

Antes da administracdo da eremantolida C, a estimulacdo simpética de NA 3 pg/kg
levou ao aumento significativo de 78 % da PAS e 71 % da PAD, semelhante ao observado
para 0s animais sem inibicdo prévia da sintese do NO. Apos a administracdo da eremantolida
C, os aumentos induzidos pela NA 3 pg/kg foram de 58 e 48 % para PAS, 15 e 60 minutos,
respectivamente (figura 37) e para PAD ndo foi observado aumento significativo apds
nenhuma das doses de NA.

Para administracdo de NA 10 pg/kg antes da administracdo da eremantolida C, foi
observado aumento significativo de 84 % da PAS de 75 % da PAD, semelhante ao observado
para 0os animais sem inibicdo prévia da sintese do NO. A NA 10 ug/kg provocou aumento
significativo de 61 e 70 % da PAS, 15 e 60 minutos ap06s a administracdo da eremantolida C.
Ndo foram observadas diferencas significativas induzidas pela NA da PAD apés a
administracdo da eremantolida C (figura 37).

Nos demais parametros avaliados (FC, intervalo QT e QTc) as diferencas observadas
ndo foram estatisticamente significativas, mas foram relevantes (figura 38). Antes da
administracdo da eremantolida C a NA 10 pg/kg induziu a uma reducdo de 5 % da FC e apds
15 minutos da administracdo da eremantolida C essa reducdo foi de 22 % (tabela XXIV em
anexo). Para o intervalo QT, antes da administracdo da eremantolida C o aumento mais
relevante foi de 13 % induzido pela NA 10 pg/kg e apds 60 minutos da administracdo da
eremantolida C esse aumento foi de 10 % (tabela XXIV em anexo). Para o indice QTc, antes
da administracdo da eremantolida C, a NA 3 pg/kg induziu a um aumento de 12 % desse
indice e apds 15 minutos da administracdo da eremantolida C, o aumento foi de 4 %
(tabela XXIV em anexo).
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Figura 35: Valores absolutos de PAS, PAD e FC do grupo controle (n=5) apds a administracdo 1.VV. de NA 1, 3
e 10 ug/kg antes e apds a administracdo eremantolida C 10 mg/kg. * Diferenca significativa em
relagdo ao tempo controle. Os valores representam a média + e.p.m. P < 0,05 — ANOVA, seguido de
teste de Bonferroni.
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Figura 36: Valores absolutos do intervalo QT e QTc do grupo controle (n=5) apds a administracdo 1.V. de NA
1, 3 e 10 ng/kg antes e apds a administracdo eremantolida C 10 mg/kg. Os valores representam a
média + e.p.m. P < 0,05 - ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 37: Valores absolutos de PAS, PAD e FC do grupo tratado com L-NAME (n=6) apds a administragdo

Intervalo QT (ms)

I.V. de NA 1, 3 e 10 pg/kg antes e apés a administracdo eremantolida C 10 mg/kg. Os valores
representam a média + e.p.m. * Diferenca significativa em relagcdo ao tempo controle. P < 0,05 —
ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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Figura 38: Valores absolutos do intervalo QT e QTc do grupo tratado com L-NAME (n=6) ap06s a administragdo

I.V. de NA 1, 3 e 10 pg/kg antes e apés a administracdo eremantolida C 10 mg/kg. Os valores
representam a média + e.p.m. P < 0,05 - ANOVA, seguido de teste de Bonferroni.
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6- DISCUSSAO

6.1- Avaliacdo dos efeitos in vivo do extrato etanodlico bruto da espécie Lychnophora

trichocarpha e caracterizacéo do possivel mecanismo de acdo sobre a presséo arterial

Apesar das Lychnophoras serem largamente utilizadas pela populagdo como
analgesicos e anti-inflamatorios, ndo existem estudos sobre o potencial toxicologico destas
plantas medicinais ou relativo a seguranga de uso oral como extrato bruto. Outros extratos
amplamente consumidos por via oral apresentaram sérios efeitos toxicos como genotoxico
para o extrato de Baccharis trimera, popularmente conhecido como “carqueja” (NOGUEIRA
et al., 2011), inibidor de enzimas hepaticas como para o extrato de Eugenia caryophyllata,
6leo de cravo (HARTNOLL et al., 1993). Entretanto, como recomendado pela International
Conference on Harmonisation (ICH) S7A (2000), é de extrema importancia para indicar a
seguranca de uma substancia, avaliar a PA, a FC e 0 ECG. Relacionados ao ECG, a analise
dos intervalos QT e QTc sdo considerados essenciais, porque seu prolongamento pode estar
associado a arritmias cardiacas, indicando cardiotoxicidade e a analise do ECG nas
12 derivagOes é uma boa alternativa para confirmar variages dos intervalos (CRUMB &
CAVERO, 1999; CAVERO, 2000; CAVERO & CRUMB, 2005; AGGARWAL et al., 2011).
No presente estudo, foram mensuradas as trés derivacdes periféricas do ECG para auxiliar na
andlise visual de seus intervalos, no entanto os resultados utilizados foram somente aqueles
obtidos da derivacdo DII periférica, mas que, por outro lado, é a principal derivacao utilizada
para a avaliacdo experimental de farmacos (CRUMB & CAVERO, 1999).

Estudos prévios do grupo de pesquisa do Laboratério de Farmacologia Experimental
demonstraram que o extrato etandlico bruto da espécie de L. ericoides na maior dose avaliada
(1,5g/kg) foi capaz de induzir a hipertensdo e efeito cronotrépico positivo de
90 a 120 minutos ap6s a sua administracdo oral Unica (GUZZO, 2007). A partir disso, para a
avaliacdo da atividade cardiovascular do extrato etandlico bruto da L. trichocarpha foi
avaliada também a dose 1,5g/kg, a mesma que demonstrou apresentar as atividades
antinociceptiva e anti-inflamatéria (GUZZO et al., 2008). A atividade cardiovascular da
L. trichocarpha foi avaliada de 1 a5 horas ap6s a administragdo oral Unica do extrato e foi
observada diferenca significativa nos niveis pressoricos e dos valores da FC em relacdo aos

animais que receberam apenas o extrato nesse periodo. No caso da PA o extrato induziu
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claramente um aumento leve & moderado da PA, no entanto para a FC houve uma diferenca
significativa apesar dos valores estarem dentro da normalidade. Como os experimentos foram
realizados nas mesmas condi¢fes para ambos 0s grupos, provavelmente a diferenca na FC
entre 0s grupos seja devido ao anestésico utilizado nesses experimentos, o qual ndo é o de
primeira escolha para avaliagdes cardiovasculares (FUJII & CHAMBERS, 2005). Assim, o
grupo que recebeu o extrato 1,5 g/kg impediu uma alteracdo da FC. A administragdo Unica por
via oral na mesma dose foi avaliada até 24 horas ap6s a administracdo do extrato (resultados
ndo apresentados) e as alteracdes da PA e FC ndo foram observadas, indicando ser tal efeito
reversivel. Os resultados observados em até 5 horas mostraram que a administracdo oral de
uma dose alta e Unica do extrato de L.trichocarpha ndo alterou os intervalos do ECG,
indicando sua seguranca, sobre este ponto de vista. Em contrapartida, o aumento da PA e FC
foram claramente demonstrados até 5 horas ap6s a administracdo do extrato, indicando baixa
seguranca e atividade cardiotoxica, a qual pode ser marcada por quadro hipertensivo, como
um dos fatores de risco para doencas cardiovasculares (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS DE
HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010). Considerando que o aumento maximo da PA induzido
pelo extrato ocorreu 3,5 horas ap0s sua administracdo e durou até 5 horas (tempo maximo de
avaliacdo), foi definido que a avaliagdo do provavel mecanismo desse efeito seria avaliado a
partir de 4 horas ap6s a administracdo oral Unica na dose 1,5 g/kg. Para essa avaliacdo, foram
utilizados farmacos anti-hipertensivos bem descritos na literatura e usados em clinica (VI
DIRETRIZES BRASILEIRAS DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010): atenolol, um
bloqueador B,-adrenérgico; captopril, um inibidor da ECA; e prazosina, um oy-bloqueador
adrenérgico. Os B-bloqueadores sdo medicamentos altamente eficazes indicados para o
tratamento e prevencdo da hipertensdo (CHOBANIAN et al., 2003). Alguns medicamentos
dessa classe, como o atenolol, sdo estratégias de tratamento para hipertensdo entre pacientes
com doengas coronarias (PEPINE et al., 2003). O captopril foi o primeiro ativo
comercializado por via oral com objetivo de inibir a ECA, projetado para tratar a hipertensao
por bloguear a conversdo de angiotensina | em angiotensina Il (CUSHMAN & ONDETTI,
1999; HANSSON et al., 1999). E amplamente utilizado no tratamento de doencas
cardiovasculares, incluindo insuficiéncia cardiaca e presséo arterial elevada. Os antagonistas
oy -adrenérgicos sdo opcdo terapéutica no tratamento da hipertensdo, sendo a prazosina o mais

frequentemente utilizado no Brasil. As vantagens deste farmaco sdo evidenciadas no
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tratamento da insuficiéncia cardiaca com redugdo da pos-carga e seu perfil metabdlico
favoravel com redugdo dos niveis plasmaticos de colesterol e triglicérides (OATES &
BROWN, 2010). A prazosina foi o farmaco que reduziu de maneira significativa a PA em
todo o tempo avaliado, indicando que o extrato etandlico de L. trichocarpha estd,
provavelmente, atuando via ativacdo do sistema nervoso simpético periférico, em nivel
vascular. Apos o tratamento com atenolol, a FC reduziu, como esperado, devido a sua agao
agonista inversa em receptores Bi-adrenérgicos (ZHANG et al., 2011), embora aumento
significativo no intervalo PR do ECG néo tenha sido observado. O indice QTc, ferramenta util
para a identificacdo de riscos cardiovasculares (AGGARWAL et al., 2011), foi corrigido pela
FC e por isso, nos animais que receberam o atenolol esse indice também foi alterado. No
entanto, a reducdo da FC né&o foi suficiente para reduzir a PA nos animais que receberam o
atenolol. De fato, na clinica a reducéo da PA como efeito de B-bloqueadores é observado apos
seu uso continuo e apos varios dias (OATES & BROWN, 2010). As provaveis causas de
aumento da PA induzidas por substancias enddgenas e/ou exdgenas sdo inumeras (Health
Care Guideline, 2010), e embora os resultados tenham demonstrado fortemente a participacao
da ativacdo simpatica como fator da génese do aumento moderado da PA, a participacdo de
outros fatores néo deve ser descartada.

