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RESUMO

EFEITO CARDIOPROTETOR DO NEROL EM MODELO DE HIPERTROFIA
CARDIACA INDUZIDA POR ISOPROTERENOL. SANTOS, V.C.O., Dissertacdo de
mestrado em Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Federal de Sergipe, So Cristovao, 2019.

O nerol € um monoterpeno presente em vérias plantas como Cymbopogon flexuosos (capim-
limdo), Wisteria brachybotrys (glicinia) e Rosa damascaena (rosa-chd) com efeitos
antioxidante, anti-inflamatdrio, antibacteriano, antifungico e antiarritmico. O objetivo do
presente trabalho foi investigar a atividade cardioprotetora do nerol sobre modelo de
hipertrofia cardiaca induzida pelo isoproterenol (ISO). Foram usados ratos Wistar (200-250 g,
CEPA: 29/18), distribuidos em 5 grupos e tratados por 7 dias por via i.p.: 1) Grupo controle
(CTR; n = 6), animais que receberam solucéo salina + DMSO 0,1%; 2) Grupo nerol (n = 6),
animais tratados com 50 mg/kg de nerol + DMSO 0,1%; 3) Grupo hipertrofia (ISO; n = 6),
animais que receberam I1SO (4,5 mg/kg), 4) Grupo hipertrofia + nerol (ISO + nerol, n = 6),
animais receberam 1SO + nerol, e 5) Grupo hipertrofia + N-acetilcisteina (ISO + NAC, n = 6),
animais tratados com ISO + NAC (50 mg/kg). Os resultados morfométricos evidenciaram um
aumento na relacdo peso do coracdo/peso corporal (4,89 + 0,13 mg/g) e peso do
coracao/tamanho da tibia (350 = 8,64 mg/cm) no grupo I1SO, que foram prevenidos no grupo
ISO + nerol (3,77 £ 0,16 mg/cm e 211,6 + 3,29 mg/cm, respectivamente, p<0,05). Os
marcadores enzimaticos mostraram-se elevados nos animais hipertroficos (LDH: 126,8
111,23 U/L, CPK: 235,6 + 29,9 U/L e CPK-MB 49,5 + 5,5 U/L). Entretanto, o tratamento
com o nerol foi capaz de prevenir essas alteracdes (LDH: 78,5 + 11,29 U/L, CPK: 48,2 + 9,7
U/L, CPK-MB: 12,9 = 2,5 U/L, p<0,05). O tratamento com o nerol foi capaz de reduzir a
duracdo do QRS (43,46 £ 0,63 ms para 23,04 + 0,6 ms, p<0,05) e abolir a inversdo da onda T
caracteristico da hipertrofia cardiaca e do QTc (de 114,2 £ 0,2 ms para 56,6 £ 5,7 ms, p<
0,05). Também foi observado melhora na contratilidade ventricular (47,2 = 3,0 mmHg,
p<0,05) em relacdo ao grupo hipertrofia (12,36 £+ 4,42 mmHg). Nao foi observado alteracédo
de PRI e frequéncia cardiaca nos grupos experimentais avaliados. Na pressao coronariana
podemos observar que houve reducdo no grupo hipertrofia (44,6 = 1,6 cmH20, p < 0,05) em
relacdo ao grupo controle (90,6 £ 1,7 cmH0, p < 0,05), o qual foi atenuado no grupo ISO +
nerol (77,6 £ 1,4 cmHz0, p < 0,05). O NAC, usado como controle positivo, também foi capaz
de atenuar as alteracbes morfométricas, enzimaticas, eletrocardiograficas e contréateis
observadas nos animais hipertréficos. Além disso, a histopatologia (Tricomo de mansson)
revelou melhora significativa da fibrose tecidual, infiltrado inflamatorio e edema dos coracoes
hipertréficos com o tratamento com nerol. A area de fibrose e a area da seccao transversa do
ventriculo esquerdo foram reduzidas em 58% e 36% (n = 6), respectivamente, nos coracoes
hipertréficos tratados com o nerol.  Concluimos que o nerol possui efeito cardioprotetor em
modelo de hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.

PALAVRAS-CHAVE: Hipertrofia Ventricular Esquerda; Isoproterenol; Terpeno; Contracdo
miocardica.



ABSTRACT

NEROL CARDIOPROTECTOR EFFECT IN ISOPROTERENOL-INDUCED HEART
HYPERTROPHY MODEL. SANTOS, V.C.O., Master's Dissertation in Physiological
Sciences, Federal University of Sergipe, Sdo Cristovéo, 2019.

The nerol is a monoterpene present in several plants such as Cymbopogon flexuosos (lemon
grass), Wisteria brachybotrys (wisteria) and Rosa damascaena (rose tea) with antioxidant,
anti-inflammatory, antibacterial, antifungal and antiarrhythmic effects. The objective of the
present study was to investigate the cardioprotective activity of the nerol on isoproterenol-
induced cardiac hypertrophy (ISO) model. Wistar rats (200-250 g, CEPA: 29/18) were
distributed in 5 groups and treated for 7 days ip: 1) Control group (CTR; n = 6), animals
receiving saline + DMSO 0,1%; 2) Nerol group (n = 6), animals treated with 50 mg / kg nerol
+ 0.1% DMSO; 3) Group hypertrophy (ISO, n = 6), animals receiving ISO (4.5 mg / kg), 4)
Group hypertrophy + nerol (ISO + nerol, n = 6), animals received ISO + nerol, Group
hypertrophy + N-acetylcysteine (ISO + NAC, n = 6), animals treated with ISO + NAC (50 mg
/ kg). The morphometric results showed an increase in the heart weight / body weight ratio
(4.89 £ 0.13 mg / g) and heart weight / tibia size (350 £ 8.64 mg / cm) in the ISO group,
which were in the ISO + nerol group (3.77 + 0.16 mg / cm and 211.6 + 3.29 mg / cm,
respectively, p <0.05). Enzyme markers were elevated in hypertrophic animals (LDH: 126.8 +
11.23 U /L, CPK: 235.6 £ 29.9 U/ L and CPK-MB 49.5 + 5.5 U / L ). However, treatment
with the nerol was able to prevent these changes (LDH: 78.5 £ 11.29 U/ L, CPK: 48.2 + 9.7
U/L,CPK-MB: 129 +2,5U /L, p<0.05). The treatment with the nerol was able to reduce
the duration of the QRS (43.46 = 0.63 ms to 23.04 £ 0.6 ms, p <0.05) and abolish the T wave
inversion characteristic of cardiac hypertrophy and of QTc (from 114.2 + 0.2 ms to 56.6 £ 5.7
ms, p <0.05). An improvement in ventricular contractility (47.2 £ 3.0 mmHg, p <0.05) was
also observed in relation to the hypertrophy group (12.36 + 4.42 mmHg). No alteration of PRi
and heart rate was observed in the experimental groups evaluated. At coronary pressure, we
observed a reduction in the hypertrophy group (44.6 £ 1.6 cmH20, p <0.05) in relation to the
control group (90.6 + 1.7 cmH20, p <0.05) which was attenuated in the ISO + nerol group
(77.6 £ 1.4 cmH20, p <0.05). The NAC, used as a positive control, was also able to attenuate
the morphometric, enzymatic, electrocardiographic and contractile alterations observed in
hypertrophic animals. In addition, histopathology (Mansson's Tricycle) revealed significant
improvement of tissue fibrosis, inflammatory infiltrate and edema of hypertrophic hearts with
nerol treatment. The area of fibrosis and the left ventricular cross-sectional area were reduced
by 58% and 36% (n = 6), respectively, in the hypertrophic hearts treated with the nerol. We
conclude that the nerol has a cardioprotective effect in a model of isoproterenol-induced
cardiac hypertrophy.

KEYWORDS: Left Ventricular Hypertrophy; Isoproterenol; Terpen; Myocardial contraction.
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1 INTRODUCAO

Conforme a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2017), as doencas cardiovasculares
séo as principais causas de mortalidade no mundo, para qual foi estimado que 17,5 milhdes de
pessoas morreram por doencas cardiovasculares em 2015, o que corresponde a 31% de todas
as mortes em nivel global. A taxa de mortalidade causada por doencas cardiovasculares foi
estimada em 7,4 milhdes de &bitos e por acidentes vasculares cerebrais (AVC) foi de 6,7
milhdes.

J& no Brasil, as doencas cardiovasculares sdo responsaveis por 29,4% de todos os 6bitos
registrados no pais, isso significa que mais de 308 mil pessoas morreram principalmente a
infarto e acidentes vasculares cerebrais. A alta frequéncia desta causa de mortalidade coloca o
Brasil entre os 10 paises com maior indice de mortes por doencas cardiovasculares (BRASIL,
2017).

Dentre as as doencas cardiovasculares podemos destacar a hipertrofia cardiaca que é
caracterizada por um espessamento do miocardio como consequéncia das reacGes nos
cardiomiocitos frente a uma variedade de estimulos fisiolégicos e patologicos, como
estimulos neuro-humoral e estresse biomecéanico (GAO et al., 2017). Segundo Zhao et al.
(2017), a hipertrofia também pode ser caracterizada como uma resposta adaptativa das células
musculares estriadas cardiacas, onde ocorre o espessamento da parede dos ventriculos,
aumento da massa muscular cardiaca, aumento do tamanho dos cardiomiocitos e 0 excesso de
coladgeno (ZHAO et al., 2017).

Pode-se dizer que esta adaptacdo pode acontecer em resposta ao aumento de
necessidade metabolica que imp6e um aumento do débito cardiaco (MACHIDA et al., 2000),
inducdo hormonal (isoproterenol) (VASSALLO et al., 1988), em resposta ao aumento de
carga pressorica ou de volume ou resultante de mecanismos intrinsecos de natureza genética,
tais como as hipertrofias idiopéaticas que podem ocorrer mesmo na auséncia de sobrecargas
(RAPP, 2000; FREY et al., 2004). Evidéncias apontam que a hipertensdo arterial é a causa
majoritaria do acometimento da hipertrofia cardiaca associada com alteracfes morfoldgicas
do miocardio, tais como aumento do tamanho das fibras musculares dos ventriculos
(POURZITAKI et al., 2016).

Nos estagios iniciais da hipertrofia cardiaca, é evidenciado aumento das paredes do
coracdo em uma tentativa de adaptacdo para compensar 0 aumento do estresse no qual o

miocéardio esta sendo submetido. Entretanto, o prolongamento da patologia prejudica o bom



funcionamento do coracdo e, possivelmente, pode levar o mesmo a insuficiéncia cardiaca,
afetando cerca de 5 milhGes de pessoas na América do Norte (MAAY AH et al., 2017).

Embora exista atualmente uma ampla gama de farmacos que sdo usados no tratamento
das doengas cardiovasculares, ainda continua sendo um desafio para a medicina o controle e a
prevencdo dessas doencas. Nesse contexto, os 0leos essenciais representam uma nova opgao
de substancias biologicamente ativas, que estdo sendo utilizados no estudo pré-clinico para o
tratamento de doengas cardiovasculares. Dos 6leos essenciais estudados, cerca de 90% sdo
compostos por monoterpenos, que sdo substancias quimicas, extremamente importantes do
ponto de vista econdmico, da salde e também no que se refere & evolucdo bioldgica.
(CHRISTMANN et al., 2010). Dentre os monoterpenos, podemos destacar o nerol foi
originalmente isolado do 6leo neroli e também encontrado em muitos dleos essenciais de
varias plantas, como Cymbopogon flexuosos (capim-lim&o), Wisteria brachybotrys (glicinia) e
Rosa damascaena (rosa-cha).

