698

5 UNIVERSIDADE
@ FEDERAL DE
4y

yw SERGIPE
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

JOSE EVALDO RODRIGUES DE MENEZES FILHO

0S ISOMEROS DO ISOPULEGOL BLOQUEIAM CANAIS PARA
CALCIO TIPO-L E ATENUAM A HIPERTROFIA CARDIACA EM
RATO: VIA PKA E ERK 1/2

ARACAJU

2019



'6T0C
"Z/T M3 8 Wi BIA :S0RJ W edeIpIed eljosuiadiy @ Wenuale 8 01o]ed op ogdezijeuls  wenpow joBajndost op sosawgst SO * ¥'3°C ‘0y|14-Sazausin




JOSE EVALDO RODRIGUES DE MENEZES FILHO

0S ISOMEROS DO ISOPULEGOL BLOQUEIAM CANAIS PARA CALCIO
TIPO-L E ATENUAM A HIPERTROFIA CARDIACA EM RATO: VIAPKAE
ERK 1/2

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo
em Ciéncias da Saude da Universidade Federal de
Sergipe como requisito a obtencdo do grau de

Doutor em Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Lucindo José Quintans Janior

Co-orientadora: Profa. Dra. Carla Maria Lins de VVasconcelos

ARACAJU

2019



JOSE EVALDO RODRIGUES DE MENEZES FILHO

0S ISOMEROS DO ISOPULEGOL BLOQUEIAM CANAIS PARA CALCIO
TIPO-L E ATENUAM A HIPERTROFIA CARDIACA EM RATO: VIAPKAE
ERK 1/2

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduagéo
em Ciéncias da Salude da Universidade Federal de
Sergipe como requisito & obtencdo do grau de
Doutor em Ciéncias da Saude.

Aprovada em: 17/06/2019



ARACAJU

2019

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA BISAU

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

Menezes Filho, José Evaldo Rodrigues de

M543i Os isdbmeros do isopulegol bloqueiam canais para calcio tipo-l e atenuam a
hipertrofia cardiaca em rato: via PKA e ERK 1/2 / José Evaldo Rodrigues de Menezes

Filho ; orientador Lucindo José Quintans Junior ; coorientadora Carla Maria Lins de
Vasconcelos. — Aracaju, 2019.

108 f. :il.

Tese (doutorado em Ciéncias da Saude) — Universidade Federal de Sergipe, 2019.

1. Hipertrofia do coracdo. 2. Monoterpenos. 3. Estresse oxidativo. |. Quintans
Janior, Lucindo José, orient. Il. Vasconcelos, Carla Maria Lins de, coorient.. lll. Titulo.

CDU 616.12-007.61




0S ISOMEROS DO ISOPULEGOL BLOQUEIAM CANAIS PARA CALCIO
TIPO-L E ATENUAM A HIPERTROFIA CARDIACA EM RATO: VIAPKAE
ERK 1/2

Tese apresentada ao Nucleo de Pds-Graduacao
em Ciéncias da Saude da Universidade Federal
de Sergipe como requisito a obtencdo do grau

de Doutor em Ciéncias da Salde.

Aprovada em: 17/06/2019

Dr. Lucindo José Quintans Junior (Orientador)

Dra. Carla Maria Lins de Vasconcelos (Coorientadora)

Dra. Flavia Viana Moreira (1° membro)

Dra. Luana Heimfarth (2° membro)

Dr. André Sales Barreto (3° membro)

Dr. Charles dos Santos Estevam (4° membro)



Suplentes

Dra. Vanessa Pereira Tortelli (1° suplente)

Dr. Américo Azevedo de Souza (2° suplente)

Vi



vii

“Agradeca, agradeca, agradeca! Agradeca sempre! Agradeca por tudo que
vocé tem, por tudo que recebe. Agradeca por tudo que ainda vai receber!
Agradeca ate por aquilo que ndo entende e também né&o aceita!

Essa é a melhor maneira e também a mais inteligente de ter uma atitude
positiva em relacdo a vida! O proprio ato de agradecer atrai 0 melhor para
VOCE.

Agradeca pelos fracos, pelos chatos, pelos pobres de espirito. Agradeca
pelos amigos, por aquelas pessoas que te agradam!

Agradeca pelos momentos felizes. N&o deixe de manifestar gratidao aos
membros de sua familia. Seus pais, seus irméos sdo os vinculos mais fortes
que vocé tem!

O ato de agradecer ajuda o coragdo! Ajuda a mente a se abrir! Talvez para
sair desse buraco que muitas vezes VOcé se encontra é preciso agradecer.
Experimente agradecer a tudo e a todos! Agora!

N&o é possivel vocé passar por essa vida sem ter o habito de agradecer!
Gratiddo continuada, entende isso? Demonstrar pelo seu exemplo, pelos
gestos, pelo afeto, pelo olhar, pelo coracdo, a gratiddo que vocé tem por ter
vindo a esse mundo!

Vocé sempre tera algo pelo que agradecer e quando comecar a fazer isso,
observe-se! Fique atento e perceba como a vida fica mais gostosa de ser
compartilhada. Assim como é certo que é dando que se recebe, também €
verdade que ¢ agradecendo que se alcanca!”

Luiz Carlos Mazzini



viii

Ao meu irmdo Osvaldinho, minha ancora e meu maior exemplo,
DEDICO

A Deus,
O autor da minha vida
OFERECO



RESUMO

MENEZES-FILHO, José Evaldo Rodrigues. OS ISOMEROS DO ISOPULEGOL
BLOQUEIAM CANAIS PARA CALCIO TIPO-L E ATENUAM A
HIPERTROFIA CARDIACA EM RATO: VIA PKA E ERK 1/2. Tese de doutorado
em Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Sergipe, Aracaju, 2019.