Assim, os resultados do presente estudo indicam que é necessario cuidado com uso do
extrato etandlico de L. trichocarpha, uma vez que sua seguranca cardiovascular ndo é
totalmente garantida. O aumento induzido na PA pelo extrato em dose Unica observado € um
indicativo de pré-hipertensdo a hipertensdo de estagio | (VI DIRETRIZES BRASILEIRAS
DE HIPERTENSAO ARTERIAL, 2010) e, dessa forma, seu uso pode contribuir para

instalacdo de um quadro hipertensivo ou agravar um quadro ja existente.
6.2- Caracterizacéo dos efeitos in vivo de inibicdo da sintese do éxido nitrico

Embora estudos tenham demonstrado que os aumentos da PA ap06s inibicdo da sintese
do NO n&o sdo mais observados 7 dias apds o término de sua administracio (FURSTENAU
et al., 2010), estudos preliminares do Laboratério de Farmacologia Experimental
demonstraram que o aumento da PA induzida pela inibicdo da sintese do NO pdde ser
observado em 3 e 10 meses ap6s o término do tratamento com L-NAME e a hipertrofia
cardiaca foi detectada nos ratos idosos (DE PAULA et al., 2007). Além disso, a analise da

Danielle Cristiane Correa de Paula

58



Discussao

variabilidade da frequéncia cardiaca (VFC) tanto de curto quanto de longo prazo em animais
idosos acordados submetidos a inibicdo da sintese do NO, mostrou varia¢@es significativas
nesse parametro, o que evidenciou a presenca de patologia cardiovascular como indicativo da
IC naqueles animais (CARDOSO et al., 2008). A partir disso, 0 modelo da inibi¢do da sintese
de NO pela administracdo I.P. de L-NAME avaliado 6 meses ap6s o final do tratamento foi
utilizado no presente trabalho a fim de se padronizar esse modelo, sendo mais uma opcéo util
para a busca de alternativas terapéuticas para doencas cardiovasculares. Assim, as provaveis
alteracdes estruturais do miocardio induzidos pela inibicdo do NO (NUMAGUCHI et al.,
1995; MANDARIM-DE-LACERDA & PEREIRA, 1997) associado ao aumento da PA,
poderiam induzir a médio e longo prazo um quadro com caracteristicas de insuficiéncia
cardiaca crénica (ICC).

Para a caracterizacdo de modelos de alteragbes cardiovasculares sdo necessarias
avaliac@es histologica, bioquimica, hematoldgica e hemodindmica (WANG et al., 2003). Nos
parametros do ECG avaliados nos animais tratados com L-NAME foram observados redugdes
significativas dos intervalos PR, QT e QTc. Normalmente as alteracbes no ECG sdo
acompanhadas de anormalidades fisiopatoldgicas como derrame pleural, edema periférico,
que explicam tais mudangas (ORETO et al., 1992; MADIAS et al., 2001). No entanto, 0s
parametros obtidos do sinal de pressdo do ventriculo esquerdo ndo foram alterados. Para
definir mais claramente um quadro de IC induzido pela inibicdo do NO, era esperado que a
PVEDF estivesse aumentada, ja que alguns autores caracterizaram a PVEDF acima de
5mmHg como um indicativo de disfuncdo ventricular esquerda (DELP et al., 1997),
enquanto outros, afirmam que séo necessarios valores maiores que 20 mmHg para caracterizar
o desenvolvimento da ICC grave (MUSCH et al., 2002). No entanto, tal alteracdo nédo foi
observada no presente trabalho.

A andlise global dos globulos vermelhos e leucdcitos constitui exame importante e
rotineiramente indicado para avaliacbes de anemias, reacGes infecciosas e inflamatérias. A
avaliacdo laboratorial de pacientes com alteracdes cardiovasculares, como ICC, serve para
identificar distarbios associados, tais como anemia, policitemia, insuficiéncia renal, sindrome
nefrética, diabetes melito, tireotoxicose e hipotireoidismo. Dentre essas altera¢des, a anemia é
a mais importante, pois € o achado com alta prevaléncia em adultos com IC (TANG & KATZ,
2006; PAZOS-LOPEZ et al., 2011). Os mecanismos que causam a anemia em pacientes com
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IC sdo mal definidos, mas ha evidéncias que incluem a deficiéncia de ferro, doenca cronica ou
hemodiluicdo (DRAKOS et al., 2009). Estudos que avaliaram o efeito da administracdo aguda
I.P. de L-NAME, mostraram que os niveis de hematdcrito estavam reduzidos até 24 horas
apos o final do tratamento (IMAGAWA et al., 2002). Os valores obtidos neste trabalho para o
hematdcrito e contagem de plaquetas estavam reduzidos em ambos os grupos avaliados
(controle e tratados com L-NAME), em relacdo aos resultados observados na literatura
(SANTOS et al., 2004; SANTOS et al., 2010) mas as condi¢des de analise foram as mesmas
para 0s 2 grupos e assim, ndo indicam altera¢des induzidas pela inibicdo do NO.

As concentragfes de creatinina e ureia sérica sdo usadas em conjunto para avaliar a
funcdo renal. Estes testes sdo relativamente sensiveis aos pequenos efeitos sobre a fungédo
renal, e um nimero de causas ndo renais, devem ser consideradas para suas elevagdes séricas.
A hipertensdo arterial é fator de risco progressivo para a perda renal e a administracdo in vivo
com L-NAME levando a HA, pode causar complicacdes renais quando administrado por
tempo prolongado (ZANFOLIN et al., 2006). Entretanto, Firstenau et al. (2010), observaram
que 7 dias apos o final do tratamento, os valores da PA retornam aos valores basais. No
presente trabalho, os valores séricos de creatinina e ureia estdo de acordo com valores normais
(SANTOS et al., 2004; SANTOS et al., 2010), indicando que esse modelo n&o foi capaz de
induzir alteragdes na funcéo renal.

O peso cardiaco observado foi semelhante entre os grupos controle e tratado
previamente com L-NAME. No entanto, apesar de terem sido mantidos pelo mesmo tempo de
acompanhamento, no momento dos experimentos 0 grupo tratado apresentou peso corporal
maior que o grupo controle. Assim, a relacdo peso cardiaco/peso corporal apresentou-se maior
para o grupo controle, indicando um ganho de peso cardiaco desproporcional nesse grupo.
Nos experimentos anteriores realizados no laboratério foi observado aumento de peso
cardiaco 10 meses ap0s o termino do tratamento com L-NAME, o que néo foi observado apds
6 meses. A hipertrofia cardiaca é uma das caracteristicas da IC (BRILLA et al., 1993;
SCHILLACI et al., 1996) e também nao foi observada.

Na analise histologica, ndo foram observados processos inflamatdrios em nenhum dos
grupos avaliados e, no grupo tratado com L-NAME, o nimero de midcitos estava reduzido,
como observado em outros modelos experimentais de L-NAME (PEREIRA et al., 1998).

Além disso, os animais tinham 28 semanas de idade no momento dos experimentos, ou seja,
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tratava-se de animais idosos e em ratos, 0 nimero de midcitos pode quadruplicar em dois anos
de vida (SASAKI et al., 1968). Processos de hipertrofia e hiperplasia ocorrem normalmente
em doencas cardiacas (OLIVETTI et al., 1996) e modelos experimentais como tratamento
com L-NAME, levando a cardiomiopatia (SAMPAIO et al.,, 2002). A hipertrofia de
miofibroblastos é a forma predominante de crescimento de cardiomidcitos em ratos tratados
cronicamente com L-NAME (PEREIRA & MANDARIM-DE-LACERDA, 1998). Entretanto,
a magnitude de crescimento do miocardio ventricular pode ser mascarada pelo fenémeno de
perda de cardiomidcitos (QUAINI et al., 1994). O declinio no nimero total de midcitos,
representados nesse estudo pelo numero total de nucleos celulares, sugere que, se a
proliferacdo de cardiomidcitos ocorre na IC (KAJISTURA et al., 1994; OLIVETTI et al.,
1996), a taxa de perda de cardiomiocitos parece ser maior que a taxa de proliferacdo em
modelos L-NAME (GOMES-PESSANHA & MANDARIM-DE-LACERDA, 2000). A
diminuicdo de células observadas no presente estudo pode ser provavelmente devido a morte
de cardiomidcitos, causada por apoptose ou necrose (LONG et al., 1997). Na quantificacdo de
colageno, foi observado apenas para o grupo tratado previamente com o inibidor da sintese de
NO que recebeu posteriormente digitoxina 0,3mg/kg, um aumento significativo de deposicao
do colageno. Entretanto, esse fato ndo foi influenciado pelo tratamento agudo com digitoxina
pelo qual o animal foi submetido, mas a uma coincidéncia de estarem presentes nesse grupo
0s animais com maior deposicdo de colageno. Quando se avalia 0s grupos de uma maneira
geral, controle e L-NAME, foi observado diferenca significativa entre os grupos, o que
caracteriza mais claramente o modelo com caracteristicas de IC. Esse resultado é uma
caracteristica de modelos experimentais com L-NAME, que causa uma fibrose (perivascular e
intersticial reparativa) e desorganizacdo do masculo cardiaco (MORENO et al., 1996).
Moreno et al., (1996) também observaram que a fibrose é proporcional ao tempo de uso de L-
NAME nos animais, o0 qual, no presente estudo foi de apenas uma semana, mas demonstrou
resultados semelhantes. O aumento de tecido conjuntivo pode contribuir para a alteragdo na
reatividade vasomotora a isquemia miocardica com consequente perda de cardiomidcitos
(DRISS et al., 1997). Possivelmente, logo ap6s o final do tratamento com L-NAME a
isquemia miocardica deveria estar mais acentuada, com o passar do tempo (6 meses apds o
final do tratamento), essa regido de necrose foi ocupada por areas de fibrose de substituicéo,