A literatura ja descreve algumas atividades farmacoldgicas para o nerol, tais como
efeito antioxidante, antinociceptivo, antiinflamatério e antifungico (ONO et al., 2013; TIAN
et al., 2013; GONZALEZ-RAMIREZ et al., 2016). Estudo recente demonstrou que o nerol
tem acdo bloqueadora do canal de célcio tipo-L em coracdo de cobaia apresentando efeito
antiarritmico (MENEZES-FILHO et al., 2019). Estudos anteriores apontam para o fato de que
blogqueadores de canais para célcio, tais como nifedipina e o verapamil, por diminuirem a
sobrecarga de calcio intracelular, apresentam um efeito antihipertrofico (PINELLI et al.,
2004; AGO et al., 2010; FERREIRA FILHO et al., 2010). Dessa forma, como nerol age como
um antagonista de célcio e ainda apresenta efeito antioxidante e antiinflamatdrio, resolvemos

investigar o seu efeito cardioprotetor em modelo de hipertrofia cardiaca em ratos.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estrutura e fisiologia do coracao

O coracdo é descrito como um 6rgdo muscular localizado na cavidade mediastinal,
situado posteriormente ao esterno, onde 0 mesmo possui quatro compartimentos, sendo dois
superiores denominados de atrio, sendo um direito e esquerdo e dois inferiores chamados de
ventriculos, sendo um direito e um esquerdo (AKHTER, 2011). A principal funcdo do
coracgdo é realizar o controle do sistema cardiovascular sendo o componente principal e assim
mantendo a homeostase (BUCKBERG et al., 2018).



O coracdo € um 6rgao robusto e confiavel que, aproximadamente, uma vez por segundo,
bombeia 0 sangue para todo o corpo. A funcdo cardiaca depende do metabolismo celular, da
eletrofisiologia, da forca mecénica, e da disposicdo de juncdes gap, entre outros.
Compreender os detalhes desses sistemas complexos, bem como as interagdes entre eles, é
crucial para entender o bom funcionamento do coragdo na salde e na doenca (SANTOS et al.,
2015).

As funcdes atriais podem ser divididas em trés fases distintas: 1) durante a sistole
ventricular, os atrios servem de reservatorio para sangue drenado pelas veias pulmonares, veia
cava superior e veia cava inferior, 2) durante a didstole ventricular, o atrio atua como um
canal para o retorno venoso, e 3) durante o final da sistole, a fungdo de bomba de refor¢o dos
atrios completam o enchimento dos ventriculos. Considerando que as funcGes dos atrios sao
determinadas pela complacéncia, relaxamento, e contratilidade atrial (DELGADO et al.,
2017).

Ja as fungbes ventriculares podem ser divididas em algumas fases bem definidas, como:
contracdo isovolumétrica, ejecao ventricular rapida, relaxamento isovolumeétrico e enchimento
ventricular (BUCKBERG et al., 2014). Para que ocorra um bom funcionamento cardiaco,
tanto a funcdo atrial quando a funcdo ventricular precisa estar em harmonia e, para isso 0
coracdo possui valvas, sendo duas atrioventriculares localizadas nos 0Ostios atrioventriculares
direito e esquerdo, uma valva adrtica e uma valva pulmonar, as mesmas possuem funcées de
garantir o fluxo sanguineo unidirecional durante a fase de contracdo isovolumeétrica (sistole) e
a outra funcdo é de impedir o refluxo do sangue durante a mesma fase supracitada
(MALANGA, 2007).

2.2 Potencial de ac¢ao cardiaco

A propagacdo da atividade e a coordenacdo do funcionamento eletromecanico dos
ventriculos dependem do acoplamento elétrico entre as células, mediado por juncOes
comunicantes. A atividade elétrica miocardica € iniciada no marcapasso das células atriais,
precisamente no nodo sinoatrial (NS) e depois propagado dos atrios para os ventriculos pelo
nodo atrioventricular (NAV). Ap6s uma breve pausa no NAV, a excitacdo se espalha pelo
feixe de His e seus ramos e pelas fibras de Purkinje até o &pice do coracdo (GARCIA, 1998;
NERBONNE; KASS, 2005).



A propagacdo do potencial de acdo pelo miocérdio é fundamental para uma eficiente
contracao muscular. A velocidade e a direcdo da propagacéo do impulso elétrico dependem de
multiplos fatores tais como, a orientacdo das fibras, distribuicdo das juncbes intercelulares,
canais idnicos da membrana plasmatica, como também as condutividades elétricas intra e
extracelulares (BAKIR; DOKOS, 2015). O potencial de agdo nos cardiomidcitos resulta da
abertura e fechamento sequencial de canais idnicos localizados na membrana plasmatica dos
midcitos (DEHGHANI-SAMANI; MADRESEH-GHAHFAROKHI; DEHGHANI-SAMANI,
2019).

O potencial de acdo cardiaco em humanos possui cinco fases diferentes (de 0 a 4). A
despolarizacdo das células marcapasso no NS traz o potencial de membrana para o limiar,
abrindo os canais para sodio ativados por voltagem, entdo a corrente de sodio (Ina) produz um
feedback positivo o qual faz com que outros canais de sodio se abram permitindo o influxo de
sodio do meio extracelular para o meio citosolico (fase 0). Na proxima etapa chamada de fase
1, ocorre uma repolarizacdo incompleta proveniente da ativacdo de canais transientes de
potassio (Ito,f e Ito,s). Nessa fase também ocorre inativacdo dos canais para sodio. Em
seguida, inicia-se a fase de plat6 ou fase 2, decorrente de correntes de entrada mediadas pelos
canais de célcio do tipo-L e trocador de sodio célcio (NCX). Na fase 3 ocorre a repolarizacéo
completa do cardiomiécito, com efluxo de potassio pelos canais de potassio retificador
retardado (IKr e 1Ks) e abertura do canal de potassio retificador de entrada (IKir ou K1). O
potencial de membrana retorna ao seu valor de repouso apds a repolarizacdo total, que
corresponde a fase 4 do potencial de acdo cardiaco, e € normalmente polarizado em valores
entre -80 e -90 mV em relacdo ao espago extracelular. Este estado de repouso € mantido
principalmente pelo IKir e pela ATPase de Na* e K' (TAMARGO, 2004; SCHMITT et al,,
2014; HEGYI et al., 2018; ALARCON et al., 2019; HEGYI et al., 2019).
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Figura 1. Potencial de acdo cardiaco ventricular e as correntes envolvidas em seu formato,
assim como as fases do PA em que elas atuam. Corrente de sddio - INa; Corrente de célcio
pelos canais do tipo-L (ICa-L); Corrente transiente de efluxo de inativacdo rapida (Ito,f),
inativacao lenta (Ito,s); Corrente de potassio retificador retardado lento (IKs), rapido (IKr),
ultrarrapido (IKur); Corrente de potéssio de baixa condutancia (IK,slowl; IKslow2; ISS);
Corrente transiente de influxo (IKI); Corrente de potassio dependentes de ATP (IKATP)
(NERBONNE; KASS, 2005).

2.3 Acoplamento excitacdo-contracdo do miocardio

Cada batimento cardiaco é o resultado da liberacdo e recaptacéo de célcio (Ca?") na
célula. Durante este processo, a presenca deste cation é essencial para a conversdo da
estimulacdo elétrica (potencial de acdo) em forca mecénica (contragcdo), em um processo

comumente denominado acoplamento excitagdo-contragdo (GAMBARDELLA et al., 2017).



Nas células cardiacas, as unidades estruturais que medeiam a liberacdo de calcio
induzida por célcio (CICR) sdo denominados diades, consistindo em micro dominios celulares
especializados, cada um composto por cisternas terminais de reticulo sarcoplasmatico (RS),
também conhecidas como RS juncional, localizado nas proximidades das invaginacfes da
membrana plasmatica, o tabulo transverso ou tibulo T (HOHENDANNER et al., 2014).

Do lado da membrana plasmaética, ao longo dos tdbulos T, existem canais para calcio
voltagem dependentes, os quais podem ser classificados em tipo-T e tipo-L, também
conhecidos receptores de diidropiridina, enquanto do lado das cisternas do RS existem o0s
canais de liberacdo de Ca?* intracelular, os receptores de rianodina (RyRs) (JAFRI, 2012).

Os canais para célcio do tipo-L (LTCC) sdo ativados na despolarizacéo e atraves dele, o
Ca?* do meio extracelular vai adentrar ao citosol, ativando os RyRs localizados no RS.
Estima-se que para cada LTCC, aproximadamente 4 & 6 receptores de rianodina sdo ativados
no reticulo sarcoplasmatico, ativando canais RyRs vizinhos, resultando em liberacdo macica
de céalcio do RS (KNOLLMANN, 2017). O célcio liberado pelo RS no citosol vai iniciar o
processo de contracdo muscular.

As células musculares apresentam um sistema contratil organizado, constituido pelo
sarcémero, que € a unidade contratil do miocardio. O sarcomero € formado por filamentos
finos (actina, troponinas e tropomiosina) e grossos (miosina). O complexo troponina consiste
em trés subunidades: tropomiosina (TnT), inibitoria (Tnl) e célcio sensor (TnC). A TnT
ancora as outras duas subunidades no complexo tropomiosina. A Tnl, no repouso, 0s niveis
intracelulares de Ca?* compete com a miosina para um local de ligagdo aos miofilamentos da
actina, forcando a tropomiosina para uma posi¢do, onde a mesma bloqueia alostericamente o
sitio de ligacdo das cabecas da miosina. A ligacdo do calcio citosolico a TnC induz mudancas
conformacionais, levando ao estado ativado, no qual os locais de ligacdo a miosina na actina
sdo expostos. Desse modo, a formacdo das pontes cruzadas entre actina € miosina produz o
deslizamento de miofilamentos um sobre o outro, resultando eventualmente na contracdo
muscular (sistole) (MAACK; OROURKE, 2007; HOHENDANNER et al., 2014).

Para ocorrer o relaxamento muscular cardiaco (diastole), mecanismos de recaptacdo do
calcio citosolico devem mediar ativamente um fluxo retrogrado de Ca?*. Sendo o principal
recaptador de calcio citosdlico para o reticulo sarcoplasmatico é a Ca?*-ATPase do reticulo
sarco/endoplasmético (SERCA) e o trocador de Na*/Ca?" (NCX), para a regulacdo desta
funcdo. Uma grande porcdo de Ca?" é bombeado pela SERCA do citosol de volta para o
reticulo sarcoplasmatico (KNOLLMANN, 2017).
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Figura 2. Mecanismos intracelulares do acoplamento excitacdo-contragdo no cardiomiocito,
demostrando todos os componentes envolvidos levando ao fenémeno conhecido como
liberacdo de célcio induzido por célcio (BERS, 2002).

2.4 Eletrocardiograma (ECG)

O eletrocardiograma € descrito como um dos maiores desenvolvimentos na cardiologia
no século XX, em que conhecimentos em eletrocardiografia e interpretacdo precisa dos dados
do ritmo cardiaco fornece informacGes vitais sobre as condic@es fisioldgicas dinamicas dos
pacientes (LUX, 2017).