Introducdo: A hipertrofia cardiaca (HC) é caracterizada pelo remodelamento do tecido
cardiaco acompanhada de alteragdo na sua fungdo contrétil e elétrica. O isopulegol é um
monoterpeno alcoolico com atividades antioxidante, ansiolitica e anticonvulsivante.
Objetivos: Investigar os efeitos dos isomeros (+)-isopulegol ((+)-I1SP) e (-)-isopulegol
((-)-1SP) na sinalizacdo do célcio intracelular e hipertrofia cardiaca induzida por
isoproterenol (ISO). Métodos: Os efeitos contrateis dos isbmeros foram avaliados em
atrio esquerdo montado em cuba para 6rgéo isolado e em cardiomidcito ventricular de
rato pela fragdo de encurtamento usando sistema de detecc¢do de bordas (lonoptix). Em
cardiomidcito ventricular isolado, foram avaliados a corrente de célcio tipo-L (lcaL)
pela técnica de ‘patch-clamp’ na configuragdo ‘whole-cell’ bem como o transiente
intracelular de calcio usando a miscroscopia confocal (sonda FLUO 4AM) em situacao
controle e apds a incubacdo com 100 UM dos isémeros do ISP. O docking foi feito para
avaliar a interacdo dos isbmeros com o canal para calcio tipo-L. A HC foi induzida pela
administracdo de ISO (4,5 mg/kg, 7 dias, i.p). Foram avaliados 4 grupos de animais: 1)
controle (salina 0,9% + DMSO 0,1%), 2) isoproterenol (1ISO), 3) ISO + (-)-ISP (50
mg/kg) e 4) ISO + (+)-ISP (50 mg/kg). Nos animais hipertroficos e tratados, foram
avaliados os parametros morfométricos, eletrocardiograficos, marcadores séricos
bioguimicos (LDH, CPK e CK-MB), estresse oxidativo (TBARS, SOD, CAT e GPx),
mediadores inflamatorios (TNF-a ¢ IL-1p), expressdo de proteinas (PKA C-a, CAMKII,
o/ CAMKII, ERK!: total, p-ERKY2, SERCA, sarcalumelina, PPly e NCX).
Resultados: o (-)-ISP (CEso = 533,0 + 53,80 uM) e o (+)-ISP (CEsp =1836 + 165,71
UM) reduziram a contratilidade atrial, de modo dependente de concentracdo. Em
cardiomidcito ventricular, apds a incubacdo com 100 pM de (-)-ISP e (+)-ISP, foi
observado tanto reducdo da fracdo de encurtamento (40% e 28%) quanto reducdo da
IcaL (em 68% e 59%), respectivamente. Além disso, os (-)-ISP e (+)-ISP reduziram o
transiente intracelular do calcio em 21% e 22%, respectivamente. O docking revelou a
interacdo do (-)-ISP e (+)-ISP com o canal para calcio do tipo-L com energias -65,84
Kcal/mol e -63,09 Kcal/mol, respectivamente. Os animais hipertroficos apresentaram
aumento na relagdo peso do coragdo/peso corporal (5,12 + 0,09 mg/g, p<0,05), bem
como do peso do coracdo/comprimento da tibia (364,20 = 13,74 mg/cm, p<0,05)
quando comparado ao grupo controle (3,52 = 0,11 mg/g; 246,2 + 6,33 mg/cm) e que
foram atenuados pelo tratamento com o (-)-ISP (4,26 + 0,11 mg/g e 299,40 + 7,45
mg/cm) e (+)-ISP (4,42 + 0,03 mg/g e 318,10 + 3,24 mg/cm). O (-)-ISP e (+)-ISP foram
capazes de prevenir as alteracOes eletrocardiograficas (aumento do QRS, QTc e
deflex&o intrinsecoide) e o aumento dos niveis séricos de LDH, CPK e CPK-MB dos
animais hipertréficos. Além disso, o tratamento dos animais com (-)-ISP e (+)-ISP foi
capaz de reduzir o estresse oxidativo promovendo diminui¢do do TBARS e aumento da
SOD, CAT e GPx, assim como reducdo de TNF-a (em 59% e 10,24%) e IL1-f (em
34% e 55%), respectivamente. O tratamento dos animais com (-)-ISP e (+)-ISP
diminuiu a superexpressdo de proteinas envolvidas na HC (PKA, ERK1/2 e NCX),
assim como, preveniu a diminuicdo da expresséo da SERCA e sarcalumelina.
Concluséo: Os isémeros do isopulegol bloqueiam canais para calcio tipo-L reduzindo o
transiente intracelular de calcio no cardiomiocito ventricular apresentando efeito
cardioprotetor em modelo de hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.



Descritores: Monoterpenos, hipertrofia cardiaca, sinalizacdo do célcio, estresse
oxidativo, coracéo, isoproterenol.
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ABSTRACT

MENEZES-FILHO, José Evaldo Rodrigues. ISOPULEGOL ISOMERS BLOCK L-
TYPE CALCIUM CHANNEL AND ATTENUATE THE CARDIAC
HYPERTROPHY IN RATS: PKA AND ERK 1/2 PATHWAY . PhD thesis in
Health Sciences, Federal University of Sergipe, Aracaju, 2019.