observada nos nossos resultados. Assim, embora o peso cardiaco ndo tenha indicado
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hipertrofia como caracteristica de IC, a analise histologica indica fortemente alteracdes

estruturais tipicas de IC.

6.3- Avaliacdo dos efeitos cardiovasculares in vivo da eremantolida C em animais

normotensos e submetidos previamente a inibicéo da sintese do 6xido nitrico.

As lactonas sesquiterpénicas sdo compostos terpendides com uma grande variedade de
constituintes quimicos com atividades farmacoldgicas relatadas, como anti-tumoral
(KUPCHAN et al., 1971), antiulcerosa (GIORDANO et al., 1990), cardiotonica (ROBLES et
al., 1995). A eremantolida C é uma lactona sesquiterpénica isolada da espécie L. trichocarpha
(SAUDE, 1994; SAUDE-GUIMARAES et al., 1998) e ainda nio possui atividade
cardiovascular descrita na literatura. Além disso, sua estrutura, assim como as lactonas
sesquiterpénicas de maneira geral, possuem anel lactdnico semelhante aos produtos naturais
terpendides com acdo cardiotébnica (BARREIRO, 2009). Diante disso, surgiu interesse pelo
estudo, o qual € de grande relevancia, pois exacerba a importancia dos produtos naturais como
fonte de substancias potencialmente mais ativas e seguras.

Os glicosideos cardenolideos, entre eles a digitoxina, sdo metabolitos secundarios da
espécie Digitalis purpurea que contém um anel d-lacténico. Os cardenolideos séo utilizados
ao longo dos séculos para o tratamento de doencas relacionadas ao coracdo. Até hoje
representam os farmacos mais frequentemente prescritos para o tratamento da arritmia atrial
(ver WANG et al., 2011) e ICC, pois nas formas mais avancadas da doenga tém se mostrado
0s mais benéficos para os pacientes (PACKER et al., 1993), apesar de apresentarem reduzido
indice terapéutico (FRAGA & BARREIRO, 1996). Por isso, a digitoxina foi escolhida como
farmaco padréo do presente trabalho.

Estudos prévios do grupo de pesquisa do Laboratério de Farmacologia Experimental
avaliaram a toxicidade aguda da eremantolida C. Para essa avaliagdo, camundongos albinos
receberam por via I.P. as doses de 8 x 10?, 16 x 10%, 4x 10™, 8x 10, 16 x 10%, 5, 10 e
20 mg/kg da eremantolida C. Nenhum dos animais veio a 6bito e ndo foram observados sinais
de toxicidade geral. A partir desses resultados, para avaliagcdo dos efeitos cardiovasculares da
eremantolida C foram definidas as doses 3 e 10 mg/kg.

Na avaliacdo dos efeitos cardiovasculares in vivo da eremantolida C na dose 3 mg/kg

ndo foi observado alteracbes em nenhum dos parametros avaliados tanto nos animais controle
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quanto nos animais tratados previamente com inibidor da sintese de NO. Entretanto, para a
maior dose avaliada, 10 mg/kg, a eremantolida C induziu a aumentos significativos da PAS,
PAD e PVEnmsx logo apds sua administracdo (até 4 minutos) nos animais tratados previamente
com inibidor da sinese de NO, diferente da digitoxina, que induziu a alteracbes desses
pardmetros até o final do tempo experimental. Esses resultados indicam uma seguranca para a
eremantolida C quando comparada a digitoxina, ja que a intoxicacdo por digitalicos
permanece como uma das reacdes adversas prevalentes na pratica médica, devido a estreita
margem entre as doses terapéutica e toxica, além de uma variabilidade na sensibilidade de
cada paciente (SMITH & ALLRED, 1988). Apesar disso, a eremantolida C ndo foi capaz de
alterar a PVEDF, importante preditor de severidade de doengas cardiacas (HADANO et al.,
2005).

Para a avaliacdo da possivel atividade cardioprotetora da eremantolida C foi utilizado
0 modelo de ativacdo simpaética pela administracdo de NA in bolus I.V. (VIDAL et al., 2010)
por induzir a alteragOes significativas da PA e do intervalo QT do ECG, simulando condiges
patoldgicas cardiovasculares. Para isso, foi utilizada a dose de 10 mg/kg da eremantolida C,
que apresentou efeito sobre os parametros da PA nos animais tratados previamente com
inibidor da sintese de NO. Embora os aumentos observados para o intervalo QT do ECG ap06s
administracdo de NA tenham sido discretos e ndo haja diferencas estatisticas, pequenas
alteracOes nesse intervalo sdo preditores de arritmias (LONDON et al., 1998) e morte subita
(AHNVE, 1991). Ainda assim, ap0s a administracdo da eremantolida C, a NA induziu a
aumentos menos expressivos do intervalo QT quando comparado ao periodo anterior a
administracdo da eremantolida C, indicando um possivel efeito protetor dessa substancia. Para
0 indice QTc também ndo foram observadas diferencas ap6s a administracdo de NA, nesse
caso, devido a intensa bradicardia reflexa induzida pela mesma. Sobre a PA, apds a
administracdo da eremantolida C, os aumentos em resposta a NA foram mais discretos, mas
ndo diferentes estatisticamente. Para uma concluséo solida sobre os efeitos cardiovasculares
dessa lactona séo necessarios mais investigacoes.

Embora a avaliacdo dos efeitos in vivo da eremantolidaC sobre o sistema
cardiovascular tenha sido bastante ampla, os efeitos observados foram discretos e estudos e
analises complementares serdo necessarias para a confirmacdo desses potenciais efeitos.

Exemplos dessas possibilidades sdo a avaliacdo em modelos experimentais ja consolidados de
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IC como a indugéo pela doxorrubicina (TORTI et al., 1986; HORAN et al., 2006) e ainda o
aproveitamento dos sinais de PVE ja obtidos para a avaliagdo do valor méaximo da primeira
derivada do sinal de PVE em relacdo ao tempo (dP/dtms) € indices derivados que sdo
indicadores de contratilidade e consumo de oxigénio do miocardio (ADLER et al., 1996;
HERIJGERS et al., 1998).

Assim, com a demonstracdo da atividade cardiovascular do extrato etandlico bruto de
L. trichocarpha, atende-se ao principal objetivo do trabalho. Avaliacdo futura de protocolos
com tratamento cronico do extrato por via oral e avaliacdo in vivo dos constituintes quimicos
isolados permitirdo o uso seguro dessa espécie. Além disso, fornecerdo subsidio para seu uso
racional e identificacdo dos principios ativos responséveis pela atividade terapéutica relatada.
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7- CONCLUSOES

A administracdo por via oral em dose Unica de 1,5 g/kg do extrato etandlico bruto de
L. trichocarpha induziu ao aumento dos niveis presséricos e da frequéncia cardiaca,
indicando baixa seguranga dessa espécie.

Os resultados obtidos com a utilizacdo dos farmacos (atenolol, captopril e prazosina),
sugerem que 0 mecanismo de acdo in vivo do extrato etanolico bruto de L. trichocarpha sobre
a pressdo arterial se deve a hiperatividade do sistema nervoso simpatico periférico em nivel
vascular.

A caracterizacdo da inibicdo da sintese do NO 6 meses apds o tratamento com L-
NAME, mostrou alteracfes histologicas indicativas de alteracfes estruturais tipicas da IC,
mas para 0s outros aspectos avaliados ndo foram observadas alteracdes relevantes.

A eremantolida C isolada do extrato etandlico de L. trichocarpha, na maior dose
avaliada (10 mg/kg), demonstrou efeito menos pronunciado que a digitoxina nos animais
tratados com o inibidor da sintese do 6xido nitrico. Com a estimulacdo simpética ndo foram
observadas diferencas ap6s a administracdo da erementolida C, no entanto as alteracGes

induzidas pela NA foram mais discretas.
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Anexos

9- ANEXOS

Tabela I111: Média dos valores absolutos de PAS, PAD e FC de 1 a 5 horas ap6s administracao oral do

veiculo ou extrato etandlico L.trichocarpha.