Trés principais propriedades do musculo cardiaco podem ser avaliadas com o ECG:
automaticidade, condutividade e excitabilidade. A automaticidade define-se como a
capacidade do marca-passo em iniciar um impulso elétrico, um efeito do cronotropismo. O
impacto das mudancas na frequéncia cardiaca, implica na resposta cronotrépica onde a mesma
possui implicacBes importantes para a funcéo cardiaca (DARPO, 2015).

A condutividade refere-se a capacidade dos cardiomidcitos em conduzir o impulso
elétrico (dromotropismo). A ordem de ativacdo do sistema de conducdo elétrica cardiaca
inicia com um impulso no NS, propagando uma onda de despolarizacdo através do miocardio

atrial para o NAV. A onda de despolarizacdo se move através dos ventriculos atraves do feixe



de His, ramos direito e esquerdo, seguindo seu fluxo elétrico através das fibras de Purkinje até
0 é&pice do ventriculo (BACHAROVA et al., 2014). O sistema de conducgdo intraventricular
compreende o feixe de His, os ramos direito e esquerdo, e as divisbes do ramo esquerdo
(antero-superior, pdstero-inferior e antero-medial), onde a fungdo deste sistema de conducéo é
realizar a propagacdo elétrica de modo rapido para que ocorra o impulso elétrico para ambos
os ventriculos de forma simultanea (KURBEL, 2014).

A excitabilidade é a capacidade do midcito cardiaco de responder a um estimulo
elétrico, a qual também pode ser denominada como batmotropismo. O estimulo elétrico é
necessario para uma consistente despolarizacdo cardiaca e a mesma pode ser mensurada em
termos de energia (microjoules), largura de pulso (milissegundos) e amplitude (volts)
(PAHLM; PAHLM; WAGNER, 2014).

O eletrocardiograma normal € composto pela onda P, complexo QRS e onda T (Fig. 3).
A onda P corresponde a despolarizagéo atrial direita e esquerda, onde o primeiro componente
do registro eletrocardiografico representa a atividade elétrica do atrio direito e o segundo
componente da onda representa a atividade elétrica atrial esquerda. Desse modo, a onda P
apresenta uma morfologia de onda elétrica arredondada. Esta onda possui uma deflexéao
positiva, mas em menor amplitude do que outras ondas devido a massa muscular atrial ser
menor em comparacdo com os ventriculos (HARRIS, 2016).

Na geracdo do complexo QRS, ocorre a despolarizacdo do musculo septal e das paredes
do ventriculo esquerdo e direito. A onda T representa a recuperacdo elétrica, ou seja, a
repolarizacdo ventricular. A morfologia da onda, cuja polaridade € igual a do complexo QRS,
¢ assimétrica, com fase ascendente lenta e fase descendente mais rapida. A repolarizacéo
ventricular inicia-se no epicardio, sendo as camadas subendocéardicas as ultimas a se
repolarizarem. Sua amplitude ndo excede um terco da amplitude do QRS correspondente
(KLABUNDE, 2017).

No estudo eletrocardiografico, ainda podemos observar e avaliar trechos de tracados
elétricos, os quais podemos denominar de intervalo PR (PRi), intervalo RR, segmento ST e
intervalo QT. O PRI representa o intervalo entre a despolarizacdo das células do NS até o
inicio da despolarizacdo do miocéardio ventricular, onde é mensurado desde o inicio da onda P
até o inicio da onda Q. A repolarizacdo atrial que é oposta ao eixo da onda P mas como a
repolarizacdo atrial normalmente tem uma baixa amplitude, fica localizado posteriormente ao
PRI, junto ao complexo QRS (KURBEL, 2014; HARRIS, 2016 ).

O intervalo RR, onde a sua duragdo pode ser mensurada a frequéncia cardiaca, seu

intervalo é compreendido pela distancia entre duas ondas R sucessivas. Em ritmo sinusal, o



intervalo RR deve ser constante e comumente pode ser denominado de frequéncia da
despolarizacédo ventricular (LUX, 2017).

O segmento ST pode ser descrito como um periodo de inatividade entre a
despolarizacdo e o inicio da repolarizacdo ventricular, onde normalmente é isoelétrico, e é
medido ao final do complexo QRS até inicio da onda T (DARPO, 2015).

O intervalo QT (QTi) representa a sistole elétrica ventricular, ou seja, o conjunto da
despolarizacdo e repolarizacdo ventricular. Seu valor deve ser corrigido, ja que 0 mesmo varia
de acordo com a variabilidade da frequéncia cardiaca. Esta correcdo é feita atraves da férmula
de Bazett (QT/VRR), onde pode ser denominado de intervalo corrigido (QTc) (DARPO, 2015;
HARRIS, 2016).
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Figura 3. Tracado eletrocardiografico, demonstrando suas diferentes ondas, a de
despolarizacéo atrial (P), despolarizacéo ventricular (QRS), repolarizacdo ventricular (T), 0s
intervalos (PR, RR, QT) e o segmento (ST) (HALL, 2010).
2.5 Hipertrofia Cardiaca

O coracéo deve impulsionar o sangue de forma constante para suprir todas as células do
corpo com oxigénio e nutrientes, onde 0 mesmo consome mais energia do que qualquer outro
Orgao para a manutencao do acoplamento de excitacdo-contracdo (CHEN et al., 2014). Para
manter a alta demanda energética exigida por esta funcdo, o coracdo é equipado com
numerosos sistemas bioldgicos complexos que permitem a adaptacdo a mudancas da demanda
sistémica. O processo de crescimento celular, angiogénese, metabolismo a plasticidade esta
criticamente envolvida na manutencdo da homeostase cardiaca (SHIMIZU; MINAMINO,
2016). No entanto, o musculo cardiaco apresenta capacidade de se adequar permitindo ao
coracao responder as demandas ambientais, e as células podem crescer ou morrer em reacao
ao estimulo de varios fatores de estresse celular, podendo ser classificado em fisioldgico ou
patolégico (BERNARDO et al., 2010).
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O crescimento do cardiomidcito depende do inicio de varios eventos em resposta a um
aumento na carga pressorica, abrangendo a ativacdo de vias de sinalizacdo, aumento da taxa
sintese de proteinas e a organizacao de proteinas contrateis em unidades dos miofilamentos e
alteracdes na expressdo génica (GAO et al., 2017). Algumas dessas alteracGes, envolvem a
reativacao da expressdo génica, 0 aumento da expressao de genes expressos normalmente em
coracdo embrionario e neonatal, mas ndo em cardiomidcito ventricular adulto, incluindo
proteinas de transducdo de sinal como o peptideo natriurético atrial (ANP), peptideo
natriurético do tipo B (BNP) e proteinas fetais como a a-actina, a cadeia leve da miosina
atrial-1 e cadeia pesada de -miosina (COTECCHIA et al., 2015).

A hipertrofia cardiaca pode ser classificada como fisiolégica quando associada a fungédo
cardiaca preservada ou como patoldgica quando associada a alguma disfuncao cardiaca (Fig.
4) (LYON et al., 2015). A hipertrofia cardiaca fisiologica é caracterizada como o0 aumento da
espessura do coracdo em resposta ao crescimento tecidual, exercicio fisico e gravidez, e esta
associada a manutencdo da homeostase cardiaca.

A hipertrofia cardiaca fisiologica se desenvolve através do aumento da producdo do
horménio do crescimento (GH) e forcas mecénicas. Dentre a superfamilia dos hormonios de
crescimento podemos citar a insulina, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1) e
forcas mecénicas que induzem a hipertrofia através da ativacdo de varias vias de sinalizacao
como fosfoinositideo 3-quinase (PI3K), proteina quinase B (Akt/PKB), proteina quinase
dependente de AMP ciclico (PKA) a qual é mediada pela proteina G estimulatoria (GPCRS) e
vias do mTOR (BERNARDO et al., 2010; SHIMIZU; MINAMINO, 2016).

Ja a hipertrofia cardiaca patologica pode ser causada por diversos fatores como o
aumento da carga pressorica (hipertensdo arterial sistémica), o qual leva ao aumento do
espessamento da massa ventricular, lesdo dos cardiomidcitos e um aumento da ativacao
neuro-humoral pode levar a disfuncdo cardiaca. O funcionamento cardiaco inicialmente é
mantido em sobrecarga devido ao aumento da for¢a mecanica, entretanto, a sobrecarga da
pressdo sustentada por um longo periodo de tempo ira promover a transicdo da fase adaptativa
(fisioldgica) para a patoldgica, a qual € caracterizada por uma diminuicdo da fracdo de ejecdo
e dilatacdo ventricular esquerda (BERNARDO et al., 2010; LYON et al., 2015; TANG et al.,
2016).

A hipertrofia cardiaca patoldgica pode torna-se uma descompesada ou mal adaptada
para as devidas fungdes cardiologicas quando, além do crescimento celular e o aumento da
sintese de proteinas, podem ocorrer 0s seguintes processos patologicos: morte celular, fibrose,

desregulacdo das proteinas de modulacéo do célcio, disfungdes mitocondriais, reprogramagédo
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metabdlica, reativacdo da expressdo génica fetal, e controle da atividade mitocondrial (CHEN
et al., 2014).

Os mecanismos de sinalizacdo celular que envolvem e induzem estas respostas podem
promover a remodelamento e a disfuncdo cardiaca, podendo acarretar em insuficiéncia
cardiaca (SU et al., 2017). Portanto, o aumento do coracdo acompanhado pelas respostas
celulares acima é caracterizado como patolégico, e ao inibir as vias de sinalizagdo podera ser
de interesse na terapéutica. Condi¢des patoldgicas, tais como a hipertensdo arterial sistémica e
infarto agudo do miocardio, podem promover a hipertrofia cardiaca principalmente através de
acdo hormonal do eixo neuroenddcrino e forcas mecénicas, acompanhadas das vias de
sinalizacdo distintas das quais estdo envolvidas no desenvolvimento da hipertrofia fisiologica
(NAKAMURA; SADOSHIMA, 2018).

E sabido que a estimulagdo B-adrenérgica pode levar ao aumento das taquiarritmias
ventriculares, podendo levar a morte sbita dos cardiomidcitos. A estimulacdo dos receptores
beta-adrenérgicos (B-AR) pode promover o aumento do vazamento do célcio diastolico do RS
através da acdo da calcio-calmodulina quinase 1l (CAMKII), podendo levar a uma diminuicao
do potencial de acdo (APD). Em estudos recentes, também foi observado que a estimulacédo
dos B-AR de forma aguda provocou falha cardiaca em seres humanos (KAMADA et al.,
2019).

O aumento da atividade e da sinalizacdo beta adrenérgica no cardiomidcito ventricular e
a mesma sendo mantida com niveis elevados de catecolaminas na corrente sanguinea é
comumente um forte indutor da hipertrofia cardiaca (SALEEM; PRASAD; GOSWAMI,
2017). Ademais, uma catecolamina adrenérgica agonista, como o isoproterenol (ISO) pode
induzir hipertrofia cardiaca em animais, sendo a hipertrofia cardiaca induzida pelo 1SO bem
caracterizada, reprodutivel e um modelo confiavel da hipertrofia cardiaca patologica (CHA et
al., 2010). O ISO, um agonista B-AR, representa 0 modelo mais utilizado que mimetiza a
estimulacdo adrenérgica sustentada e representa um importante marco para a fisiopatologia da
hipertrofia cardiaca (LI et al., 2014).