Introduction: Cardiac hypertrophy (CH) is characterized by the remodeling of cardiac
muscle associated with change in its contractile and electrical function. Isopulegol is an
alcoholic monoterpene with antioxidant, anxiolytic and anticonvulsant activities.
Objectives: To investigate the effects of (+)-isopulegol ((+) - ISP) and (-)-isopulegol ((-
)-1SP) isomers on intracellular calcium signaling and cardiac hypertrophy induced by
isoproterenol (ISO). Methods: The contractile effects of isomers were evaluated in rat
left atrium mounted and ventricular cardiomyocyte of rat by shortening fraction using
edge detection system (lonoptix). In ventricular cardiomyocyte were evaluated the L-
type calcium current (IcaL) by patch-clamp technique in ‘whole-cell” configuration and
intracellular calcium transient by confocal microscopy (FLUO 4AM) was investigated
in control situation and after incubation with 100 uM of both isomers. The docking was
done to analysis the interaction of isomers with the L-type calcium channel. Cardiac
hypertrophy was induced by administration of 1SO (4.5 mg/kg, 7 days, i.p.). Four
groups of animals were evaluated: 1) control (saline 0.9% + DMSO 0.1%), 2)
isoproterenol (ISO), 3) ISO + (-)-ISP (50 mg/kg) and 4) ISO + (+)-ISP (50 mg/kg). In
hypertrophic and treated animals were evaluated morphometric and
electrocardiographic parameters, biochemical markers (LDH, CPK and CK-MB),
oxidative stress (TBARS, SOD, CAT e GPx), inflammatory mediators (TNF-a and IL1-
B), expression of proteins (PKA C-a, CAMKII, o/p CAMKII, ERK % total, p-ERK %,
SERCA, sarcalumenin, PP1y e NCX. Results: showed that (-)-ISP (ECso = 533.0
53.80 uM) and (+)-ISP (ECso = 1836 + 165.71 uM) reduced the atrial contractility, of
concentration dependent manner. In ventricular cardiomyocytes, after incubation with
100 uM of (-)-ISP and (+)-ISP was observed reduction of shortening fraction (40% and
28%) and lIcaL (68% and 59%), respectively. In addition, (-)-ISP e (+)-ISP reduced the
intracellular calcium transient in 21% and 22%, respectively. The docking revealed the
interaction of (-)-ISP and (+)-ISP with the L-type calcium channel with energies -65.84
Kcal/mol and -63.09 Kcal/mol. Hypertrophic animals presented increase of heart
weight/body weight ratio (5.12 + 0.09 mg/g, p < 0.05) as well as heart weight/tibia
length ratio (364.20 £ 13.74 mg/cm, p < 0.05) in compared to control (3.52 + 0.11
mg/g; 246.2 + 6.33 mg/cm) and were attenuated with treatment with (-)-ISP (4.26 *
0.11 mg/g and 299.40 £ 7.45 mg/cm) and (+)-I1SP (4.42 £ 0.03 mg/g and 318.10 + 3.24
mg/cm). (-)-ISP and (+)-ISPs were able to prevent electrocardiographic changes
(increase of QRS, QTc and intrinsicoid deflection) and increase of serum levels of
LDH, CPK and CPK-MB of hypertrophic animals. In addition, the treatment of
hypertrophic animals with (-)-ISP and (+)-ISP the oxidative promoted decrease of
TBARS and increase of SOD, CAT and GPx. Furthermore, inflammatory mediators
TNF-a (in 59% and 40%) and IL1-P (in 34% and 55%) were reduced in the two groups
treated with (-)-ISP and (+)-1SP, respectively. Treatment of animals with (-)-ISP and
(+)-ISP decreased the overexpression of proteins involved in cardiac hypertrophy (PKA,
ERK1/2, NCX), as well as prevented the decrease of SERCA and sarcalumelin
expression. Conclusion: The isopulegol isomers block L-type calcium channels
reducing the intracellular calcium transient in the ventricular cardiomyocyte exhibiting
cardioprotective effect in isoproterenol-induced cardiac hypertrophy model
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Descritpors: Monoterpenes, cardiac hypertrophy, calcium signaling, oxidative stress,
heart, isoproterenol.
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1. INTRODUGCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) séo consideradas a principal causa de morte
em paises ricos e emergentes (Mendis et al., 2015). Em 2015, aproximadamente 17
milhdes de pessoas morreram de DCV correspondendo a 31% de todas as mortes no
mundo (Writing Group et al., 2016). Em 2030, estima-se que esse numero deva
aumentar para 26,3 milhGes de pacientes com DCV (Mendis et al., 2015). A ‘American
Heart Association’ considera que, em 2030, o custo global com DCV seré de 1,4 bilhdes
de ddlares, sendo considerado um custo elevado para os sistemas publicos de satde. No
Brasil, foi constatado em 2013 que 29,8% dos 6bitos foram decorrentes de DCV (Rocha
etal., 2017).

Diante de um aumento de pré-carga ou poOs-carga, O coragdo passa por um
processo adaptativo caracterizado por aumento da massa cardiaca conhecido como
hipertrofia cardiaca (HC). Inicialmente, a HC aumenta a contratilidade cardiaca em
decorréncia do aumento do numero de sarcobmeros em paralelo no cardiomidcito. Além
disso, ocorrem mudangas na expressdo de genes que induzem alteragcbes no
metabolismo, contratilidade cardiaca e sobrevivéncia do cardiomidcito que podem
culminar em insuficiéncia cardiaca, arritmias e morte sUbita. Portanto, a presenca da HC
constitui-se em um importante fator de risco cardiovascular (Balakumar et al., 2010;
Samak et al., 2016).

Como caracteristica da HC tem-se, inicialmente, um aumento concéntrico da
massa do ventriculo, ou seja, reducao da dimensdo da cAmara ventricular associada com
aumento da espessura da parede do ventriculo esquerdo. Nessa situacao, a espessura do
cardiomidcito aumenta mais que o seu comprimento. Nessa condicdo, observa-se ainda
a funcdo contratil preservada. Entretanto, essa condicdo progride para dilatacdo da
camara ventricular conhecida como hipertrofia excéntrica, onde o comprimento do
cardiomidcito aumenta mais do que sua espessura 0 que compromete a funcao contratil
do mdasculo (remodelacdo mal-adaptativa). A hipertrofia patoldgica € geralmente
acompanhada de fibrose no intersticio e regido perivascular e morte dos cardiomiécitos,
com aumento dos niveis de colageno tipo | e ativacdo de miofibroblastos (Maillet et al.,
2013).

A HC pode ser induzida experimentalmente pela administracdo cronica de

isoproterenol, um agonista f-adrenérgico. O processo de lesdo miocardica induzida pelo



isoproterenol esta baseado na toxicidade gerada pela sobrecarga de calcio, decorrente da
ativacdo dos canais para calcio sarcolemais. Estudos mostraram que o verapamil
(antagonista do canal de célcio), usado como vasodilatador no tratamento da isquemia
coronariana, reduziu a pressao arterial e a frequéncia cardiaca em animais que recebem
isoproterenol. Os resultados mostraram que o verapamil protegeu contra o aparecimento
de lesGes no miocardio, alteracGes eletrocardiograficas e altos niveis plasmaticos de
troponina 1, prevenindo tambeém as alteragdes hemodindmicas. Os efeitos protetores
foram atribuidos a atividade antagonista de calcio da droga (Bombig et al., 1996;
Pinneli et al., 2004; Ferreira Filho et al., 2010).