Tempo PAS (mmHg) PAD (mmHg) FC (bpm)
(h) Veiculo L.trichocarpha Veiculo L.trichocarpha Veiculo L.trichocarpha
1 1100 + 505 1232 =+ 6,99 742 + 4,96 84,2 + 6,22 330 * 16,36 363 + 16,71
15 1116 + 382 1319* = 341 726 + 363 946* + 3,07 326 = 13,14 323 £ 16,75
2 1121 + 4,66 1324* + 462 702 + 382 930 + 423 301 + 13,62 304 + 17,87
2,5 101,3 + 6,10 126,7 = 251 61,1 += 5,10 83,1 = 288 245 x 996 326 + 10,51
3 96,7 + 8,31 127,3* + 369 580 + 6,14 859* + 296 224 + 9,67 322* + 17,31
35 1035 + 6,89 1450* £+ 527 659 + 595 1029* = 586 283 = 23,89 334 + 2514
4 1049 + 6,98 143,3* *+ 6,15 62,1 + 6,78 1022* + 6,73 273 + 2443 315 + 27,11
45 89,6 £ 6,01 1256 = 2,77 50,2 £ 510 844* + 294 191 + 9,39 345* + 17,66
5 894 + 542 1351* + 656 50,2 + 483 912 + 554 188 + 10,25 351* + 17,44

Os valores estdo apresentados como a média + e.p.m. * Diferenca significativa dos valores absolutos

entre o veiculo e o L. trichocarpha.
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Tabela IV: Valores absolutos de PR, QRS, QT e QTc de 1 a 5 horas apds administracdo oral do veiculo ou extrato etandlico L.trichocarpha.

Tempo PR (ms) QRS (ms) QT (ms) QTc
(h) Veiculo L.trichocarpha Veiculo L.trichocarpha Veiculo L.trichocarpha Veiculo L.trichocarpha
1 553 + 123 495 + 112 202 +* 0,79 200 =+ 046 685 * 179 659 =+ 097 1210 =+ 233 1192 =+ 151
1,5 588 + 112 528 + 157 219 + 0,77 236 + 208 708 + 149 672 + 102 1210 + 3,03 1204 =+ 0,91
2 595 + 111 547 + 170 227 + 064 215 + 051 726 + 124 684 =+ 083 1194 =+ 2776 1202 =+ 1,40
2,5 632 + 066 551 + 186 234 + 048 225 + 072 730 +* 138 685 + 098 1163 =+ 297 1187 =+ 110
3 642 + 09 56,7 + 243 257 + 105 228 + 091 733 + 135 687 * 0,83 1138 + 2,09 1184 =+ 1,90
3,5 646 + 161 572 + 261 255 + 106 229 + 109 739 + 110 689 + 145 1131 + 185 1188 + 1,71
4 653 + 09 571 + 271 246 =+ 108 234 + 106 741 + 104 697 = 159 1112 =+ 314 1182 =+ 191
4,5 62,7 + 195 578 + 241 251 + 098 237 + 100 749 + 198 70,2 + 138 1110 + 2,09 1157 =+ 222
5 659 + 211 582 + 257 264 + 130 230 =+ 111 741 =+ 108 701 =+ 116 1103 + 1,82 1185 =+ 2,49

Os valores estdo apresentados como a média + e.p.m. * Diferenca significativa dos valores absolutos entre o veiculo e o L. trichocarpha.

Danielle Cristiane Correa de Paula

78



ANexos

Tabela V: Valores absolutos da PAS, PAD e FC de animais tratados com extrato de L.trichocarpha 1,5 g/kg até 60 minutos ap6s a administracéo IV de

atenolol, captopril ou prazosina.

Tempo PAS (mmHg) PAD (mmHg) FC (bpm)
(min) Atenolol Captopril Prazosina Atenolol Captopril Prazosina Atenolol Captopril Prazosina
0 159 + 75 155 + 45 163 + 499 114 + 72 110 + 41 114 + 64 321 + 104 379 = 134 333 + 16,6
1 134 + 73 117* + 150 111* + 823 93 + 62 77* + 111 70* + 46 288 + 68 342 + 369 325 * 197
2 133 + 7,0 136 + 40 116* + 644 94 + 50 94 + 72 75 £ 42 266 + 10,1 371 + 138 332 + 179
3 130 + 87 142 + 58 123* + 666 96 + 40 93 + 42 83 + 43 261* + 6,7 371 + 146 335 + 175
4 132 + 48 139 + 46 130 + 575 98 + 72 92 + 60 91* + 35 255 + 73 372 + 178 337 + 171
5 129 + 58 134 + 63 134* + 496 92 + 48 8 + 75 95 + 25 249 + 64 377 = 161 338 + 17,1
10 137 + 6,7 137 + 6,2 133* + 427 100 + 51 92 + 66 94* + 24 238 + 73 389 + 143 333 + 184
15 143 + 66 138 + 6,7 134* + 390 98 + 61 92 + 53 95 + 27 231* + 74 388 + 138 336 + 144
20 141 + 43 132 + 31 136* + 304 96 + 50 90 + 42 97* + 27 227 + 86 376 + 143 334 + 138
25 140 + 53 132 + 30 132* + 348 9% + 48 91 + 35 95 + 29 223* + 73 380 = 151 331 + 141
30 139 + 59 133 + 42 133* + 251 92 + 42 92 + 35 95~ + 21 221* + 63 377 = 172 331 + 137
35 143 + 60 132 + 62 132* + 256 9 + 56 90 + 60 96 £+ 22 219 + 76 376 * 19,7 330 + 147
40 135 + 53 134 + 50 129 + 286 90 + 74 94 + 43 94* + 24 219 + 67 378 + 17,3 329 + 140
45 144 + 6,7 130 + 69 128 + 305 93 + 56 91 + 54 95 + 24 211* + 46 371 = 142 326 + 138
50 147 + 52 129 + 59 131* + 313 96 + 42 92 + 49 95 £ 24 219* + 69 386 * 12,7 326 + 144
55 142 + 44 125 + 82 131* + 489 93 + 38 8 + 61 96 + 2,7 223 + 92 376 + 174 297 + 158
60 143 + 34 130 + 76 133* + 341 93 + 34 90 + 84 98* + 32 224 + 97 378 + 211 306 + 115

Os valores estdo apresentados como a média + e.p.m. * Diferenca significativa dos em relacdo ao tempo antes da administrag

do dos farmacos.
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Tabela VI: Valores absolutos do intervalo PR e complexo QRS do ECG de animais tratados com

extrato de L.trichocarpha 1,5 g/kg até 60 minutos ap6s a administragdo IV de atenolol, captopril ou

prazosina.
Tempo PR (ms) QRS (ms)
(min) Atenolol Captopril Prazosina Atenolol Captopril Prazosina
0 50,7 = 057 46,7 £ 120 499 + 157 213 = 0,72 245 + 185 254 <+ 1,057
1 521 + 085 487 + 162 495 + 137 216 = 061 243 + 195 256 =+ 1,012
2 51,8 + 103 479 + 101 493 + 148 211 = 060 238 + 159 254 <+ 0915
3 51,3 + 108 480 + 107 493 + 146 215 + 058 243 + 176 256 <+ 0,907
4 516 = 107 476 + 130 496 + 166 216 = 068 239 + 146 258 <+ 0,878
5 518 + 1,14 475 = 095 496 + 154 218 + 063 238 £+ 156 263 + 0,953
10 520 + 1,17 46,2 £+ 093 484 + 114 219 = 064 240 = 169 26,7 £ 1,001
15 522 + 101 472 + 103 494 + 115 21,7 = 0,75 243 + 179 264 + 0,858
20 51,7 = 136 469 <+ 127 495 + 137 222 = 0,77 245 + 200 268 =+ 1,173
25 520 + 151 470 + 154 495 + 103 223 + 080 239 + 145 270 + 1316
30 522 + 168 472 £+ 124 508 + 130 219 = 0,70 247 += 182 262 =+ 1,201
35 5256 + 135 474 + 121 505 + 151 221 + 0,72 243 + 168 269 + 1135
40 529 + 123 474 £+ 131 509 + 175 222 = 088 245 + 1,73 271 =+ 1,227
45 527 + 148 475 + 129 499 + 128 224 + 0,73 239 + 153 268 + 1,076
50 529 + 169 472 + 159 500 + 117 222 = 0,79 246 =+ 1,78 271 =+ 0,893
55 515 + 147 477 + 131 510 + 136 224 + 090 238 + 143 272 + 1011
60 528 + 154 473 + 138 508 + 068 227 = 0,70 239 + 152 270 = 1,124

Os valores estdo apresentados como a média £ e.p.m.
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Tabela VII: Valores absolutos do intervalo QT e QTc do ECG de animais tratados com extrato de

L.trichocarpha 1,5 g/kg até 60 minutos apds a administracdo 1V de atenolol, captopril ou prazosina.