As catecolaminas sdo hormonios neuroenddcrinos o0s quais podem ativar a adenilato
ciclase para que ocorra uma eleva¢do dos niveis do AMPc, através da ligacdo ao B-AR
transmembrana. A sinalizacdo do AMPc desempenha um papel essencial na proliferacdo e
crescimento celular, e a mesma esta envolvida no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca
(SCHIRMER et al.,, 2018). O AMPc vai ativar a PKA, promovendo um aumento da
concentragdo de Ca?* citosdlico através da fosforilagio direta de proteinas de regulacdo do
calcio e proteinas contrateis (NAKAMURA; SADOSHIMA, 2018).
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Pesquisas recentes evidenciaram que um aumento no Ca?* citosélico, causado por uma
liberagdo abrupta de calcio durante a sistole através dos RyR e aumento subsequente da [Ca?']
no citosol, esta envolvido no mecanismo de doencas cardiovasculares, onde uma causa
importante aumento do célcio citosdlico é causado pela enzima célcio calmodulina quinase Il
(CaMKII ) fosforilando 0 RyR2 (OKUDA et al., 2018). A CaMKII ainda pode modular uma
série de proteinas chaves envolvidas na modulacdo do célcio, como a SERCA e seu regulador
a fosfolambam (PLB) e também o LTCC (NI et al., 2011).

O entendimento completo da cardiotoxicidade induzida pelo agonista do B-AR ainda
ndo estd elucidado e ha alguns relatos de que a inflamacéo, a fibrose e estresse oxidativo,
determinam um papel importante no desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Em estudos
recentes mostraram que a hipertrofia cardiaca induzida por ISO esta associada com aumento
do estresse oxidativo cardiaco e alteragdes no eletrocardiograma (ELADWY et al., 2018).

Evidéncias substanciais demonstram que o aumento do estresse oxidativo leva a
ativacdo do fator nuclear regulador da transcrigdo-xB (NF-kB) (NAKAMURA;
SADOSHIMA, 2018). O NF-kB ¢ relatado como influenciador da fisiopatologia da
hipertrofia cardiaca, incluindo remodelamento vascular, onde a via de sinalizacdo do NF-xB ¢
considerada uma via pro-inflamatoria uma vez que aumenta a expressdo de genes pro-
inflamatdrios incluindo citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo (ZHAO et al., 2017). A
transcricdo de mediadores pro inflamatorios, como IL-1B, IL-6, TNF-o e COX-2 sdo
regulados pelo NF-kB ¢ o0 mesmo esta ligado a hipertrofia cardiaca. Além disso, aumento do
estresse oxidativo esta ligado ao desenvolvimento da fibrose, e subsequentemente a inducédo

da expressao de citocinas pro fibrogénicas como o0 TGF-f (MAAY AH et al., 2017).
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Figura 4. Coracdo normal (acima), seguido das duas classificacGes da hipertrofia cardiaca:
Fisioldgica (esquerda) e patologica (direita), (NAKAMURA; SADOSHIMA, 2018).

2.6 Terpenos

Com a maior representacdo dentre os produtos naturais, 0s terpenos tém uma
diversidade de funcBes na mediacdo de interacbes antagdnicas e benéficas entre o0s
organismos. Os mesmos podem ser encontrados em varias espécies de plantas, animais e
microorganismos 0s quais atuam contra predadores, patdgenos e competidores. Apesar da
pluralidade, os quais o0s terpenos sdo conhecidos, € notavel como caracteristicas
geneticamente diferentes, possuem propriedades estruturais semelhantes para objetivos em
comum (GERSHENZON; DUDAREVA, 2007).

Os oOleos essenciais sdo empregados e explorados ha cerca de 3.500 anos pela
humanidade (THOMPSON, 2005). De forma geral, os Gleos essenciais sdo constituidos
majoritariamente por terpenos ou seus derivados. Tais substancias constituem-se como um
extenso grupo de moléculas organicas produzidas como metabdlitos secundarios com a
principal fungdo de evitar injurias promovidas por agentes externos (CORREIA et al., 2008;
VIEGAS JUNIOR, 2003). Todos os terpenos sdo basicamente estruturados em blocos de
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cinco carbonos denominados de unidades de isopreno (CsHsg), normalmente, ligadas entre si

P

3

pela ordem “cabeca-a-cauda” (Fig. 5).

Isopreno

Figura 5. Estrutura do isopreno (FELIPE; BICAS, 2017).

Dessa forma, os terpenos podem ser classificados de acordo com a quantidade de
residuos de isopreno que sua estrutura possui: hemiterpendides (C5), monoterpendides (C10),
sesquiterpendides (C15), diterpenoides (C20), triterpenodides (C30), tetraterpendides (C40) e
politerpendides (C>40) (OLIVEIRA et al., 2003; KRIVORUCHKO; NIELSEN, 2015). Os
monoterpenos sdo as moléculas mais encontradas nos 6leos essenciais, representando 90% da
sua composicdo. S8 moléculas constituidas por 10 atomos de carbono formados pela
justaposicdo de duas unidades isoprénicas (SIMOES et al., 2004).

Os monoterpenos sdo cada vez sdo mais estudados devido as diversas propriedades
biologicas apresentadas por estes compostos (DUBEY et al., 2003). Os mesmos séo
conhecidos por possuir uma diversidade consideravel de propriedades biologicas entre estas
inimeras podemos citar a atividade antimicrobiana, fungicida, antiviral, anti-hiperglicémica,
anti-inflamatoria, anti-parasitaria e vasorelaxante (SILVA-FILHO et al, 2011). Os
monoterpenos também produzem significantes efeitos sobre o sistema cardiovascular,
promovendo vasorelaxamento, diminuicdo da frequéncia cardiaca, hipotensdo e podem ser
Uteis como agentes na prevencdo e/ou tratamento de doencas cardiovasculares, tais como
arritmias cardiacas (SANTOS et al., 2011; MENEZES-FILHO et al., 2014).

Os terpenos sdo utilizados como matérias-primas para sabores e fragrancias e como
substancias biologicamente ativas. A maioria dos terpenoides biologicamente ativos séo
produzidos como metabdlitos secundarios de plantas, e esses compostos mostraram ser
biologicamente ativos contra plantas, microorganismos e insetos, onde varias tentativas foram
feitas para identificar novos monoterpenoides biologicamente ativos (ONO et al., 2013; TIAN
et al., 2013; GONZALEZ-RAMIREZ et al., 2016).
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2.7 Nerol

O nerol (cis-3-7-Dimethyl-2-6-octadien-1-ol), (Fig. 6) é classificado como um
monoterpeno que possui formula molecular C1oH180. O mesmo € o cis- isdmero do geraniol,
na qual a ligacdo dupla é trans, e pode ser sintetizado através de pir6lise do [-pineno,
resultando em mirceno. E um liquido incolor que possui aroma de rosa doce, sendo
largamente utilizado na perfumaria. (FAHLBUSCH et al., 2003).

E encontrado em muitos 6leos essenciais, tais como erva-cidreira e lapulo. Ele foi
originalmente isolado do 6leo de néroli, um 6leo similar em aroma ao oléo de tangerina,
produzido da flor da laranjeira (Citrus X sinensis), sendo largamente usado na producdo de
perfumes (COELHO, 2016). Também pode ser encontrado em muitos 0leos essenciais e esta
contido em varias plantas, como Cymbopogon flexuosos (capim-liméo), Wisteria brachybotrys
(glicinia) e Rosa damascaena (rosa-cha) (ONO et al., 2013; TIAN et al., 2013; GONZALEZ-
RAMIREZ et al., 2016).

Nerol

Figura 6. Estrutura quimica do Nerol. Disponivel em
http://www.epharmacognosy.com/2012/05/alcohol-volatile-oils.html.

O nerol possui algumas propriedades bioldgicas ja descritas na literatura tais como
efeitos antioxidante (COELHO, 2016), antinociceptivo (GONZALEZ-RAMIREZ et al.,
2016), gastroprotetor (ANGELIS, 2012), antiinflamatério (GONZALEZ-RAMIREZ et al.,
2016), ansiolitico (MARQUES et al., 2013) antibacteriano (JIROVETZ et al., 2007) e
antifangico (TIAN et al., 2013). Estudos recentes mostraram, utilizando a técniva de patch-
clamp, que o nerol tem acdo bloqueadora do canal de calcio tipo-L em cardiomidcito de
caobaia isolado apresentando efeito antiarritmico em modelo de arritmia induzida pela
ouabaina, um digitalico cardiotbnico (MENEZES-FILHO et al., 2019)


http://pt.wikipedia.org/wiki/Is%C3%B4mero
http://pt.wikipedia.org/wiki/Geraniol
http://pt.wikipedia.org/wiki/Liga%C3%A7%C3%A3o_dupla
http://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%ADntese_org%C3%A2nica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Beta-Pineno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mirceno
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3DNerol%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D1024%26bih%3D571%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Essential_oil&usg=ALkJrhg1erWfr7xHhj-8gO%20
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3DNerol%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D1024%26bih%3D571%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Lemongrass&usg=ALkJrhgnixy--pIxnc4zityx3%20
http://translate.googleusercontent.com/translate_c?hl=pt-BR&prev=/search%3Fq%3DNerol%26hl%3Dpt-BR%26biw%3D1024%26bih%3D571%26prmd%3Dimvns&rurl=translate.google.com.br&sl=en&u=http://en.wikipedia.org/wiki/Hops&usg=ALkJrhhVH0itHNMkbOyJ0_XyhVpRJKr%20
http://pt.wikipedia.org/wiki/N%C3%A9roli
http://pt.wikipedia.org/wiki/Citrus_aurantium_bergamia
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Tendo em vista as diversas atividades biologicas apresentadas pelo nerol, alguns
trabalhos tém sido realizados com intuito de esclarecer o mecanismo de agédo deste composto.
No entanto, as informagdes encontradas séo apresentadas de forma disseminada e ainda nédo
foram sumarizadas, o que impede o estabelecimento de conclusdes acerca de seus
mecanismos de acdo. Além disso, a literatura j& mostra que os bloqueadores de canais para
calcio, tais como nifedipina e o verapamil, por diminuirem o célcio intracelular, apresentam
um efeito antihipertréfico. Dessa forma, como nerol age como um antagonista de célcio, tem
efeito antioxidante e antiinflamatorio, resolvemos avaliar os possiveis efeitos cardioprotetores
do nerol em coracdo de rato em modelo de hipertrofia cardiaca induzida por estimulacdo

cronica dos B-AR.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

- Avaliar o efeito cardioprotetor do nerol frente a hipertrofia cardiaca induzida por

isoproterenol em rato.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o efeito cardioprotetor do nerol sobre a hipertrofia cardiaca determinando os
seguintes parametros:

- Avaliar os pardmetros morfomeétricos

- Mensurar 0s marcadores bioquimicos de lesao tecidual;

- Analisar os parametros eletrocardiograficos;

- Avaliar a contratilidade cardiaca;

- Determinar a pressao coronariana;

- Avaliar os parametros histopatoldgicos
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Nos procedimentos experimentais foram utilizados ratos Wistar adultos, pesando entre
200 e 250 g, reproduzidos, criados e mantidos pelo biotério setorial do Departamento de
Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe e, posteriormente, alojados no biotério do
Laborat6rio de Biofisica do Coracdo. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro de
horas a temperatura ambiente (24 + 2° C), onde tiveram livre acesso a agua e racdo. As
carcacas foram encaminhadas para o biotério setorial do Departamento de Fisiologia para
posterior descarte. O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da UFS (protocolo 29/2018/ANEXO A) e de acordo com as regras previstas pela lei
n® 11.794, de 8 de outubro de 2008.