A literatura relata que os constituintes isolados de dleos essenciais, tais como 0s
terpenos exibem a capacidade de inibir canais para calcio tipo-L na membrana do
cardiomiécito, de forma semelhante ao verapamil, reduzindo a contratilidade do
coracdo. Dentre esses terpenos podemos citar a R-(+)-pulegona (Cerqueira et al., 2011),
cis-epoxi-carvona (Souza, 2013), (-)-carvona (Silva, 2019), geraniol (Menezes-Filho et
al., 2014), nerol (Menezes-Filho et al., 2019), nerolidol e farnesol (Souza, 2016,
Vasconcelos et al., 2017) e terpineno 4-ol (Gondim et al., 2017). Os antagonistas para
canal para célcio vém sendo empregados no tratamento da hipertenséo arterial, angina
do peito, arritmias cardiacas e HC (Pitt, 1997; Muntwyler, Follath, 2001, Lubsen et al.,
2005, Takami, Shigematsu, 2003, Fagard et al., 2009).

Além de atuarem como antagonistas do célcio, os terpenos também apresentam
potente atividade antioxidante (Guimaraes et al., 2010; Rabito et al., 2013; de Andrade
et al., 2017). E sabido que a capacidade antioxidante esta envolvida na prevencdo e
protecdo de patogénese das DCV, tais como a HC (Bell et al., 2001; Date et al., 2002;
Liao, 2004). Varios compostos naturais, por apresentarem atividade antioxidante tém
sido investigados por seus efeitos cardioprotetores frente a HC (Silva et al., 2019).
Dentre eles podemos citar o honokiol (composto bifendlico) (Pillai et al., 2015),
curcumina (Li et al., 2008), apocinina (Salem et al., 2018), extrato do Ginkgo biloba
(Mesquita et al., 2017), coenzima Q10 (Ghule et al., 2009), &cido galico (Ryu et al.,
2016), luteina (Conceicéo, 2019), entre outros.

Dentre os monoterpenos destaca-se o isopulegol, um monoterpeno alcodlico
encontrado em oOleos essenciais de uma variedade grande de plantas aromaticas. O
isopulegol tem sido utilizado na fabricacdo de perfumes com composicéo floral, poréem,

a sua principal utilidade vem sendo como intermediério sintético na preparacdo do
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mentol (Chuah et al., 2001). O isopulegol pode ser encontrado na forma de dois
isdbmeros o (-)—isopulegol e (+)-isopulegol. Esse monoterpeno apresenta uma variedade
de atividades bioldgicas ja reportadas na literatura: atividade depressora do sistema
nervoso central e ansiolitica (Silva et al., 2007), anticonvulsivante (Silva et al., 2009b),
antioxidante, gastroprotetora (Silva et al., 2009a), anti-tumoral, antifingica (Salem et
al., 2018), anti-inflamatéria (Bounihi et al., 2013) e anti-microbiana (Ebani et al.,
2018). Entretanto, ndo ha estudos mostrando a agdo do isopulegol sobre canais para
calcio no cardiomiocito e contratilidade cardiaca nem sobre o seu efeito sobre a

hipertrofia cardiaca.

Como a literatura relata que o isopulegol tem propriedades antioxidantes e anti-
inflamatdrias, e como 0s monoterpenos geralmente atuam como antagonistas do célcio,
0 presente estudo visou avaliar a acdo do isopulegol sobre os canais para célcio tipo-L e
a contratilidade celular assim como investigar o seu efeito sobre a hipertrofia cardiaca
patoldgica. Além disso, como sabemos que existe diferenca no efeito desempenhado
decorrente da alteracdo posicional de radicais e da quiralidade, nesse estudo vamos

investigar a acdo de dois isémeros do isopulegol.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estrutura e funcéo do coracao

O coragdo é o 6rgdo responsédvel pela funcdo do sistema cardiovascular de
distribuir sangue para os tecidos, com o objetivo de forneceras células os nutrientes
essenciais ao metabolismo celular e removendo-lhes os catabolitos. O musculo cardiaco
funciona como uma bomba que, durante a sistole, propulsiona o sangue através dos
vasos sanguineos para 0s pulmdes onde serdo realizadas as trocas gasosas, € também,
impulsiona o sangue para os tecidos do corpo. O coragdo é constituido por 4 cameras (2
atrios e 2 ventriculos) (Fig. 1), sendo que os ventriculos assumem a fungdo mecanica
principal e os atrios atuam como cadmaras de compensacdo para estabilizar a pressao
venosa pulmonar durante variages do retorno venoso e da demanda ventricular. Para
exercer essa funcdo, o coracdo dispde de varios mecanismos de controle, de natureza
mecanica e elétrica para produzir as contracdes necessarias para impulsionar o sangue a

todos os tecidos do corpo humano (Koeppen, 2011).

O coracdo direito faz parte da circulagdo pulmonar enquanto que o coragdo
esquerdo faz parte da circulacdo sistémica. A espessura da parede de cada uma das
camaras estd diretamente relacionada com a sua funcdo. Os ventriculos, por
apresentarem pressdes maiores, apresentam uma parede mais espessa que as dos atrios
que desenvolvem uma pressdo menor. O ventriculo esquerdo apresenta uma parede mais
espessa, pois é responsavel pela alta pressdo da circulacdo sistémica, enquanto os atrios
apresentam uma parede menos espessa, pois desenvolve uma pressdao menor para

impulsionar o sangue para a circulagcdo pulmonar (Fuster et al., 2004).

A contratilidade cardiaca € mantida gracas a geracdo e conducdo do estimulo
elétrico pelo miocardio sendo regulada pela concentracdo do célcio intracelular [Ca]i e
pela sensibilidade dos elementos contrateis ao ion calcio (Karaki et al., 1997),
regulando a forca contratil. O sistema excito-condutor do coracéo € composto pelo nodo
sinoatrial (NSA), pelas vias atriais internodais, pelo nodo atrioventricular (NAV), pelo
feixe de His e suas ramificacdes, e pelo sistema de Purkinje. O NS é responsavel por
gerar o sinal elétrico enquanto os demais componentes sdo responsaveis por conduzir os

potenciais de acdo pelo coracdo (Katz, 1992; Koeppen, 2011).
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Figura 1 — Estrutura do coracdo: camaras cardiacas, veias, artérias e valvas (Hall et al.,
2011).