Tempo QT (ms) QTc

(min) Atenolol Captopril Prazosina Atenolol Captopril Prazosina
0 655 + 139 698 + 141 674 + 157 1145 + 294 128,7 + 158 1191 + 3,00
1 66,0 =+ 170 689 £ 09 69,7 = 215 1113 + 293 1220 = 513 1222 + 483
2 66,3 + 160 687 + 110 68,7 + 1,86 1076 + 352 1259 + 150 121,3 + 4,02
3 655 + 242 699 £ 140 693 + 192 1069 =+ 3,77 1281 = 2,18 1228 = 3,99
4 655 + 148 690 + 141 680 + 191 1060 + 2,32 1265 + 2,09 120,7 + 4722
5 665 + 144 694 £ 112 696 + 1,73 106,2 + 2,32 1278 = 1,72 1238 = 4,40
10 652 + 174 693 + 134 700 + 184 103,1* + 287 1271 *+ 328 1224 * 434
15 66,1 + 154 685 £ 141 689 + 152 103,6* = 241 1275 £+ 236 1222 *= 354
20 66,7 + 126 690 + 143 696 + 1,45 103,9* + 2,18 1271 + 232 1233 + 3,20
25 671 + 101 689 £+ 123 694 + 154 1039* = 190 1272 = 2,08 1225 = 3,34
30 669 + 138 692 + 192 700 + 1,98 103,2* + 2,28 1272 + 2,13 123,7 * 4,45
35 675 + 100 689 £+ 170 692 + 150 1039* + 191 1265 £+ 1,72 1221 =+ 3,63
40 669 + 101 692 + 165 698 + 1,60 1029* + 143 1275 + 2,03 1230 + 3,82
45 681 + 118 694 + 140 703 + 1,69 1040 =+ 210 1271 = 252 1235 = 3,89
50 678 + 122 687 + 153 70,7 += 1,90 1044 + 212 1276 + 248 1241 =+ 417
55 684 + 108 686 = 107 698 + 1,76 1059 + 230 1246 = 3,63 1168 = 4,66
60 68,7 + 144 693 + 172 705 + 174 1064 + 287 1276 + 235 1212 =+ 277

Os valores estdo

tempo antes da administracdo dos farmacos.

apresentados como

a média = e.p.m. * Diferenca significativa dos em relagdo ao
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Tabela VI11: VariacGes percentuais da PAS, PAD e FC de animais tratados com extrato de L.trichocarpha 1,5 g/kg até 60 minutos ap6s a administragéo 1V
de atenolol, captopril ou prazosina.

Tempo PAS PAD FC
(min) Atenolol Captopril Prazosina Atenolol Captopril Prazosina Atenolol Captopril Prazosina
-15,3* + 297 -241* + 997 -315* + 59 -175 + 3,74 -295* + 10,00 -378* + 6,08 -100 =+ 142 -108 + 797 -25 + 1,90
2 -16,0* + 4,14 -120 + 1,93 -287* + 48 -161 + 511 -152 + 480 -333* £+ 557 -168 + 2,74 -22 + 142 -02 + 0,98
3 -17,8* + 521 -86 + 195 -241* + 47 -139 * 514 -158 + 295 -261* + 537 -183* + 257 -22 + 19 07 <+ 0,57
4 -16,4* + 382 -10,1 + 216 -20,0* + 42 -135 + 354 -167 + 503 -195 + 506 -201* + 272 -21 + 211 13 * 0,29
5 -18,0 + 360 -130 + 372 -174* + 39 -185 * 443 -198 + 617 -159 + 540 -22,1* + 286 -08 + 140 17 <+ 031
10 -131 + 326 -111 + 362 -178* = 36 -115 + 348 -163 = 571 -165 * 527 -256* = 3,15 25 £ 1,15 00 £ 141
15 -98 + 259 -10,7 + 327 -171 + 38 -136 + 436 -162 + 398 -158 + 611 -274* £+ 361 25 + 123 11 + 0,99
20 -10,7 + 293 -144 + 358 -161 + 35 -148 + 518 -184 + 398 -138 + 520 -286* + 392 -08 + 207 05 + 104
25 -11,8 + 224 -143 + 3,73 -185* + 39 -150 + 4,13 -170 + 367 -158 £ 579 -299* + 342 01 + 1,79 -03 * 145
30 -122 + 287 -136 + 3,04 -183* + 28 -183 * 481 -162 + 259 -156 + 45 -30,7* + 321 -08 + 138 -04 £ 1,10
35 98 + 177 -144 + 382 -183* + 32 -164 + 3,16 -182 + 448 -147 + 530 -31,3* + 337 -10 + 231 -0,7 * 1,16
40 -139 + 466 -134 + 346 -203* + 34 -193 * 828 -146 + 315 -166 + 549 -314* + 332 -04 + 250 -10 £ 1,09
45 -89 + 139 -161 =+ 438 -209* + 32 -178 + 418 -182 + 285 -152 + 584 -339* + 246 -21 + 185 -16 =+ 1,78
50 74 + 126 -164 + 426 -192* + 36 -150 + 439 -171 + 308 -157 + 579 -312* + 326 18 <+ 137 -19 + 1,39
55 99 + 217 -19,1* + 4,61 -192* + 44 -175 + 354 -196 + 330 -145 + 628 -299* + 381 -07 + 3,08 -10,1* + 452
60 91 + 326 -160 + 505 -178* + 39 -166 + 463 -185 + 6,36 -125 + 645 -299* + 377 -05 + 337 -73 + 438

Os valores estdo apresentados como a média + e.p.m. * Diferenca significativa dos em relacdo ao tempo antes da administragdo dos farmacos.
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Tabela IX: VariacGes percentuais do intervalo PR e complexo QRS do ECG de animais tratados com

extrato de L.trichocarpha 1,5 g/kg até 60 minutos ap6s a administracdo IV de atenolol, captopril ou

prazosina.

Tempo PR QRS

(min) Atenolol Captopril Prazosina Atenolol Captopril Prazosina
1 27 + 076 43 + 305 -07 £ 13 15 + 087 -0,7 = 131 0,7 + 127
2 21 £ 093 27 + 19 -11 + 127 -05 + 123 -27 + 123 03 + 168
3 11 + 113 29 + 187 -11 + 115 13 + 109 -06 £+ 122 09 + 188
4 16 + 107 19 + 167 06 * 08 16 + 121 -19 + 202 18 + 122
5 21 + 112 18 + 108 -06 + 135 26 + 161 -26 = 101 36 £ 19
10 25 £ 143 -09 + 105 -29 + 122 31 + 181 -18 + 1,13 52 + 183
15 29 =+ 116 11 + 139 -08 + 121 24 + 247 -08 £ 084 45 = 254
20 19 + 188 03 + 146 -07 £+ 170 48 + 244 01 + 14 57 + 237
25 25 + 223 05 + 19 05 + 156 49 + 184 -18 + 188 6,2 + 262
30 28 £ 238 11 + 133 19 + 100 33 + 214 11 + 16 31 + 220
35 33 + 166 16 + 138 13 + 162 39 + 216 -06 + 124 61 =+ 207
40 42 + 158 14 + 18 20 + 193 43 + 16 04 £ 125 70 £ 359
45 38 £+ 203 18 + 156 02 + 153 54 + 187 -19 + 16 60 =+ 327
50 42 + 22 11 + 213 03 + 155 46 + 177 06 + 151 72 £ 3,09
55 14 + 184 22 + 203 23 + 160 52 + 140 -19 £ 272 77 + 340
60 40 + 204 14 £ 221 22 + 267 71 £ 281 -17 £ 189 69 £ 450

Os valores estdo apresentados como a média + e.

p.m.
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Tabela X: Variagfes percentuais dos intervalo QT e QTc, de animais tratados com extrato de
L.trichocarpha 1,5 g/kg até 60 minutos apds a administracdo 1V de atenolol, captopril ou prazosina.

Tempo QT QTc
(min) Atenolol Captopril Prazosina Atenolol Captopril Prazosina
1 07 + 103 -11 + 157 33 £ 179 -28 + 067 51 = 45 24 + 193
2 11 + 097 -14 + 070 18 + 116 -61* + 158 -21 + 098 18 + 1733
3 -01 £ 200 03 + 087 28 + 124 -67* + 213 -05 %+ 102 30 + 135
4 -01 £+ 072 -10 + 064 08 + 130 -74* + 103 -17 £+ 082 12 + 134
5 15 + 097 04 + 08 33 + 157 -72* + 058 -07 + 093 38 + 163
10 -05 £+ 093 -07 + 075 37 + 131 -10 + 073 -14 £+ 171 28 + 225
15 08 + 066 -18 + 103 22 £+ 169 -95* + 108 -10 + 111 26 =+ 156
20 19 £+ 09 -10 + 155 32 + 103 -91* + 138 -13 + 151 35 + 0,80
25 25 £+ 153 -12 + 108 30 + 155 -91* + 174 -12 = 129 28 + 125
30 21 + 088 -08 + 133 39 £+ 194 -98* + 147 -12 + 098 37 + 180
35 31 + 112 -13 + 1,13 27 + 155 -91* + 146 -17 = 088 25 + 145
40 23 + 134 07 + 182 36 £ 167 -99* + 157 -09 + 127 33 + 140
45 40 = 074 -05 + 142 43 + 217 -91* + 13 -12 = 155 37 + 164
50 35 + 107 -14 + 172 48 + 152 -88* + 105 -09 + 146 41 + 126
55 44 + 111 -15 + 119 36 £ 206 -74* <+ 138 -33 = 204 -19 + 340
60 49 + 121 -05 245 46 + 173 -70* + 148 -08 + 200 19 + 209

Os valores estdo

apresentados como a média

tempo antes da administracdo dos farmacos.

+ e.p.m. * Diferen

ca significativa dos em relagdo ao
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Tabela XI: Valores absolutos de PAS de animais controle e tratados previamente com L-NAME antes

e apos a administragdo de salina, eremantolideo C ou digitoxina.