4.2 Reagentes

O nerol (cis-3-7-Dimethyl-2-6-octadien-1-ol, pureza 97%) foi adquirido da Sigma-
Aldrich. A N-acetilcisteina foi adquirida da farmacia Santo Antonio S.A (ltabaiana, SE,
Brasil). A quetamina e xilazina foram adquiridos da Ceva (Brasil). O Tissue-Tek foi adquirido
da Sakura Finetek (USA). O cloreto de sodio P.A. (NaCl), cloreto de calcio diidratado P.A
(CaCl.2H20), glicose (CsH1206), cloreto de magnesio (MgCl..6H20), fosfato de sddio
monobasico monohidratado P.A. (NaH2PO4.H20) e o bicarbonato de soédio (NaHCO3) foram
adquiridos da Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O cloreto de potassio (KCI), Tricromico de
Masson e formalina foram adquiridos da VETEC (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e a heparina da
Roche (Séo Paulo, SP, Brasil).

4.3 Hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol

A hipertrofia cardiaca foi induzida pela administracdo crénica de isoproterenol (1SO),
um agonista do receptor Pf-adrenérgico ndo especifico (B-AR), como previamente descrito
(GAVIOLI et al.,, 2014). Os animas foram distribuidos, aleatoriamente, em 5 grupos

experimentais e foram tratados por 7 dias (Fig. 7).
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1) Grupo controle (CTR; n = 6): constituido de animais que receberam solucdo salina +
DMSO 0,1%, por via intraperitoneal;
2) Grupo nerol (nerol, n = 6): animais receberam nerol (50 mg/kg) diluido em DMSO 0,1%,
por via intraperitoneal;
3) Grupo hipertrofia cardiaca (ISO; n = 6): animais receberam isoproterenol (4,5 mg/kg), por
via intraperitoneal;
4) Grupo hipertrofia cardiaca + nerol (ISO + nerol, n = 6): animais receberam isoproterenol
(4,5 mg/kg/dia, i.p) + nerol (50 mg/kg), por via intraperitoneal;
5) Grupo hipertrofia cardiaca + NAC (ISO + NAC, n = 6): animais receberam isoproterenol
(4,5 mg/kg/dia, i.p) + N-acetilcisteina (NAC, 50 mg/kg), por via intraperitoneal;

Os animais receberam primeiramente o ISO e apds 30 minutos receberam nerol ou
NAC.

ECG;
Delineamento experimental Langendorff;
ECG Inducédo da hipertrofia (isoproterenol 4,5 mg/kg/.p) C?ﬁ'\ig?f\fs
l + nerol (50 mg/kg/i.p) + NAC (50 mg/kg/i.p) l

Do D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D&

Figura 7. Delineamento experimental do tratamento dos animais para a inducgéo da hipertrofia
cardiaca.

4.4 Parametros morfométricos

Para andlise dos parametros morfométricos, os animais foram pesados no 1° dia de
tratamento (D1) e 24 h o término do tratamento (8° dia) (D8). No oitavo dia, 0s animais foram
mortos e, posteriormente, foram feitas as pesagens dos coracdes, apds secagem em papel filtro
com auxilio de uma balanca de precisdo. As medidas do comprimento da tibia, foram feitas
com a ajuda de um paquimetro. Em todos os grupos experimentais avaliados, foi calculada a
razdo entre peso do coracdo/peso do animal (mg/g), assim como, a razdo do peso do

coracdo/comprimento da tibia (mg/cm).
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4.5 Determinacdo dos marcadores bioquimicos do dano tecidual

Diferentemente dos outros grupos experimentais, 0s animais nao receberam heparina
para que ndao ocorressem alteragcGes nos parametros bioquimicos. Apos tratamento, 0s animais
foram decapitados, realizado toracotomia para posterior coleta do sangue diretamente do
ventriculo esquerdo. Para obtencdo do soro, o sangue foi acondicionado em tubo de coleta
sem a presenca de anticoagulante, centrifugado a 4.500 r.p.m, durante 15 minutos, a
temperatura ambiente. Apds a obtencdo do soro, o procedimento operacional padrdo para as
dosagens foi realizado de acordo com a bula do fabricante. As dosagens enzimaticas
realizadas foram a desidrogenase lactica (LDH), creatinofosfoquinase total (CPK-TOTAL) e
creatinofosfoquinase fragdo MB (CPK-MB), em triplicata, usando kit de dosagem comercial
da Labtest®. As analises das amostras foram realizadas no aparelho LABMAX 240
PREMIUM.

4.6 Registro eletrocardiografico (ECG)

No oitavo dia, os animais foram anestesiados com quetamina (80 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg) e foram mantidos na posicdo supina com respiracdo espontanea. Trés eletrodos de aco
inoxidavel foram implantados subcutaneamente para registro do ECGs de superficie na
derivacao Il. Os sinais do ECG foram registrados durante 15 minutos, foram amplificados por
um cardioscépio (EMAI RX10), digitalizados (Powerlab 4/35, ADInstrument) e armazenados
em computador para processamento offline. Em todos os grupos experimentais foram
medidos manualmente, em 10 batimentos consecutivos, 0s seguintes parametros: Frequéncia
cardiaca (FC), a qual foi obtida ap0s o seguinte célculo (60/RR), intervalo PR (PRi), intervalo
QT (QTi), duracdo do complexo QRS. O QTi foi corrigido pela FC usando a equacdo de
Bazett normalizada para roedores: QTc = QT/VRR/f, onde f = média do intervalo RR do
controle (0,259 s) (GONDIM et al., 2017; KMECOVA; KLIMAS, 2010).

4.7  Medidas da pressdo do ventriculo esquerdo e pressdo coronariana

Apos o dltimo dia de tratamento dos respectivos grupos, 0s animais receberam uma

dose de heparina via intraperitoneal (1000 U.l, i.p.) para evitar a formacdo de rombos

coronarianos. Em seguida, os animais foram decapitados, realizado toracotomia, o coragao foi
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removido e montado em sistema de perfusdo adrtica retrograda do tipo Langendorff de fluxo
constante (8 ml/min), (Bomba Peristaltica, Milan, Parand, Brasil). O coracdo foi mantido sob
perfusdo em solucdo de Krebs-Henseleit (em mM: 118,0 NaCl, 4,7 KCI, 1,2 MgSOg4, 25,0
NaHCOs, 1,25 CaCl, 11,1 glicose, 1,2 KH2PO4, pH ajustado para 7,4), previamente filtrado
(0,45 pm), aerado (95% de Oz + 5% de CO e mantida a uma temperatura de 34 + 0,1° C
(Haake F3, Berlim, Alemanha). A pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE) foi
mensurada utilizando um balonete preenchido com agua (15 cmHg) e introduzido na camara
do ventriculo esquerdo ap6s remocdo da auricula esquerda. Este dispositivo foi acoplado a um
transdutor de pressdo (MTLO699/A). Os sinais foram amplificados (BRIDGE Amp FE221,
ADInstrument), digitalizados (PowerLab 4/35 ADInstrument) e armazenados em computador.
O sistema foi calibrado utilizando uma coluna de mercurio. Com auxilio do software Labchart
Pro 8.0 (ADinstrument) foram determinados a PDVE, a derivada maxima de contracdo
(+dP/dt), a derivada maxima de relaxamento (-dP/dt), duracdo da sistole e duragéo da diastole,
as quais as duas ultimas medidas foram mensuradas em segundos. A pressdo coronariana foi
mensurada via acesso anterior a canula da aorta e monitorado com o auxilio de uma coluna de
agua (capilar de vidro) acoplada & uma régua, sendo a sua escala medida em centimetros de
agua (CmH20).
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0- g POWER LAB CPU MONITOR

Figura 8. Imagem representativa do sistema de perfusdo adrtica de fluxo constante do tipo
Langendorff usado para registrar simultaneamente o ECG e a presséo intraventricular. Fonte:
(VASCONCELOS et al., 2005).
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4.8 Anélises histopatoldgicas

Para as analises histopatoldgicas dos coragdes, nos diferentes grupos experimentais, 0s
animais foram heparinizados (1000 U.I/Kg). Ap6s 15 minutos, foi realizada a toracotomia e
aplicado solucdo de cloreto de potassio (KCl 10%) no atrio direito afim de manter os
cardiomidcitos em diastole. Em seguida, os coracfes foram removidos e fixados em formalina
tamponada a 10%, emblocados em parafina e seccionados em 5um de espessura para
posterior coloragdo de Tricromo de Masson. Essa analise foi realizada no Laboratério de
Patologia Molecular e Experimental (LPME), localizado no Instituto de Tecnologia e
Pesquisa (ITP), situado na Universidade Tiradentes (Aracaju, Sergipe, Brasil).

A area de fibrose foi mensurada através de fotografia microscopica das laminas
histologicas dos grupos experimentais em objetiva de 10x com aumento real de 100x e para a
medicdo relativa da area de fibrose foi realizada com auxilio do software ImageJ (1.52a,
Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA). A éarea de seccdo transversa do
ventriculo esquerdo também foi mensurada com auxilio do software ImageJ (1.52a, Wayne
Rasband, National Institutes of Health, USA).

4.9 Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos como medias + EPM. Comparacdes estatisticas foram
realizadas usando GraphPad Prism 6.0 (San Diego, CA, EUA). Diferencas significativas entre
os grupos foram determinadas por ANOVA de uma via, seguido de pds-teste de Tukey. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p <0,05.
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5 Resultados

5.1 Anélise morfométrica

A Fig. 9A mostra as imagens representativas dos coragdes isolados no final do
tratamento nos diferentes grupos experimentais. E possivel perceber o aumento do tamanho
do coracdo no grupo hipertrofia. Os resultados da analise morfométrica evidenciaram um
aumento na relacdo peso do coracao/peso corporal (4,89 = 0,13 mg/g, p < 0,05) no grupo ISO
em relacdo ao grupo controle (2,82 + 0,04 mg/g, p < 0,05), que foi atenuado no grupo 1SO +
nerol (3,77 £ 0,16 mg/g, p < 0,05) e no grupo 1ISO + NAC (3,48 + 0,08 mg/g, p < 0,05) Fig
9B. Com relacdo a razdo peso do coragdo/comprimento da tibia, os resultados mostraram
aumento nesse parametro no grupo ISO (350,4 * 8,64 mg/cm, p < 0,05) em relagdo ao grupo
controle (184,8 + 1,94 mg/cm), que foi atenuado pelo tratamento dos animais com ISO +
nerol (261,2 + 8,84 mg/cm, p < 0,05) e com o0 ISO + NAC (256,7 + 1,26 mg/cm, p < 0,05)
Fig. 9C.