2.2 Contratilidade do musculo cardiaco

As propriedades contrateis do musculo cardiaco se devem a um especializado
sistema de membranas e compartimentos intracelulares, organizados de forma a permitir
uma comunicagao sincronizada entre as partes da célula (Morimoto, 2007). As células
musculares apresentam um sistema contratil organizado, constituido pelo sarcémero,
que € a unidade contratil do miocérdio. O sarcébmero é uma estrutura limitada por duas
linhas Z, entre as quais existem regides claras (banda I) e escuras (bandas A). A banda |
é formada por filamentos finos de actina que se ligam a linha Z (Stenger et al., 1961;
Katz, 1992). A banda A é formada por filamentos finos e grossos de miosina. Na porcao
lateral da unidade sarcomérica os filamentos grossos e finos estdo sobrepostos, e na
regido central s&o encontrados somente filamentos grossos, localizada no meio da banda
A, chamada de banda H (Fig. 2).
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Figura 2 - Micrografia eletronica, em corte longitudinal, mostrando o sarcomero
limitado por duas linhas Z. No centro da banda A encontra-se a linha M (McGavin,
2011).

A miosina e a actina, principais proteinas contrateis presentes no sarcémero,
interagem entre si, favorecendo o processo da contragdo muscular. Os filamentos finos
sdo constituidos de actina, tropomiosina e troponina (C, | e T) (Stenger et al., 1961,

Katz, 1992).

Figura 3 — Estrutura do sarcomero. As proteinas contrateis que estdo envolvidas no
processo de ativacdo e regulacdo da contracdo estdo representadas no painel superior
(diastole) e no painel inferior (sistole). Tn, troponina; S1, cabeca globular da miosina;
S2, pescogo da miosina; LC1 e LC2, cadeias leves de miosina A haste de miosina
contém a proteina C (Piazzesi et al., 1995).



A miosina é uma proteina grande e complexa que apresenta duas partes
estruturais, uma cauda e uma cabecga. As caudas se agregam para formar os filamentos
grossos e na cabega encontram-se os sitios de hidrélise do ATP (ATPase) e os sitio de
fixacdo com a actina (Fig. 3). A interacdo miosina-actina ativa a ATPase que hidrolisa
ATP com, consequente, liberacdo de energia para a contracdo muscular. As pontes
cruzadas e os filamentos finos interagem entre si puxando os filamentos finos em
diregdo ao centro do sarcémero, encurtando o sarcomero, a medida que os discos Z vao

se aproximando (Schaub et al., 1998; Morimoto, 2008)

Os filamentos de actina apresentam uma organizagdo complexa com outras
proteinas e sdo sustentados pela estrutura fibrilar da tropomiosina, que tem como fungéo
estruturar e bloquear os sitios de interacdo entra a actina e miosina. As troponinas estdo
ancoradas a estrutura fibrilar da tropomiosina e exerce func@es distintas. A troponina T
(TnT) est& ancorada a tropomiosina e ligada a ela esta a troponina C (TnC) que possui
os sitios de ligacdo para o ion calcio. A troponina | (Tnl), cobre o sitio de interagdo da

actina com a miosina (Schaub et al., 1998).

No estado de repouso, quando a [Ca]i esta baixa (~ 107 M) os sitios de ligagio
da TnC estdo livres e a Tnl forma um complexo com a actina e TnT. Dessa forma,
reduzindo a afinidade da actina pela miosina e mantendo a tropomiosina em uma
posicao que bloqueia o sitio de ligacdo da actina para a formacao das pontes cruzadas. A
contragdo muscular é iniciada pelo processo de despolarizacdo da célula que resulta em
aumento na [Ca]i (~10° a 10®° M) e sua ligagdo com a TnC. Isso ird promover a ligagio
entre Tnl e TnC, que diminui a inibicdo sobre a actina e leva ao deslocamento da
tropomiosina — que, por sua vez, desbloqueia os sitios ativos da actina, garantindo assim
a formacéo das pontes cruzadas, ou seja, a interacdo entre a actina e miosina (Bers,
2008). O encurtamento do mdusculo cardiaco durante a contracdo é dado pelo
deslizamento dos filamentos finos sobre os filamentos grossos (Stenger et al., 1961,
Katz, 1992).

A actina e miosina sdo as proteinas que realmente realizam a atividade contratil
do mdsculo, enquanto a tropomiosina e troponina sdo consideradas proteinas
moduladoras da contracdo. A célula miocardica estd densamente ocupada por
mitocondrias que sdo essenciais no suprimento de energia para as células para realizar o

bombeamento vigoroso e continuo de sangue (Bocalini et al., 2012).



2.3 Excitabilidade do miocardio

O ciclo cardiaco corresponde ao periodo entre o inicio de um batimento cardiaco
até o inicio de um novo batimento. Ele pode ser dividido em duas fases: contracdo ou
sistole (quando ocorre a ejecdo de sangue para a circulacédo) e o relaxamento ou diastole
(quando o coracdo se enche de sangue). No atrio direito, proximo a veia cava superior,
situa-se 0 NSA, que no coracdo normal, é responsavel pela génese da atividade elétrica
cardiaca e, por isso é considerado o marcapasso cardiaco (Koeppen, 2011). A atividade
marcapasso do coracdo € gerada por células especializadas, que geram potencias de
acdo de forma ciclica e sem a necessidade de qualquer estimulo extrinseco (Karaki et
al., 1997). Os potencias de acdo, gerados pelas células marcapasso, sdo conduzidos
pelos atrios (direito e esquerdo) através de fibras de conducdo atrial, desencadeando a
sistole atrial. Em seguida, o impulso elétrico segue para 0 NAV (situado na por¢éo
inferior do septo inter-atrial direito), onde se propaga com baixa velocidade de
conducdo, promovendo um retardo na propagacdo das ondas elétricas para 0s
ventriculos. Em seguida, o estimulo continua através do Feixe de His, que se estende
para a musculatura ventricular, dividindo-se em ramo direito e ramo esquerdo. Os ramos
vao da origem as fibras de Purkinje que constituem uma extensa rede de conducao
intraventricular, responsaveis em despolarizar os ventriculos e iniciar a sistole
ventricular (Fig. 4). O Feixe de His e as fibras de Purkinje propagam os potenciais de
acdo em alta velocidade por toda a extensdo dos ventriculos, garantindo assim uma

atividade contratil sincronizada e maior eficiéncia na sistole ventricular (Katz, 1992).
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Figura 4 — Sistema de conducéo elétrica do coragdo. NSA, nodo sinatrial; NAV, nodo
atrioventricular (Costanzo, 2018).