PAS (mmHg)

Tempo Controle Controle EREC L-NAME L-NAME  L-NAME EREC ('j‘lg’\l't'g‘)'(\l"ni
(min) salina 10mg/kg salina EREC 3mg/kg 10mg/kg 0.3mgrkg

0 122 + 28 123 + 38 107 + 98 120 + 48 114 =+ 27 95 £ 80
1 125 £ 72 113 = 41 111 + 96 109 + 58 142 =+ 82 115 + 88
2 123 + 62 124 = 68 108 + 90 116 + 66 144 =+ 68 114 =+ 73
3 120 + 57 124 + 42 108 + 86 119 * 51 139 + 68 106 * 82
4 119 + 46 126 = 47 97 + 62 118 * 59 141 + 42 97 + 91
5 119 + 36 128 = 57 108 + 67 122 + 72 133 + 53 96 £ 95
10 124 + 21 122 + 78 110 + 66 119 * 58 132 + 41 97 + 120
15 129 + 34 123 * 73 105 + 74 121 ¥ 21 131 + 54 93 % 110
20 125 + 28 118 +* 75 114 + 73 124 + 32 132 + 40 106 * 95
25 122 £ 27 118 + 72 112 + 80 120 * 55 131 + 46 110 * 97
30 123 + 26 113 + 72 104 + 103 123 + 46 129 + 53 105 + 85
40 124 + 43 117 = 67 113 + 78 129 * 56 125 =+ 63 103 * 79
50 29 + 18 114 + 71 113 + 89 126 + 76 126 =+ 65 105 + 84
60 128 + 34 121 + 98 105 * 63 127 * 94 123 + 52 114 £ 68
80 122 + 55 113 + 44 103 + 74 118 + 89 116 =+ 68 109 + 93
100 133 £ 21 107 + 106 112 + 113 118 + 89 116 = 67 113 = 79
120 130 + 48 101 + 79 102 + 63 118 * 90 116 + 53 120 * 85

Os valores estdo apresentados como a média + e.p.m.
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Tabela XI1: Valores absolutos de PAD de animais controle e tratados previamente com L-NAME
antes e apds a administracdo de salina, eremantolideo C ou digitoxina.

PAD (mmHg)
Tempo _ Controle EREC . L.NAME  L-NAMEEREC  -NAME
(mir?) Controle salina 10mg/kg L-NAME salina EREC 3mg/kg 10mg/kg C ((j)lglrtr?é(/wg
0 84 * 24 81 * 556 7 + 63 81 + 41 72 + 16 68 + 41
1 88 + 59 68 = 38 7% £ 55 71 + 32 85 * 44 86 + 44
2 84 £ 51 81 *= 65 73 + 54 79 + 23 88 + 44 87 + 38
3 83 + 48 83 = 40 74 + 48 80 + 24 86 * 38 84 + 43
4 81 * 37 84 * 45 73 £ 46 80 + 22 86 + 2,7 73 £ 53
5 86 + 40 g8 = 47 7% + 36 8 + 34 83 + 38 71 £ 53
10 89 * 44 g1 * 69 76 + 40 74 + 134 82 + 29 74 + 68
15 88 £ 32 g1 * 61 74 £ 41 82 + 31 84 + 43 74 + 78
20 86 * 24 77 * 69 77 + 48 91 + 78 87 + 32 8 £ 55
25 83 £ 32 78 * 55 7% + 52 81 = 50 86 * 46 84 <+ 47
30 84 £+ 29 g * 52 74 + 31 8 + 52 87 + 44 79 + 48
40 86 * 39 83 * 67 77 + 56 8 + 50 87 + 57 75 £ 69
50 89 + 22 74 % 72 7% = 65 83 = 59 84 + 70 78 + 52
60 87 £ 31 78 = 108 74 + 64 8 + 88 82 + 70 8 £ 46
80 81 £ 51 77 = 67 68 + 56 8 + 87 8l + 95 84 + 56
100 94 + 17 71 * 101 7% + 84 76 + 78 79 + 62 81 £ 47
120 89 + 30 e + 58 67 + 51 77 + 90 77 + 71 8 + 46

Os valores estdo apresentados como a média + e.p.m.
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Tabela XI11: Valores absolutos de FC de animais controle e tratados previamente com L-NAME antes

e apos a administragdo de salina, eremantolideo C ou digitoxina.

FC (bpm)

L-NAME

'I;renr?ﬁ)o Controle salina Conl'[(r)c:rI]eg /IIE(SEC L-NAME salina L'N'g‘mglzlszEC ERIIE(l:\Iﬁ)'\rAnE kg c(j)igsitoxina

,3mg/kg
0 235 + 146 208 + 143 234 + 227 205 = 270 151 + 140 189 =+ 1772
1 248 + 151 186 + 8,2 242 + 208 190 + 232 127 + 164 202 + 231
2 253 + 152 192 + 87 247 + 198 193 + 230 136 + 152 211 + 248
3 248 + 205 195 + 8,3 246 + 194 194 + 225 140 + 12,7 214 £ 26,2
4 257 + 156 194 + 81 246 + 184 199 + 249 143 + 132 224 + 252
5 259 + 155 194 + 8,6 246 + 18,7 201 + 26,0 142 + 155 220 + 276
10 264 + 189 193 + 119 255 + 237 208 = 250 142 + 145 213 + 2473
15 254 + 14,7 19 + 126 250 + 22,1 221 + 21,7 147 + 172 207 + 243
20 233 + 124 189 + 84 244 + 184 222 + 218 163 + 219 211 + 240
25 236 + 144 193 + 12,7 252 + 160 227 + 194 183 + 27,7 238 + 282
30 238 + 152 195 + 144 251 + 170 238 + 170 192 + 27,7 257 = 279
40 248 + 129 203 + 180 246 + 152 237 + 143 214 + 328 248 + 26,7
50 240 + 141 196 + 28,1 241 + 102 231 + 171 213 + 340 243 + 248
60 230 + 146 202 + 329 234 + 104 245 + 152 207 + 343 260 + 212
80 194 + 150 199 + 285 227 + 148 225 + 233 202 + 37,7 267 = 21,3
100 199 + 145 195 + 375 233 + 108 229 + 237 209 + 288 273 * 164
120 176 + 155 184 + 36,0 231 + 173 210 = 238 208 + 24,1 277 = 126

Os valores estdo apresentados como a média + e.p.m.
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Tabela XI11: Valores absolutos de PVE s« de animais controle e tratados previamente com L-NAME

antes e apds a administracdo de salina, eremantolideo C ou digitoxina.

PVEmax (mmHg)

L-NAME L-NAME

'I;snn;ﬁ)o Controle salina Conlt(r)(r)TI]Z E(SEC L'SNai?n'\;lE L'NémglzlszEC EREC digitoxina

10mg/kg 0,3mg/kg
0 127 + 5.1 123 + 64 108 + 83 127 = 8,7 119 + 29 97 =+ 191
1 130 £ 8,2 117 = 4.2 110 £ 75 116 = 6,7 148 + 80 121 £ 16,0
2 126 + 7,0 129 + 7.2 108 + 79 123 = 6,1 151 + 7,2 120 + 19,7
3 133 £ 115 128 + 6,0 109 £ 74 127 = 6,3 146 + 64 115 £ 196
4 123 £+ 55 129 + 7,0 109 £+ 75 130 = 6,6 147 + 41 103 £+ 19,1
5 126 =+ 3,9 128 + 9,6 110 £+ 64 131 = 78 139 + 54 101 £ 195
10 138 + 7,1 125 + 105 114 + 6,1 135 = 7,6 138 + 54 104 + 188
15 137 £ 58 126 + 9,0 114 + 65 137 = 7,7 138 + 55 102 + 188
20 132 + 43 123 + 9.2 123 + 84 137 = 75 139 + 47 115 + 20,0
25 130 £ 15 124 + 9.2 117 £ 7,7 134 = 79 137 + 50 117 £ 19,0
30 132 + 56 121 + 8,6 117 + 6,3 131 *= 6,8 135 + 53 111 + 172
40 134 £ 52 128 + 8,6 120 £ 7,7 130 = 89 131 £+ 58 109 £ 159
50 144 + 7,3 124 + 8.3 117 + 81 131 *+= 93 130 + 6,7 112 + 150
60 139 £+ 6,3 128 + 114 109 £ 7,7 130 = 12,7 126 + 6,2 123 £ 165
80 132 + 39 120 £+ 6,0 106 + 7,3 120 = 128 121 + 89 121 + 126
100 144 £+ 3,0 115 £+ 131 115 £ 99 118 = 141 119 + 81 123 + 157
120 138 + 57 106 + 11,9 107 + 7,9 119 =+ 145 119 + 6,2 126 + 17,3

Os valores estdo apresentados como a média + e.p.m.
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Tabela XIV: Valores absolutos de PVEDP de animais controle e tratados previamente com L-NAME

antes e apds a administracdo de salina, eremantolideo C ou digitoxina.