A

I

I

I
I

Controle Nerol ISO ISO + Nerol ISO + NAC

tibia (mg/cm)
N
o
o

Peso coragédo/Peso corporal (mg/g)
o P N W N U O
Peso do coracdo/Tamanho da

Figura 9. Parametros morfométricos nos animais hipertréficos e tratados com o nerol.
(A) Imagens representativas dos coracOes dos grupos submetidos aos diferentes tratamentos
(B) Relacéo peso do coracéo/peso corporal e (C) peso do coragdo/comprimento da tibia nos
diferentes grupos experimentais (*p < 0,05 vs CTR; # p < 0,05 vs I1SO, n = 6). ANOVA de
uma via, seguido de pos-teste de Tukey.
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A Fig. 10 evidencia o peso corporal ao final do tratamento nos diferentes grupos
experimentais. Os resultados mostraram diminuig¢do do peso corporal (187,6 £2,9 g, p <0,05)
no grupo ISO em relacdo ao grupo controle (245,6 + 1,0 g, p < 0,05) que foi prevenido no
grupo I1SO + nerol (233,0 £ 1,9 g, p < 0,05) e no grupo I1SO + NAC (237,4 £1,6 g, p <0,05).
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Figura 10. Peso corporal dos animais nos diferentes grupos experimentais (*p < 0,05 vs
CTR; #p <0,05vs ISO, n =6). ANOVA de uma via, seguido de pos-teste de Tukey.

5.2 Marcadores bioquimicos de lesdo tecidual

Os resultados bioquimicos dos marcadores de dano tecidual evidenciaram um
aumento na concentracdo plasmatica de CPK (235,6 + 29,9 U/L, p< 0,05, Fig. 10A), CK-MB
(49,5 £ 5,57 U/L, p < 0,05, Fig. 10B), e LDH (126,8 £ 11,2 U/L, p < 0,05, Fig 10C) nos
animais tratados com ISO em relacéo ao grupo controle (CPK: 49,6 + 2,11 U/L, CK-MB: 6,52
+ 0,22 U/L; e LDH: 56,4 + 2,42 U/L). Interessantemente, como pode ser observado na Fig.
11A, B e C, os resultados revelaram que os niveis plasmaticos dos marcadores avaliados
retornaram ao valor do grupo controle nos animais tratados com o nerol (CPK: 48,20 + 9,75
U/L, CK-MB: 12,9 = 2,54 U/L; e LDH: 78,50 + 11,29 U/L, p < 0,05). O tratamento dos
animais com o NAC também mostrou atenuacdo do aumento dos marcadores bioquimicos
avaliados (CPK: 43,80 + 1,65 U/L, CK-MB: 12,30 + 0,16 U/L; e LDH: 72,60 + 1,72 U/L, p <
0,05).
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Figura 11. Parametros bioquimicos de dano tecidual avaliados nos animais hipertroficos
e tratados com o nerol. (A) CPK, (B) CK-MB e (C) desidrogenase lactica (LDH) nos
diferentes grupos experimentais (*p < 0,05 vs CTR; # p < 0,05 vs ISO, n = 6). ANOVA de
uma via, seguido de pos-teste de Tukey.
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5.3 Parametros eletrocardiograficos

A Fig. 12A mostra tragados representativos do ECG nos 5 grupos experimentais
avaliados. Pode se observar que no grupo 1SO ocorreu a inversdao da onda T (seta) no registro
eletrocardiogréfico, indicativo de isquemia do miocardio, o qual foi ndo foi evidenciado nos
animais tratados com nerol ou NAC. O aumento da massa dos ventriculos na hipertrofia
cardiaca causa um incremento na duracdo do QRS. Realmente, como pode ser observado na
Fig. 12B houve um aumento na duracdo do complexo QRS no grupo I1SO (43,4 £ 0,6 ms, p <
0,05) em relacéo ao grupo controle (22,75 + 0,32 ms, p< 0,05), o qual foi atenuado no grupo
ISO + nerol (23,0 £ 0,6 ms, p < 0,05) e no grupo ISO + NAC (23,7 £ 0,2 ms, p < 0,05).

Na mensuracdo do QTc, que mede o tempo de despolarizagdo e repolarizacdo dos
ventriculos, os resultados evidenciaram que houve diferenga entre os grupos I1SO (114,2 + 0,2
ms, p< 0,05), controle (69,1 £ 1,3 ms, p< 0,05), I1SO + nerol (56,6 + 5,7 ms, p <0,05) e ISO +
NAC (65,3 + 1,8 ms, p < 0,05, Fig. 12C). Entretanto, como se pode observar os animais
tratados apenas com o nerol apresentaram uma reducéo significativa do QTc em relacdo ao
grupo controle. Os resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa no PRi e

frequéncia cardiaca nos grupos experimentais avaliados (Fig. 12D e E).
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Figura 12. Parametros eletrocardiograficos nos animais hipetréficos e tratados com o
nerol. (A) registro das ondas eletrocardiograficas (B) Mensuracdo do complexo QRS, nos
diferentes grupos experimentais, (C) QT corrigido, (D) intervalo PR (E) frequéncia cardiaca
(*p < 0,05 vs CTR; # p < 0,05 vs ISO, n = 6). ANOVA de uma via, seguido de pds-teste de
Tukey.
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5.4 Contratilidade cardiaca

A Fig. 13A mostra registros de pressdo do ventriculo esquerdo (PVE) nos 5 grupos
experimentais avaliados. E possivel observar que no grupo 1SO ocorreu uma diminuicio da
PVE (caracteristico da insuficiéncia cardiaca), assim como, nos cora¢des dos animais tratados
apenas com o nerol. Os resultados médios da PVE (Fig. 13B) evidenciaram uma diminuicdo
significativa da PVE no grupo 1SO (10,9 + 2,9 mmHg, p < 0,05) em relagdo ao grupo controle
(46,9 £ 3,6 mmHg, p < 0,05) o qual foi atenuado no grupo ISO + Nerol (40,7 £ 2,2 mmHg, p
< 0,05) e no grupo 1SO + NAC (43,4 £ 1,3 mmHg, p < 0,05).

As andlises das curvas de PVE mostraram que houve reducdo na duragdo da sistole no
grupo 1SO (0,09 + 0,01 s, p < 0,05) em relacdo ao grupo controle (0,20 £ 0,03 s, p <0,05), 0
qual foi atenuada nos grupos 1SO + Nerol (0,14 £ 0,03s, p < 0,05) e ISO + NAC (0,18 + 0,05
s, p < 0,05, Fig. 13C). Com relacdo a duracgéo da diastole (Fig. 13 D), os resultados mostraram
ndo haver diferenca significativa desse parametro nos 5 grupos experimentais. Os resultados
mostraram que houve reducdo da +dP/dt (Fig. 13E) no grupo I1SO (496,7 £ 139,8, p < 0,05)
em relacdo ao grupo controle (975,8 £ 163,7, p < 0,05), o qual foi atenuado no grupo ISO +
Nerol (1095 + 48,6, p < 0,05) e no grupo ISO + NAC (1102 £ 5,18, p < 0,05). Os resultados
da -dP/dt também mostraram reducéo desse parametro no grupo 1SO (-190,5 £ 33,8, p < 0,05)
em relacdo ao grupo controle (-822,8 + 138,7, p < 0,05) o qual foi atenuado no grupo ISO +
Nerol (-558,0 £ 22,5, p < 0,05) e no grupo 1SO + NAC (-581,5 + 13,0, p < 0,05) (Fig. 13F).

Os animais tratados apenas com o nerol apresentaram tanto reducdo da +dP/dt quanto
da -dP/dt em relacdo ao grupo controle, como pode ser visto nas Fig. 13E e F,

respectivamente.
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Figura 13. Parametros contrateis nos animais hipetréficos e tratados com o nerol. (A)
Curvas de forga contratil ventricular esquerda (B) Mensuracdo da pressdo ventricular (C)
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duracdo da sistole (D) duracdo da diastole (E) derivada maxima da contracdo (F) derivada
minima da contracdo (*p < 0,05 vs CTR; # p < 0,05 vs Isso; & p < 0,05 vs Nerol n = 6).
ANOVA de uma via, seguido de pos-teste de Tukey.
5.5 Pressdo coronariana

A Fig. 14 evidencia os resultados da pressdo coronariana nos diferentes grupos
experimentais. E possivel observar que no grupo hipertréfico houve uma diminuicdo (44,6 +
1,6 cmH20, p < 0,05) em relagdo ao grupo controle (90,6 + 1,7 cmH20, p < 0,05), o qual foi
prevenido no grupo 1SO + nerol (77,6 + 1,4 cmH20, p < 0,05) e no grupo ISO + NAC (78,8 +
1,0 cmH20, p < 0,05)
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Figura 14. Pressdo coronariana nos animais hipertréficos e tratados com nerol (*p < 0,05
vs CTR; #p < 0,05 vs ISO, n = 6). ANOVA de uma via, seguido de pds-teste de Tukey.

5.6 Histopatologia

A Fig. 15 mostra cortes histologicos dos coracbes do grupo 1SO. O isoproterenol
promoveu alteracGes histologicas nos tecidos cardiacos avaliados. Dentre essas alteracoes,
podemos observar uma perda de tecido muscular cardiaco viavel com substituicdo por tecido
conjuntivo partindo do endocardio para o pericardio (Fig. 15A). Além disso, o tecido
apresentou edema (Fig. 15B), fibrose intersticial, indicios de necrose e aumento da atividade
angiogénica (Fig. 15C) e apresentou fuso celular bastante alongado com ndcleos volumosos
(Fig. 15D).



31

s
-

» -

\al
A :\‘ | §

c N T AR
: RN & -
R e \‘s‘
= x

s Q R "\n’.'."i;;.-‘t‘..qu’." S T > Bl Qj
Figura 15. Cortes histolégicos mostrando o dano tecidual do coracdo ocasionado pelo
isoproterenol. (A) Perda de tecido conjuntivo, luz ventricular (LV) e regido periluminal
(RPL) (B) presenca de edema intersticial e tecido conjuntivo fibroso (TCF), (C) tecido
conjuntivo fibroso (TCF) com presenca de angiogénese (seta), (D) fuso celular alongado com
nucleos volumosos.

A Fig. 16 mostra os cortes histolégicos nos 5 grupos experimentais: controle (A),
nerol (B), ISO (C), ISO + nerol (D) e ISO + NAC (E). Como pode ser visto no painel D, 0s
coracGes dos animais tratados com ISO + nerol mostraram apresentaram diminuicdo do
infiltrado inflamatdrio, edema intersticial e tecido conjuntivo fibroso associado a diminuicédo

da atividade angiogénica.
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Figura 16. Cortes histologicos dos coragdes nos diferentes grupos experimentais. Células
mononucleares (seta vermelha), aumento da atividade angiogénica (seta azul), fuso celular
compativel com fibroblastos (seta verde) e edema intersticial (seta preta) nos diferentes
grupos experimentais. (A) controle (B) nerol (C) isoproterenol (D) isoproterenol + nerol (E)
isoproterenol + NAC.



33

Ademais, os resultados histolégicos também evidenciaram que o isoproterenol foi
capaz de causar aumento na &rea de fibrose como podemos observar na Fig. 17. Foi observado
aumento da area de fibrose no grupo 1SO (61,13 + 3,16 %, p < 0,05) em rela¢do ao grupo
CTR (4,57 £ 0,11%). Interessantemente, os animais tratados ISO + nerol (25,60 £ 0,90%, p <
0,05) e ISO + NAC (26,44 £ 0,57%, p < 0,05) apresentaram uma diminuigéo significativa da
area de fibrose.