2.4 Potencial de acéo cardiaco e canais ibnicos

A fisiologia contréatil da célula cardiaca se deve a movimentacéo de ions através
da membrana, que promove mudancas no potencial de repouso da célula cardiaca,
gerando os potenciais de acdo (PA) desencadeando o processo de contracdo celular
(Hille, 1992). O fluxo de ions célcio pelos canais ibnicos ird ativar estruturas dentro das
células para que ocorra a liberacdo de calcio dos estoques intracelulares. O calcio
liberado, por sua vez, ativa a maquinaria contratil da célula resultando na contracao
muscular. O processo contratil é finalizado pela recaptacdo do calcio por sistemas

especializados, encerrando a contragéo celular (Bers, 2002).

O PA é caracterizado por uma alteracdo transitoria no potencial de repouso
chegando a valores positivos e retornando, posteriormente, ao potencial de repouso.
Estimulos elétricos, mecénicos e quimicos podem alterar o potencial de repouso da
celula para um valor critico, denominado limiar de excitacdo, deflagrando o PA (Aidley
et al., 1996). O PA das células contrateis do coracdo (atrio e ventriculo), também
chamado de potencial de acdo completo ou réapido, é dividido em 5 fases (Fig. 5)
(Nerbonne et al., 2005)

Fase 4 — Potencial de repouso: grande parte dos canais dependentes de voltagem esta
fechado e somente contribuem ativamente os canais K1 (canal de potéssio retificador de
entrada) que estdo com a condutancia alta e os canais para potassio sensiveis a ATP.

Fase 0 — Fase de despolarizacdo: ocorre uma rapida despolarizacdo da célula, pela
abertura dos canais para sodio operados por voltagem (Nav), resultando em influxo
rapido de ions Na" para o meio intracelular e no desencadeamento do PA. Nessa fase
temos também o inicio da abertura do componente rapido da corrente transitéria de
saida de potéassio (lior). Nessa fase, o canal para potassio de retificacdo de entrada (Kir ou

K1) tem sua condutancia diminuida, contribuindo para manter a célula despolarizada.

Fase 1 — Fase de repolarizacdo incompleta: nessa fase ocorre a inativagdo dos Nav e
uma contribuicdo mais expressiva da lor. Ainda em decorréncia da despolarizacéo
ocorrida na fase 0, ocorre o inicio da ativagdo (- 40 mV) dos canais para calcio operados
por voltagem do tipo-L (Cav-L).

Fase 2 — Fase de platd: nessa fase ocorre a ativacdo mais expressiva Cav-L iniciada na

fase 1. O influxo de calcio por estes canais é responsavel pela ativacdo da maquinaria
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contratil da célula. Ocorre a inativagdo da lof € 0 canal K ainda permanece fechado.
Contudo, outros canais de potassio dependentes de voltagem com uma cinética de

ativacdo mais lenta (Iks) comegam a ser ativados.

Fase 3 — Fase de repolarizacdo completa: nessa fase ocorre a inativagdo Cav-L e
aumento da condutancia das Iks. Além disso, 0s canais K1 aumentam sua condutancia

contribuindo ainda mais para o processo de repolarizagéo.

Fasel

Fase 3

Fase 4
ase 100 ms

Figura 5 — Potencial de acdo cardiaco ventricular mostrando as suas fases (Nerbonne et
al., 2005).

2.4.1 Canais para Calcio

O miocardio expressa dois tipos de canais para Ca*™ denominados canal para
Ca*? tipo-L e tipo-T. O canal para Ca'? tipo-L “large conductance” possui alta
condutancia (25 pS) com abertura do canal com longa duragéo e ativagdo em voltagens
mais positivas. O canal para Ca*? tipo-T caracteriza-se por possuir uma baixa
condutancia (8 pS), abertura transitoria do canal e ativacdo em voltagens mais negativas
(Nowycky et al., 1985; Bers, 2002).

No miocéardio, a corrente de Ca*? tipo-L (lcar) é a de maior magnitude, sendo
que a lca,T de menor magnitude. A IcaL esta envolvida em dois importantes eventos que

acontecem no coracdo: 1) na manutencdo do platé do PA cardiaco e 2) na liberacdo de



11

Ca*? do reticulo sarcoplasmatico (RS). Esse Ca*? que é liberado no citosol ativa os
miofilamentos (Roden et al., 2002).

O influxo de Ca*? nos cardiomidcitos regula a contragdo da célula e também
participa do processo de regulacdo da expressao génica celular (Benitah et al., 2010). Os
canais para Ca*? tipo-L sdo os canais que predominam em pequenos roedores. Existem
diversas subunidades que funcionam como regulatérias ou auxiliares nessa familia de
canais, que sd0: a2, B2 e y. Ha trés subfamilias de canais para Ca*? (Caval, Cava2 e
Cava3). Dentro da subfamilia Cavol, existem 4 tipos de proteinas que podem ser
expressas (Cavl.1, Cavl.2, Cavl.3 e Cavl.4). Todos esses canais produzem a IcaL. NoO
cardiomidcito, a principal familia que gera a lca.L é a que tem o fen6tipo correspondente
a Cavl.2 alC. As proteinas responsaveis pela expressdo da corrente de Ca*? tipo-T sdo
as Cav3.1 e Cav3.2. Na literatura, ainda ha divergéncias em relacdo a essa subdivisdo
(Nerbonne et al., 2005).

A maior parte do Ca*? que entra no midcito cardiaco durante a contragdo, ocorre
através da lcar. A inativacio da lca, depende muito do aumento de Ca*® na célula, que
pode ocorrer pelo influxo deste e pela sua liberagcdo no citosol através do RS. Como a
inativacdo do canal depende da concentracio de Ca*™? é provavel que com a entrada
desse fon haja uma sinalizacdo direta no canal. Essa inativacdo dependente de Ca*? gera
um mecanismo de “feedback” que limita o influxo de Ca*? na célula através da lca,
(Maier et al., 2002).