PVEDP (mmHg)

Tempo (min)  Controle salina Conlt(r)ole EREC L-NAME L-NAME EREC L-NAME EREC (Ij_igl\iltﬁ%ni

mg/Kkg salina 3mg/kg 10mg/kg 0.3mg/kg
0 77 + 103 76 + 123 00 + 094 68 £ 261 114 + 282 1079 + 173
1 106 + 155 98 + 169 09 + 059 95 + 283 192 + 267 3546 =+ 158
2 96 + 138 103 + 198 10 + 0,74 92 £+ 271 166 = 261 2342 <+ 203
3 109 + 201 94 + 201 08 + 082 87 = 270 155 + 132 2297 + 1093
4 92 + 129 99 + 244 12 + 088 88 £+ 300 149 + 166 2003 =+ 2,06
5 92 + 118 105 + 278 12 £+ 080 96 + 292 162 *+ 155 1662 <+ 2,18
10 107 + 172 104 + 311 14 + 086 86 = 2,72 138 + 2,76 2436 * 246
15 100 + 162 106 + 372 20 + 130 89 +* 258 103 + 253 3310 + 242
20 124 + 236 102 + 349 33 = 097 77 = 227 81 + 236 3805 * 281
25 111 + 193 108 + 409 24 + 093 80 = 273 78 + 233 338 + 263
30 125 + 242 101 + 361 32 + 128 72 = 198 75 + 251 1726 % 267
40 120 £ 259 101 + 399 33 + 1,13 67 * 186 67 * 280 2305 + 273
50 118 + 245 106 + 414 34 = 140 7,7 = 3,23 59 + 2,76 2241 = 277
60 115 + 2,08 107 + 366 29 + 140 78 = 2728 66 * 231 3260 + 262
80 122 + 186 98 + 344 33 + 130 66 = 151 70 + 232 3229 % 277
100 136 + 317 86 + 303 34 + 123 66 = 1,79 67 * 163 2671 + 236
120 120 + 150 82 + 287 16 = 170 69 = 184 68 + 132 3043 * 2723

Os valores estdo apresentados como a média + e.p.m.
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Tabela XV: Valores absolutos de DP de animais controle e tratados previamente com L-NAME antes

e apos a administragdo de salina, eremantolideo C ou digitoxina.

DP (102 mmHg/s)

L-NAME

'I;snn;ﬁ)o Controle salina Conlt(r)(r)TI]Z E(SEC L-NAME salina L-Ng\ng/kEgREC L'Nﬁ)l\r/lng /ESEC digitoxina

0,3mg/kg
0 283 + 138 259 + 263 260 = 47,7 250 £+ 388 173 = 140 191 £ 229
1 308 + 218 210 + 10,8 276 + 451 210 + 320 181 + 21,1 250 + 341
2 309 + 19,7 239 + 164 273 + 41,7 228 £ 342 199 + 225 254 <+ 33,7
3 295 + 225 243 + 16,2 273 + 394 233 + 311 196 + 206 242 + 355
4 3038 + 179 246 + 155 238 + 215 240 + 357 202 = 18,7 234 £ 323
5 299 + 18,7 248 + 16,3 268 + 338 246 + 352 192 + 230 228 + 36,2
10 325 + 233 238 + 256 279 + 30,7 253 £+ 384 188 + 182 219 £ 30,2
15 328 + 236 245 + 254 267 + 356 268 + 284 194 + 228 207 + 351
20 281 = 119 225 £ 229 277 + 243 278 £ 315 215 + 252 242 £+ 375
25 287 + 194 230 + 250 282 + 303 276 + 320 242 + 333 282 + 374
30 294 + 238 224 + 301 258 + 270 295 £ 256 250 + 336 292 £ 40,7
40 309 + 227 243 + 343 275 + 224 306 + 256 272 + 410 278 + 365
50 310 = 176 233 £ 482 271 + 242 292 £+ 29,7 274 = 4277 279 £ 38,3
60 297 + 245 259 + 62,7 244 + 178 312 + 315 259 + 422 318 + 31,3
80 227 = 205 229 £ 415 231 + 212 273 £ 431 246 += 400 304 £ 294
100 263 + 173 225 = 685 260 £ 292 275 + 370 246 x 352 330 £ 301
120 230 + 239 187 + 533 236 + 223 249 £+ 393 245 = 309 353 + 278

Os valores estdo apresentados como a média £ e.p.m.
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Tabela XVI: Valores absolutos do intervalo PR do ECG de animais controle e tratados previamente

com L-NAME antes e apds a administracdo de salina, eremantolideo C ou digitoxina.

PR (ms)

L-NAME

-E;Tr?)o Controle salina Conlt(r)cr)]LZ /E;EC L-NAME salina L'NémglzlszEC L'Nﬁmg /EEEC digitoxina

0,3mg/kg
0 647 + 056 611 + 157 606 = 083 574 = 271 614 + 142 557 + 151
1 651 + 035 616 + 068 608 + 133 586 + 302 615 = 084 571 *= 207
2 649 + 038 623 = 094 605 = 152 590 = 272 612 + 104 564 = 293
3 656 + 045 618 + 080 60,7 = 154 590 + 281 611 = 147 57,7 x= 3,05
4 654 + 041 615 = 101 60,7 = 114 595 £+ 313 615 + 185 593 + 242
5 658 + 026 610 + 053 613 + 108 594 + 356 618 = 242 590 *= 2,68
10 659 + 045 624 + 111 605 = 153 605 = 339 615 £ 211 595 + 2,00
15 658 + 049 620 + 086 613 + 139 609 + 35 605 = 156 580 * 1,98
20 655 + 023 621 + 104 615 = 165 612 £+ 368 61,3 £ 200 575 + 192
25 653 + 063 625 + 071 619 + 165 620 + 430 625 = 194 586 * 1,46
30 656 + 0,77 618 + 08 624 = 197 620 = 470 616 + 184 603 =+ 0,87
40 66,2 + 057 634 + 129 624 + 212 620 + 485 629 + 185 596 =+ 1,57
50 66,2 + 0,76 646 =+ 121 624 = 240 630 = 534 645 £ 165 592 + 1,64
60 66,8 + 147 659 + 245 626 = 227 640 *+ 525 642 + 217 600 + 151
80 694 + 164 671 = 242 633 = 321 654 £+ 600 637 £ 1,78 606 =+ 151
100 69,3 £ 159 686 + 358 644 + 404 671 + 693 643 = 210 605 = 1,39
120 715 + 166 702 + 419 648 = 378 680 x 732 624 £ 259 611 + 155

Os valores estdo apresentados como a média £ e.p.m.
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Tabela XVII: Valores absolutos do complexo QRS do ECG de animais controle e tratados

previamente com L-NAME antes e ap6s a administracdo de salina, eremantolideo C ou digitoxina.

QRS (ms)

L-NAME

'I;snn;ﬁ)o Controle salina Conlt(r)(r)TI]Z E(SEC L-NAME salina L'Néng/szEC L_Nf(\)w\g /EEEC digitoxina

0,3mg/kg
0 248 + 12 253 + 120 244 = 093 262 + 108 26,7 + 125 237 = 0,77
1 248 + 11 260 + 137 240 = 0,76 271 + 134 271 + 153 245 = 0,85
2 252 + 10 261 =+ 134 242 = 0,74 267 + 166 268 + 126 241 == 115
3 252 + 12 257 + 117 240 = 0,73 264 + 177 266 =+ 185 243 = 0,97
4 249 + 13 255 + 130 243 = 103 265 + 147 260 =+ 1,77 241 = 0,75
5 251 + 12 254 + 106 244 += 099 264 + 111 263 + 115 237 = 0,71
10 251 + 14 255 + 101 245 = 09 263 + 162 269 + 113 239 == 0,83
15 256 + 11 255 + 112 241 + 088 270 + 142 273 + 130 247 = 081
20 257 + 13 254 <+ 101 245 = 122 267 + 188 269 + 153 241 = 1,02
25 257 + 12 258 + 139 247 + 130 276 + 167 266 + 081 240 = 0,71
30 256 + 15 260 + 129 243 = 119 268 + 160 264 <+ 115 238 = 081
40 258 + 12 264 + 133 245 + 118 268 + 157 256 + 100 244 + 0,83
50 26,1 £ 16 263 + 125 249 = 124 283 + 299 261 + 142 242 £ 0,74
60 256 + 12 269 + 125 252 + 108 272 + 215 256 + 095 244 =+ 0,96
80 265 + 13 276 + 166 250 = 156 272 + 174 260 = 128 247 £ 084
100 276 + 19 272 + 189 253 +* 136 279 + 205 262 + 155 244 + 1,00
120 27,7 15 28,7 261 252 + 157 283 = 193 260 = 126 248 + 0,92

Os valores estdo apresentados como a média £ e.p.m.
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Tabela XVIII: Valores absolutos do complexo QT do ECG de animais controle e tratados

previamente com L-NAME antes e ap6s a administracdo de salina, eremantolideo C ou digitoxina.

QT (ms)

L-NAME

-E;Tr?)o Controle salina Conlt(r)cr)]LZ /E;EC L-NAME salina L'NémgsszEC L-Nf(\)l\lfrI]I;/EgEC digitoxina

0,3mg/kg
0 814 + 167 796 = 246 752 x 205 755 £ 195 802 + 179 716 = 221
1 823 + 147 815 = 227 760 = 200 768 + 234 849 + 240 715 + 2,36
2 821 + 177 828 = 319 762 = 251 766 £ 261 850 + 186 731 = 1,93
3 821 + 107 813 = 283 757 = 247 764 + 205 828 + 166 716 + 259
4 81,7 + 142 808 = 226 774 = 242 770 £ 236 820 + 193 711 = 217
5 822 + 164 800 = 194 763 = 283 765 + 215 825 + 120 70,7 + 1,99
10 819 + 161 803 = 182 76,7 = 247 763 £ 268 817 + 139 722 = 1,73
15 823 + 146 790 = 224 764 = 227 767 + 211 822 + 207 739 + 196
20 838 + 164 790 = 242 765 = 177 770 £ 237 823 + 239 754 + 2,28
25 832 + 136 803 = 234 765 *+ 201 780 + 292 783 + 244 746 + 1,89
30 835 + 122 793 = 203 759 x 223 760 £ 293 802 + 190 748 = 204
40 824 + 102 791 = 208 76,7 = 226 749 + 280 802 + 191 742 + 192
50 843 + 137 806 = 306 774 = 253 773 £ 294 803 + 178 754 = 197
60 833 + 146 810 = 39 774 = 262 776 + 241 790 + 223 751 + 1,25
80 840 + 084 81,7 = 382 766 = 283 773 £ 350 806 + 194 758 = 241
100 843 + 125 80,7 = 368 766 *+ 253 779 + 335 811 + 244 759 + 213
120 845 + 126 818 = 380 761 = 284 788 £ 340 798 + 234 763 = 223

Os valores estdo apresentados como a média £ e.p.m.
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Tabela XIX: Valores absolutos do complexo QTc do ECG de animais controle e tratados previamente

com L-NAME antes e apds a administracdo de salina, eremantolideo C ou digitoxina.