80
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* # * #

20+

Area de Fibrose (%)

Figura 17. Cortes histolégicos dos coragdes dos grupos experimentais avaliados. (A) A
area de fibrose esta representada pela seta branca. (a) controle (b) nerol (c) isoproterenol (d)
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isoproterenol + nerol (e) isoproterenol + NAC. (B) valor relativo da &rea de fibrose nos
diferentes grupos experimentais (*p < 0,05 vs CTR; # p < 0,05 vs ISO, n = 6). ANOVA de
uma via, seguido de pos-teste de Tukey.

A Fig. 18 mostra os cortes seccionais transversos dos cortes histoldgicos. E possivel
observar aumento da massa ventricular esquerda no grupo 1SO (345,0 + 2,6 pm?, p < 0,05) em
relacdo ao grupo CTR (84,6 + 2,2 um?, p < 0,05). Interessantemente, os animais tratados 1SO
+ nerol (220,0 + 2,8 um?, p < 0,05) e I1ISO + NAC (215,8 + 2,6 um?, p < 0,05) apresentaram

uma diminuicéo significativa da area de seccdo transversa do ventriculo esquerdo.
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Figura 18: Cortes seccionais transversos dos coracfes dos grupos experimentais
avaliados. (A) Cortes seccionais transversos. (B) valor relativo dos cortes seccionais
transversos nos diferentes grupos experimentais (*p < 0,05 vs CTR; # p < 0,05 vs ISO, n = 6).
ANOVA de uma via, seguido de pos-teste de Tukey.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, demonstramos pela primeira vez que o tratamento dos animais com o
monoterpeno nerol apresentou efeito protetor contra o estimulo hipertréfico cardiaco induzido
pelo isoproterenol. De fato, os resultados revelaram que o nerol atenuou o0 aumento da massa
cardiaca, conforme foi demonstrado pela reducéo da razéo peso do coragdo/peso do animal e
pela diminuicdo da area da secgdo transversal do ventriculo esquerdo. De fato, estudos
demonstraram que a administracdo de isoproterenol promove a aumento da razdo peso do
coracao/peso corporal (SINGH et al., 2011).

Além disso, sabe-se que o ISO possui acdo inibitoria frente ao horménio liberador
do hormdnio do crescimento (GHRH) (DE MELLO AIRES, 2008). Desse modo, com menos
horménio do crescimento (GH) circulante, ocorre diminuicdo da massa muscular esquelética,
onde os animais perdem peso corporal durante o tratamento com isoproterenol. Como ocorre
perda de massa corporal induzida pelo isoproterenol, é importante normalizar o peso do
coracdo pelo comprimento da tibia, parametro esse que ndo sofre alteracdo durante o
tratamento. Nesse parametro, 0s nossos resultados mostraram que o tratamento com nerol ou
NAC foi capaz de atenuar o aumento da massa cardiaca. Outro achado interessante foi que o
nerol preveniu a perda de massa corporea induzida pelo isoproterenol.

Como controle positivo, no nosso estudo, usou-se a N-acetilcisteina (NAC) que é uma
molécula com propriedade antioxidante a qual deve-se a sua utilizacdo como substrato para a
sintese da glutationa peroxidase (cedendo a cisteina), um potente antioxidante, e ao atomo
de hidrogénio presente no grupo tiol ou sulfidrila (-SH), que atua como um elétron na
neutralizacdo de radicais livres (ONDANI; CARVALHO; GALVAO, 2011). A literatura
mostra que a administracdo de NAC foi capaz de restaurar os niveis de glutationa e reduzir o
estresse oxidativo em coragdes de ratos infartados. Além disso, o0 NAC foi capaz de atenuar a
hipertrofia cardiaca do cardiomidcito, fibrose intersticial, disfuncdo do ventriculo esquerdo e
propensdo arritmogénica em diferentes modelos experimentais de lesdo cardiaca (REYES et
al., 2017). Os nossos resultados revelaram também a acéo cardioprotetora do NAC, uma vez
que ele foi capaz de atenuar as alteracdes, 0 aumento da massa cardiaca e a perda de massa
corporal nos ratos com hipertrofia cardiaca. Reyes et al. (2017) demonstraram que o NAC foi
capaz de prevenir as alteracbes morfométricas induzidas por ISO em ratos.

As células cardiacas contém muitas enzimas tais como desidrogenase lactica (LDH),
creatinofosquinase total (CPK-TOTAL) e creatinofosfoquinase fragio MB (CPK-MB). A

administracdo cronica do isoproterenol nos animais aumenta a demanda de oxigénio do
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coracdo devido ao aumento da contratilidade cardiaca, resultando em isquemia e privacdo de
glicose (HALEAGRAHARA; JULIAN; CHAKRAVARTHI, 2011). Com aumento da
contratilidade cardiaca ocorre lesdo dos cardiomidcitos, o que resulta no aumento da
permeabilidade das membranas celulares, permitindo o extravasamento de enzimas cardiacas
para a corrente sanguinea. A elevacdo sérica dessas 3 enzimas, no nosso modelo de hipertrofia
cardiaca, mostra que houve injuria miocardica e que o nerol foi capaz de reduzir
significativamente os marcadores bioquimicos de lesdo tecidual mostrando o seu efeito
cardioprotetor. O NAC também foi capaz de reduzir os marcadores enzimaticos avaliados.

A LDH ¢é uma enzima de transferéncia de hidrogénio que catalisa a oxidacdo do L-
lactato a piruvato na presenca de NAD+ (dinucleotideo de nicotinamida e adenina) como
receptor de hidrogénio. Esse processo é fundamental, pois resulta em energia para células. E
diante de uma injuria do tecido muscular ocorre aumento do LDH na corrente sanguinea
(GHORMADE et al., 2014). A CPK-TOTAL desempenha um importante papel na regulacéo
do metabolismo dos tecidos contrateis, como nos musculos esquelético e cardiaco e esta
presente no espaco entre as membranas da mitocdndria. No citosol, a CPK catalisa a
desfosforilagdo da creatinafosfato para produzir ATP a partir do ADP (ROSALKI et al.,
2004).

O ATP ¢ essencial para o funcionamento de actinomiosina ATPase, calcio ATPase e a
sodio-potassio ATPase. Da mesma forma que a LDH, quando ocorre lesdo do musculo
observa-se aumento da CPK sérica (WALLIMANN; WYSS; BRDICZKA, 1992; PASTORE
NETO et al., 2018). Ja a CPK-MB é uma subunidade da CPK-TOTAL e a mesma esta apenas
localizada no citoplasma dos cardiomidcitos, sendo assim a elevacdo da concentracdo
plasmatica da mesma indica que houve lesdo do tecido cardiaco.

Outros compostos também tém mostrado efeito cardioprotetor frente a hipertrofia
cardiaca reduzindo as enzimas LDH, CPK-TOTAL, CPK-MB. Podemos mencionar 0 6mega
3 (0,3 g/kg/dia, via oral) e o analogo do resveratrol, a isorhapontigenina (10°® mol/L, na agua
de beber), diminuiram significativamente as concentracbes dessas enzimas. O efeito
cardioprotetor foi atribuido, provavelmente, pela suas a¢des antioxidante e anti-inflamatoria
(ABBAS, 2016). A coenzima Q10, um potente antioxidante, também foi capaz de reduzir os
marcadores enzimaticos exercendo cardioprotecdo frente a hipertrofia cardiaca induzida por
isoproterenol (GHULE et al., 2009). Nesse contexto, varios estudos justificam a acdo
antioxidante tanto de extratos como de compostos isolados como um mecanismo
cardioprotetor de lesdo tecidual sobre esses marcadores enzimaticos cardiacos (
HALEAGRAHARA,; JULIAN; CHAKRAVARTHI, 2011; PANDA; KAR; BISWAS, 2017).
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O eletrocardiograma apresenta alta especificidade em identificar pacientes com
hipertrofia ventricular esquerda, entretanto menos sensivel que o ecocardiograma (COSTA et
al., 2009). Entretanto, sua maior disponibilidade associada ao baixo custo o converte em uma
das principais ferramentas que temos para o diagndstico da hipertrofia ventricular esquerda.
Observa-se aumento da amplitude do complexo QRS (devido ao desvio de orientagdo do
coracdo para a esquerda), aumento na duracdo do QRS (devido a maior ativacdo ventricular
transversa decorrente da maior massa do ventriculo esquerdo) e aumento da deflexdo
intrinsecoide (intervalo entre o inicio da inscri¢do e 0 ponto maximo do complexo QRS. Além
disso, na hipertrofia cardiaca tem-se aumento da area de fibrose no coracdo dificultado a
conducdo elétrica pelo coracdo contribuindo para o aumento do QRS (BACHAROVA et al.,
2014; JOLLY et al., 2015. Os nossos resultados mostraram que o nerol e 0 NAC foram
capazes de prevenir o aumento da duragdo do QRS e, com isso, podemos afirmar que os
mesmos impediram 0 aumento da espessura do ventriculo esquerdo, caracteristico da
hipertrofia cardiaca.

No ECG também podem ser observados alteracdes da repolarizacdo ventricular
decorrentes da hipertrofia cardiaca tais como, aumento do intervalo QT (QTi), infradesnivel
do segmento ST, inversdo da onda T (COSTA et al., 2009, BACHAROVA et al. 2014). Na
pratica clinica, o aumento do QTi (retardo na repolarizacdo ventricular) € um marcador de
risco de arritmias ventriculares e mortalidade por todas as causas. Os pacientes com
hipertrofia cardiaca, que apresentam aumento do QRS e apresentam prolongamento
concomitante do QTi possuem maior indice de mortalidade (HAUGAA et al.,, 2013,
HAUGAA et al., 2014). Entretanto, Haugaa et al. (2014) mostraram que apenas 6% dos
pacientes com hipertrofia cardiaca (aumento da voltagem do QRS) apresentavam
prolongamento do QTi. No nosso estudo, foi observado prolongamento do QTi no grupo
hipertrofia. No grupo tratado somente com nerol, foi observado diminuicdo do QTc. Isso pode
ser explicado uma vez que foi demonstrado que o nerol é um blogueador do canal para célcio
do tipo-L em coracdo de cobaia, 0 que acarreta em diminuicdo da fase do platd do potencial
de acdo cardiaco, acelerando a repolarizacao ventricular (BACHA et al., 2018).

Com relacdo ao intervalo PR que mede o tempo de conducdo desde o nodo sinusal
até as fibras, estudos com a hipertrofia cardiaca patologica evidenciaram discreta ou nenhuma
alteracdo no intervalo PRi (HANCOCK et al., 2009). Nos nossos resultados, os animais
hipertroficos ndo apresentaram alteracdo nesse intervalo. Entretanto, diferente dos nossos
resultados, SYSA-SHAH; SORENSEN; ABRAHAM, 2015 constataram diminui¢do do PRi

em camundongos transgénicos com hipertrofia cardiaca.
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Nos éatrios, a despolarizacdo ocorre do endocérdio para o epicardio e a repolarizacéo
tem inicio onde se iniciou o processo de despolarizagdo. Nos ventriculos o processo de
despolarizacdo ocorre também do endocardio para o epicardio, mas a repolarizacdo ocorre do
epicardio para o endocardio (AZEVEDO, 1999). Isso ocorre devido as células epicardicas
apresentarem um potencial de acdo mais curto do que as células endocéardicas (NERBONNE,
2016) decorrente de uma maior expressdo das correntes de potassio ‘transient outward’ (Iiof €
ltos) Nas células epicardicas que diminui a duracdo do potencial de acdo (NERBONNE, 2016;
WICKENDEN et al., 1999). Em condigdes fisiologicas, 0 complexo QRS apresenta 0 mesmo
sentido da onda T (AZEVEDO, 1999).