A calmodulina (CaM) é um critico mensageiro que participa da sinalizacdo de
varios eventos que ocorrem na célula. A interacdo Ca*2-CaM regula proteinas
envolvidas no transporte de Ca*2, em canais idnicos, na contragdo celular, no
metabolismo celular, na expressdo génica, na expressdo de proteinas quinases e na
proliferacdo celular. A CaM se liga a quatro ions Ca*?, e os dominios de ligacdo I e Il
possuem maior afinidade para o Ca*2do que o Il e IV. Os sitios de ligacio para o Ca*?
qguando a célula estd no repouso, estdo desocupados, mas quando a célula contrai os
niveis de Ca'?> aumentam. Como consequéncia, a CaM muda 0 seu estado
conformacional, se liga ao Ca*? e se torna ativa para se ligar a proteinas alvo com alta
afinidade (Maier et al., 2002).

Em canais para célcio tipo-L, a CaM atua como mediador da inativagdo da lca,L
agindo sobre esses sitios na regido carboxi terminal da subunidade o1C. Quando os

canais para calcio estdo abertos o calcio, que entra e o calcio que € liberado do RS, se
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ligam a CaM que interage com a regido 1Q do canal, produzindo sua inativacdo. A CaM
dependente de proteina quinase Il (CaMKII), também faz parte do processo de

regulagdo da lca.L. (Maier et al., 2002).

2.5 Acoplamento excitagdo-contracdo e relaxamento do musculo cardiaco

O processo de acoplamento excitacdo-contracdo (AEC) do coracdo (Fig. 6) €
constituido por um conjunto de mecanismos que sao desencadeados pela despolarizacéo
da célula, gerada pelo PA, que dispara a maquinaria contratil e promove a contracdo. O
AEC depende basicamente dos ions calcio, que tem papel de segundo mensageiro, que
em resposta a excitacdo elétrica ativa o processo contratil (Bers, 2002; Iribe et al.,
2008).
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Figura 6 — Mecanismos celulares da contracdo muscular mostrando que o fenémeno da
liberagdo de Ca*? induzido por Ca*? (CICR) envolve canais de calcio tipo-L sarcolemais
e receptores de rianodina (RyR) da membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS). Na
figura inserida, estdo curvas relativas ao potencial de acdo (PA), a concentragdo
intracelular de calcio [Ca*?]i e a forca de contracdo muscular; NCX: trocador
sodio/célcio; PLB: fosfolambam (MacLennan et al., 2003; Bers, 2008).

Os tdbulos T, também chamados de tdbulos transversos, sdo invaginacGes

irregulares do sarcolema que permitem que o mesmo chegue até o interior da célula
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cardiaca. Os tabulos T tém como funcéo aproximar o sarcolema das proteinas contrateis
e organelas intracelulares, principalmente o RS. Essas invaginagcdes sdo importantes
devido as grandes dimensdes das células cardiacas e necessidade de transmisséo rapida

do estimulo elétrico por toda extensdo celular (de Tombe, 2003).

O PA chega até os tubulos T, ativando os Cav-L, culminando no influxo de
célcio do meio extracelular para o intracelular. O aumento do [Ca*?]i ativa os canais
para calcio localizados na membrana do RS, chamados de receptores de rianodina
(RyR). A abertura dos RyR permite que o calcio estocado no RS seja liberado no
citolsol, a favor de seu gradiente eletroquimico, fenémeno conhecido como “liberagdo
de Ca*? induzida por Ca*™” (CICR) (Bers, 2002; Cens et al., 2006). A entrada de Ca*? e
sua subsequente liberagdo do RS aumentam a [Ca*?]i, ativando os miofilamentos e a

maquinaria contratil (Bers, 2002).

ApGs o processo de contragio, para que ocorra o relaxamento, o Ca*? deve ser
recaptado por diferentes proteinas que s3o responsaveis por diminuir a [Ca*?]i, sdo elas:
a Ca*2 ATPase RS (SERCA), o trocador Na*/Ca*? (NCX), o uniporte mitocondrial de
Ca*?e a ATPase de calcio da membrana plasmatica (PMCA) (Bers, 2002; Bers, 2008).

A SERCA é uma bomba de célcio responsavel, a depender da espécie, por
recapturar cerca de 70 a 90% do Ca*? liberado no processo de contragdo (Bassani et al.,
1994). Ela bombeia o fon Ca* do citosol para o limen do RS, contra o gradiente de
concentracdo e, consequentemente, com gasto de ATP. A SERCA é uma proteina com
aproximadamente 100 kDa, possui 10 dominios transmembranar e um sitio que ¢ alvo
de fosforilagdo por uma proteina denominada fosfolambam (PLB), que regula sua
atividade (Bers, 2002). A PLB é um inibidor endégeno da SERCA e sua fosforilagéo
aumenta a atividade da bomba e a recaptura de Ca*?. O NCX é responsavel por 7-20%
da retirada de calcio do citosol e o restante é recapturado pelos transportadores
mitocondriais, ou € transportado para fora da célula pela PMCA (Bassani et al., 1994;
Bers, 2002; Haghighi et al., 2004).

Cessado o estimulo elétrico, a liberagdo de Ca*™ é cessada, e a [Ca*?]i retorna

para os valores basais, permitindo assim o relaxamento do cardiomiocito (Bers, 2002).
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2.6 Estimulacio p-adrenérgica

O sistema nervoso autdbnomo (SNA) é dividido em sistema nervoso simpético
(SNS) e parassimpatico (SNP) tendo um papel vital na manutencdo e modulacdo de
diversos processos fisiologicos. A ativacao dos receptores adrenérgicos, pelo SNS, afeta
a contratilidade miocardica e a frequéncia cardiaca. O principal receptor adrenérgico
(RA) expresso no miocardio ¢ o do tipo P €, possivelmente, a grande maioria dos efeitos
descritos para a ativacdo SNS no coracdo é decorrente da interacdo com este receptor,
que tem como isoforma mais predominante a B1-RA, representando 75-80% dos B-RA
no miocardio, seguida da isoforma f2RA (15-18%) e BsRA (2-3%) (Lymperopoulos et
al., 2013).