QTc (ms)

L-NAME

-Efn”i]ﬁ)o Controle salina Conlt(r)(r)TI]Z E(SEC L-NAME salina L'NémgsszEC L_Nf(\)w\g /EEEC digitoxina

0,3mg/kg
0 1278 + 191 1200 + 424 1173 + 296 1122 <+ 522 1087 + 488 103,7 + 311
1 1316 + 206 1186 =+ 257 1202 + 286 111,7 + 4,78 1079 + 4,02 1061 =+ 5,16
2 1322 + 297 1219 <+ 3,74 1212 + 250 1118 + 543 1112 + 528 1099 <+ 4,86
3 1290 + 6,37 1200 + 357 1199 + 338 1121 + 485 1099 + 4,12 1085 + 6,67
4 1322 + 3,13 1193 + 3,23 1234 + 3,04 1138 + 643 1092 + 284 1088 <+ 5,84
5 1334 + 335 1178 + 264 1214 + 421 1128 + 558 1095 + 388 1079 =+ 5,60
10 1338 + 4,10 1185 + 3,31 1238 + 525 1144 <+ 6,04 1085 <+ 4,27 1090 + 4,48
15 1326 + 2,12 1168 + 3,38 1231 + 499 1178 + 504 1098 + 492 1105 + 524
20 1312 + 134 1155 + 3,38 1203 + 4,20 1186 <+ 557 1140 =+ 4,77 1138 <+ 5,64
25 1308 + 188 1176 + 3,08 1230 + 383 1213 + 6,13 1124 + 6,25 1163 =+ 4,71
30 1316 + 2,74 1168 + 2,78 1225 + 444 1198 + 511 1174 =+ 585 1199 <+ 3,87
40 1320 + 135 1185 + 3,75 1225 + 492 1181 + 484 1215 + 755 1179 + 4,05
50 1333 + 157 1178 + 386 1235 <+ 5,27 1208 <+ 573 1214 <+ 8,20 1189 <+ 4,26
60 1300 + 3,19 1184 + 2,70 121,7 + 552 1237 + 4,00 1182 + 7,15 1215 + 3,45
80 1238 + 289 119,7 + 453 1188 <+ 5,00 1187 + 4,12 1162 =+ 941 1234 <+ 143
100 1244 + 336 1159 + 3,39 1199 + 349 1200 + 4,06 1218 + 4,78 1250 =+ 2,02
120 1203 + 361 1147 + 341 1194 + 499 1180 + 426 1192 + 432 1266 =+ 2,53

Os valores estdo apresentados como a média £ e.p.m.
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Tabela XX: Média dos valores absolutos dos parametros cardiovasculares do grupo controle

QT (ms) QTc PAS (mmHg) PAD (mmHg) FC (bpm)
Antes EREC 10mg/kg 7925 + 167 123,16 + 4,82 11585 + 2,20 77,50 + 234 23209 + 29,36
NA 1ug 86,00 + 153 136,96 + 491 19424* + 565 127,99* + 3,84 250,73 + 24,21
NA 3ug 88,82 + 101 13635 + 557 20536 =+ 7,76 133,60* + 508 223,03 + 2419
NA 10ug 90,83* + 2,02 12454 + 8,72 213,36* + 6,48 138,21* + 535 162,36 + 22,13
Apos 15min EREC 10mg/kg 8469 + 124 12511 <+ 5,22 137,32 + 8,29 94,47 + 6,76 20562 <+ 2454
NA 1ug 90,18 + 166 132,36 + 6,15 188,95* + 4,39 126,92 + 2,19 19551 + 2381
NA 3ug 89,16 + 0,74 12887 + 4,65 208,18* + 3,56 137,14* + 3,38 18551 + 21,20
NA 10ug 8754 + 131 11599 + 8,04 20850* + 3,67 133,92 + 3774 146,93 + 2191
Apo6s 1 hora EREC 10mg/kg 8592 + 0,64 12844 <+ 751 13556 = 4,24 99,18 + 38 206,85 * 24,63
NA 1ug 899 + 101 13613 + 171 161,74 + 9,35 111,20 + 757 211,14 + 10,78
NA 3ug 91,32 + 099 13341 + 293 196,17* <+ 10,39 133,72 + 6,60 188,75 + 11,97
NA 10ug 9299 + 186 133,36 791 208,11* + 6,53 140,04 + 360 18459 + 2150

Os valores estdo apresentados como a média + e.p.m. * Diferenca S|gn|f|cat|va em relagdo a administracdo de NA antes da eremantolida C.
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Tabela XXI: Média dos valores absolutos dos pardmetros cardiovasculares do grupo L-NAME

QT (ms) QTc PAS (mmHg) PAD (mmHg) FC (bpm)
Antes EREC 10mg/kg 82,33 + 297 130,64 + 3,24 11966 + 2,66 83,32 + 169 24749 4+ 17091
NA 1pg 8722 + 289 14625 + 5095 1845*0 4+ 4,00 12453 + 2,49 28382 4+ 12,73
NA 3ug 8766 + 326 14337 + 8,99 21193* 4+ 3,53 14157 + 457 26753 + 23,06
NA 10pug 93,07 + 252 139,19 4+ 1056 21948* 4+ 3,54 14558* + 439 226,26 + 23,62
Apbs 15min EREC 10mg/kg 8761 + 318 13463 + 7,20 130,90 + 3,74 95,01 + 310 22132 + 21,76
NA 1pg 9866 + 6,13 15546 + 1098 160,40 + 17,00 109,24 + 11,61 23729 + 10,98
NA 3ug 9586 + 4,77 14130 + 1186 207,66 + 4,87 137,49 + 4,76 198,07 + 22,84
NA 10pug 99,10 + 6,40 140,31 + 14,72 210,65 4+ 4,60 139,73 + 294 17561 4+ 2281
Ap6s 1 hora EREC 10mg/kg 93,78 + 4,74 14106 + 10,19 119,47 4+ 1333 86,50 + 11,77 21185 + 2194
NA 1ug 98,25 + 4,41 139,08 + 3,24 119,66 + 2,66 114,08 + 17,14 203550 + 30,56
NA 3ug 101,43 + 515 15483 + 5,95 18450 + 4,00 120,23 + 19,35 21538 + 10,58
NA 10ug 104,08 + 6,46 137,25 + 899 211,93* + 3,53 130,27 + 13,06 182,73 + 33,39

Os valores estdo apresentados como a média + e.p.m. * Diferenca significativa em relacdo a administracdo de NA antes da eremantolida C.
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TabelaXXIl: Média das variagdes percentuais dos parametros cardiovasculares do grupo controle

QT QTc PAS PAD FC
NA 1ug 870 + 251 1142 + 291 67,70 + 469 6525 + 272 11,77 £+ 8,46
NA 3ug 1229 + 2,17 1098 + 401 7766 <+ 866 7268 <+ 6,38 -0,07 = 10,35
NA 10ug 1496 <+ 4,14 1,799 + 767 8455 + 736 7933 + 939 -2388 <+ 13,02
NA 1ug 650 + 1,79 583 + 268 40,16 =+ 820 3847 <+ 1097 -404 £ 566
NA 3ug 537 + 151 364 + 471 5551 + 1259 50,01 <+ 1333 -6,13 £+ 1149
NA 10nug 339 + 117 -686 + 650 5545 <+ 1135 46,77 =+ 1365 -2495 <+ 13,08
NA 1ug 464 + 1,08 78 + 684 21,13 £ 1142 1441 + 1222 1525 = 22,65
NA 3ug 629 + 111 523 + 496 4557 £ 10,06 3558 + 8,13 -0,73 + 13,53
NA 10ug 819 + 210 398 + 303 5462 =+ 800 4309 <+ 9,07 -882 + 818
Os valores estdo apresentados como a media + e.p.m.
Tabela XXI11: Média das variagdes percentuais dos pardmetros cardiovasculares do grupo L-NAME

QT QTc PAS PAD FC
NA 1pug 605 = 172 1188 + 311 5462 = 4,96 50,16 £+ 6,62 1750 *= 9,06
NA 3ug 6,45 + 063 949 £ 554 7796 =+ 7,06 70,79 £ 924 1129 =+ 14,20
NA 10png 1328 + 152 621 £ 661 8411 <+ 6,39 7523 + 7,60 -550 + 14,32
NA 1ug 12,08 + 454 1566 + 574 2167 + 1375 17,16 *+ 18,06 12,11 + 898
NA 3ng 898 + 171 433 + 353 5895 = 3,02 4473 £ 1,84 -11,08 = 5,65
NA 10ug 1234 £ 339 297 + 509 61,29 <+ 346 475 + 350 -2230 = 6,15
NA 1pug 497 + 174 -393 <+ 878 39,70 = 961 2699 + 1360 -967 =+ 12,04
NA 3ug 823 + 239 11,12 + 551 4765 <+ 1101 3261 = 1249 9,19 £ 1320
NA 10ug 1066 + 224 -7,15 £ 1473 6989 + 16,78 7281 + 31,27 -21,77 + 16,45

Os valores estdo apresentados como a média £ e.p.m.
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