Na hipertrofia cardiaca, ocorre aumento da massa muscular associada a reducdo do
fluxo coronariano, diminuindo a irrigagdo sanguinea do coracdo podendo, levar a isquemia e
necrose miocardica. No ECG, pode ser visualizada a inversdo da onda T decorrente da
isquemia (AZEVEDO, 1999). A inverséo da onda T foi observada no grupo dos animais
tratados com isoproterenol, o que se significa que os coracfes apresentavam isquemia do
miocardio (KRENEK et al., 2009; MANSUR et al., 2006). Interessantemente, inversdo da
onda T ndo observada com os tratamentos com o nerol e NAC. A literatura mostra que o NAC
(50 mg/kg) também conseguiu atenuar o prolongamento do QRS, QTc e inversdo de onda T
ocasionado pelo tratamento do ISO (REYES et al., 2017). Ja outro composto antioxidante, ja
comprovado na literatura, é o extrato do Ginkgo biloba (100 mg/kg) que também apresentou
atividade anti-hipertrofica em ratos prevenindo as alteracbes promovidas pelo 1SO, tais como
a inversdo de onda T (MESQUITA et al., 2017).

E sabido que o coragdo apresenta alteracdes no intervalo de tempo entre batimentos
cardiacos, ou seja, a frequéncia cardiaca ndo apresenta periodicidade ao longo do curso
temporal (PEREIRA, 2018). Apesar da propriedade peculiar do coracdo em produzir o seu
potencial elétrico para a estimulacdo das suas proprias células, é através do sistema nervoso
autbnomo (SNA) que ocorre pela regulacdo da atividade cardiaca, especificamente por meio
dos sistemas nervoso autbnomo simpatico (SNS), responsavel pelo aumento da frequéncia
cardiaca e sistema nervoso autdbnomo parassimpatico (SNP), responsavel pela diminuicdo da
frequéncia cardiaca, através do aumento do ténus vagal, os quais articulam a geracéo elétrica
espontanea das células do marca-passo (AIRES, 2015; MAIDA, 2016; SANTOS, 2016).

Observamos em nossos resultados que ndo houve alteragbes na frequéncia cardiaca
nos diferentes grupos experimentais. Esse achado pode ser explicado pelo aumento do volume
diastolico final na falha cardiaca com fracdo de ejecdo preservada (HFpEF). Em periodos de

maior demanda de volume sanguineo o coragdo com HFpEF, ndo possui capacidade suficiente
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de aumentar o débito cardiaco, devido a uma forte relacdo pressdo-volume diastdlica e um
aumento na relacdo pressdo vertical-sistolica final quase vertical, levando a um volume
sistdlico fixo e volumes insuficientemente aumentados. Consequentemente, 0s coragdes com
HFpEF tém uma dependéncia maior por administragdo de vasodilatadores, resultando numa
maior queda no volume sistélico e reducdo da pressdo arterial, apesar das altas pressdes de
enchimento (MAATEN et al., 2016).

A hipertrofia cardiaca promove perda de funcdo contratil do ventriculo esquerdo,
proporcionando uma diminuicdo da pressdo do ventriculo esquerdo (PVE) a qual é
reconhecida como insuficiéncia cardiaca. Estudos mostraram que células cardiacas isoladas de
ratos com hipertrofia cardiaca apresentaram tanto diminui¢do no transiente intracelular de
calcio quanto diminuicdo da expressdo e da atividade da ATPase de célcio do reticulo
sarcoplasmético (SERCA) (BERS; EISNER; VALDIVIA, 2003; GAVIOLI et al., 2014). Esse
altimo, diminui o estoque de célcio no reticulo sarcoplasmatico, contribuindo para a reducdo
da contratilidade cardiaca. Nossos resultados também evidenciaram que 0s animais tratados
com nerol ou NAC apresentaram uma melhora acentuada da PVE, similar ao grupo controle.

Outro fator que contribui para a insuficiéncia cardiaca observada na hipertrofia
cardiaca € o processo de dessensibilizagdo dos receptores [B-adrenérgicos. Sabe-se que a
dessensibilizagdo dos receptores B-AR, mediado pela B-arrestina e a quinase do receptor
acoplado a proteina G (GRK2) (SATO; NASU, 2015) com diminuicdo da expressdo do
receptor Bl-adrenérgico (NOOR; PATEL; ROCKMAN, 2011). O tratamento de animais
hipertréficos com o extrato do Ginkgo biloba foi capaz de aumentar a expressao do receptor
B1-adrenérgico e diminuir a expressdo do receptor muscarinico M2 impedindo a disfuncao
contratil do ventriculo esquerdo (MESQUITA et al., 2017). A PVE também foi reduzida nos
animais tratados apenas com o nerol, fato que pode ser explicado pelo bloqueio do canal para
calcio do tipo-L (MENEZES-FILHO et al., 2019).

Outro parametro avaliado nas curvas de PVE foi a dP/dt, que representa a variagdo da
pressao exercida pelo ventriculo em funcdo do tempo, consistindo em um indice utilizado para
avaliar a velocidade das fases de contracdo (+dP/dt) e do relaxamento cardiaco (-dP/dt)
(IMANISHI et al., 1994). Nossos resultados mostraram que a reducdo da PVE no grupo
hipertrofia foi acompanhada de diminui¢do na duracdo da sistole e +dP/dt. Nessa situacdo,
para ocorrer diminuicdo da +dP/dt, a reducdo da PVE foi maior que a reducdo da duracdo da
sistole. Essas alteragdes foram prevenidas com os tratamentos dos animais com o nerol e
NAC. Além disso, a —dP/dt que mede a velocidade do relaxamento foi reduzida no grupo 1SO

apesar de ndo ter sido observado a reducdo na duracdo da diastole. O relaxamento mais lento
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na hipertrofia pode ser decorrente da diminui¢do da expressdo da SERCA, principal proteina
responsavel pela recaptacdo de célcio no relaxamento (BERS; EISNER; VALDIVIA, 2003).
Similar a fase de contragéo, a fase de relaxamento tornou-se mais lenta. Tanto o nerol quanto
0 NAC foram capazes de prevenir essas alteracbes. Como o nerol reduziu a PVE, era de se
esperar também reducdo tanto da +dP/dt quanto da -dP/dt.

E sabido que a pressdo coronariana é importante para a manutencio da funcio
ventricular. Nossos resultados evidenciaram que ocorreu uma diminuicdo da pressdo de
coronariana nos animais do grupo hipertrofico. Essa queda implica em lesGes na regido do
subendocardio, tais como necrose, inflamacao, fibroplasia e fibrose durante a fase cronica da
administragdo do isoproterenol, onde é possivel observar relagdes substanciais dessas lesdes
com ocorréncia da disfungdo (KOIKE 2010). Interessantemente, 0s animais submetidos ao
tratamento com nerol ou NAC, foram capazes de atenuar a queda da pressdo coronariana.

A reacdo inflamatéria envolve, infiltra, dissocia e destroi os feixes de fibras
musculares, formando blocos residuais compostos de células necréticas (células de limites
irregulares, eosinofilia citoplasmatica aumentada e auséncia de detalhes subcelulares, como
nacleos e estriagbes transversais) ou em franco processo degenerativo (edemaciadas ou
atréficas, com ndcleos picnoticos). Notavelmente, o tratamento com nerol foi capaz de
atenuar essas alteracfes histopatoldgicas, tais como promovendo diminui¢do do infiltrado
inflamatério, do edema e das areas focais de fibrose. A prevencdo de alteracfes
histopatoldgicas do tecido cardiaco induzida por ISO é importante uma vez que melhora a sua
contratilidade (GIAM et al., 2016). Semelhante ao nerol, o geniposide (50 mg/kg/dia, via i.p.),
um potente antioxidante, administrado durante duas semanas, conseguiu inibir a fibrose
intersticial mediada por ISO em camundongos (LI e et al., 2018).

A literatura mostra que o nerol € um bloqueador do canal para célcio do tipo-L em
coracao de cobaia. Estudos mostram que antagonistas de canais para calcio, por diminuirem a
sobrecarga de calcio intracelular, reduzem a injuria cardiaca induzida pelo isoproterenol,
exercendo um efeito cardioprotetor frente a hipertrofia cardiaca. A nifedipina, um classico
blogueador de canal para célcio, apresentou efeito anti-hipertréfico por inibicdo da CAMKII e
NFAT (AGO et al., 2010, PINELLI et al., 2004). Na hipertrofia cardiaca induzida pelo 1SO,
ocorre a ativacdo da PKA que fosforila proteinas alvo, tais como canal para célcio do tipo-L e
RyR, que vdo promover aumento do calcio intracelular. O aumento da concentragio de Ca*?
intracelular ativa a CaMKII (uma cinase da HDAC), que no nucleo vai fosforilar a histona
desacetilase (HDAC) classe Il, promovendo a sua saida do nucleo. Desse modo, a HDAC

classe Il deixa de inibir o NFAT que é um fator de transcri¢cdo génica que promove o0 aumento
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de genes envolvidos na hipertrofia cardiaca. Outro exemplo é o verapamil (antagonista para
calcio) que apresentou também efeito anti-hipertrofico protegendo contra o aparecimento de
lesbes histologicas do miocéardio, alteraces eletrocardiogréaficas, alteracdes dos niveis
plasmaticos de troponina | e alteracbes hemodinadmicas (FERREIRA FILHO et al., 2010).
Nossa hipétese é que o nerol, por bloquear canal para calcio, reduz o calcio
intracelular e, consequentemente, impede a ativagdo da CaMKII que deixa de fosforilar o
HDAC classe |1, impedindo a sua saida para o citoplasma. A HDAC classe Il no ndcleo vai
inibir o NFAT. Entretanto, é preciso investir esforcos para elucidar a via de sinalizacao
molecular envolvida no efeito cardioprotetor do nerol frente a hipertrofia cardiaca induzida

pelo isoproterenol.
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7 CONCLUSAO
Em conclusdo, demonstramos que o tratamento dos animais hipertréficos com o nerol

foi capaz de prevenir:

- O aumento da massa ventricular induzida por isoproterenol,

- A perda de massa corporal induzida por isoproterenol;

- O aumento dos marcadores bioquimicos de lesdo tecidual;

- As alteracdes eletrocardiogréficas, tais como aumento do QRS e inversdo da onda T e QTc,
caracteristicos da hipertrofia cardiaca;

- A diminuicdo da pressdo do ventriculo esquerdo;

- A diminuicdo da pressao coronariana;

- A fibrose intersticial com perda de tecido de conjuntivo, necrose, o aumento do infiltrado

inflamatoério e edema celular;
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como o nerol age de forma semelhante ao verapamil e a nifedipina, agindo como
bloqueador de canal de célcio, pretendemos avaliar se o efeito cardioprotetor do nerol é
mediado pela inibicdo da CAMKII (célcio-calmodulina quinase 1), calcineurina e NFAT, um
mecanismo de sinalizagdo comumente ativado na hipertrofia patol6gica. Além disso, também
iremos avaliar se o nerol é capaz diminuir o estresse oxidativo envolvido no processo

hipertrdfico.
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