Os RA estdo acoplados a proteina G (Fig. 7) e possuem 7 dominios
transmembranares (Grimm et al., 2010; Santulli et al., 2016). As proteinas G sdo
heterotriméricas e constituidas pelas subunidades o, B e y. No estado inativo, a
subunidade Ga esta acoplada ao GDP (guanidina difosfato), do lado interno da
membrana plasmatica. Quando ocorre uma estimulacdo dos RA pelos agonistas, este
receptor sofre mudanga conformacional, promovendo uma alteracdo alostérica tambem
da proteina G. Esta libera 0 GDP e liga-se ao GTP (guanidina trifosfato), o que faz com
que Ga se desligue do dimero By. A subunidade Ga ativa a adenilato ciclase (AC) que
passa a sintetizar AMP ciclico (AMPc) a partir de ATP. O AMPc é um segundo
mensageiro que ativa a proteina quinase A (PKA), uma quinase tetramérica, que em sua
forma inativa é formada por duas subunidades reguladoras (R) e duas cataliticas (C). Ela
¢ ativada quando duas moléculas de AMPc se ligam a cada uma das subunidades R,
causando um decréscimo de afinidade entre as porcdes cataliticas e reguladoras da
quinase. Esta diminuicao de afinidade leva a dissociagédo das partes, com a formacéao de
um dimero da subunidade R, e dois monémeros das subunidades C (Grimm et al., 2010;
Santulli et al., 2016).

Os agonistas dos RA sao capazes de promover efeito inotropico, cronotrépico e
lusitropico positivo no coragdo. O efeito inotropico positivo (aumento da forca de
contracdo) acontece por meio do aumento do influxo de célcio no citosol que acontece
devido a fosforilagdo, mediada pela PKA, dos Cav-L e RyR. Além disso, também
ocorre efeito cronotropico positivo (aumento da frequéncia cardiaca). 1sso resultard em

um maior influxo de calcio na célula durante o processo de AEC, porém mais célcio tera
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que ser recaptado em um periodo de tempo mais curto, pois quando ha aumento de
frequéncia cardiaca, o tempo total de contragdo e relaxamento diminui (efeito
lusitropico positivo). A diminuicdo de célcio do citosol ocorre pelo aumento da
receptacdo de calcio pelo SERCA, induzido pela fosforilacdo do fosfolambam pela
PKA. A PKA ira fosforilar também a Tnl, reduzindo a afinidade da TnC pelo calcio.
Este mecanismo auxilia as bombas de célcio, ajudando no processo de relaxamento do
musculo cardiaco (Bers, 2002; Grimm et al., 2010; Bernstein et al., 2011; Santulli et al.,
2016).
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Figura 7 — Acéo dos agonistas de receptores B-adrenérgicos no transporte de calcio e na
maquinaria contrdtil do musculo cardiaco. A via PB-adrenérgica & constituida por
receptores f-adrenérgicos (B-AR), proteina G (Gs), adenilil ciclase (AC), Monofosfato
ciclico de adenosina (AMPc), (SR) Reticulo Sarcoplasmatico, (PLB) Fosfoslamban,
guanosina difosfato (GDP) e guanosina trifosfato (GTP) (Bers, 2002).
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2.7 Hipertrofia cardiaca

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo consideradas a principal causa de morte
em paises ricos e emergentes (Mendis et al., 2015). Em 2015, aproximadamente 17
milhGes de pessoas morreram de DCV representando 31% de todas as mortes no mundo
(Writing Group et al., 2016). Segundo a Organizacdo mundial de Saude, em 2030, o
namero de DCV deve aumentar para 26,3 milhdes (Mendis et al., 2015). A ‘American
Heart Association’ estima que em 2030 o custo global com as DCV sera de
aproximadamente 1,4 bilhdes de ddlares, sendo considerado um custo muito elevado
para os sistemas publicos de satde. No Brasil, essa estimativa foi similar, uma vez que
em 2013, 29,8% dos 6bitos foram decorrentes de DCV (Indio do Brasil et al., 2013)

Um estilo de vida sedentario é considerado um importante fator de risco
cardiovascular, por isso, atualmente, a importancia da pratica regular de exercicio fisico
alcancou ampla aceitacdo pela populacdo e pela comunidade médica. Cada vez mais
pessoas ao redor do mundo incluem em seu dia-a-dia a préatica regular de exercicios
fisicos (Lucini et al., 2011; Lee et al., 2012; Fernandes et al., 2015; Eijsvogels et al.,
2016).

Dentre as DCV, podemos destacar a hipertrofia cardiaca (HC) que constitui um
importante fator de risco cardiovascular. A HC é caracterizada por um processo
adaptativo do miocéardio, em resposta ao aumento de sua atividade ou de sobrecarga
funcional. Esta adaptacdo do coracdo pode ocorrer em resposta a uma maior
necessidade metabdlica que impde o aumento do débito cardiaco (inducdo hormonal,
ex.. resposta ao isoproterenol) ou da carga pressorica ou de volume em resposta
adaptativa a condicdes patologicas (como na hipertensdo arterial). O resultado desse
incremento do trabalho do coracdo traduz-se em elevacdo da massa cardiaca devido ao
aumento no tamanho dos midcitos e/ou do estroma conjuntivo (Machida et al., 2000;
Russell et al., 2000; Agrawal et al., 2010; Liu et al., 2015; Lazzeroni et al., 2016;
Samak et al., 2016).

As HC decorrentes de sobrecargas de pressdo, de volume ou devido ao
treinamento fisico, apresentam caracteristicas fenotipicas e funcionais distintas, mas tem

como fator patogénico comum o aumento da carga hemodinamica imposta ao coracao.
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Quando associada a condigdes fisiopatologicas, a HC assume importancia pois aumenta
0 risco de morbidade e mortalidade do paciente, tendo como consequéncia o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca, infarto do miocardio, arritmias e morte
subita (Mudd et al., 2008; Agrawal et al., 2010; Balakumar et al., 2010; Samak et al.,
2016).

O crescimento patologico do coracdo ocorre em resposta a um aumento no stress
biomecanico induzido tanto por fatores extrinsecos (aumento de pressao e/ou volume
em doencas como hipertensdo e/ou disfuncdo nas valvulas cardiacas) ou em resposta a
fatores intrinsecos (como o remodelamento cardiaco induzido por isquemia ou
cardiomiopatias hipertroficas) e estd associado com a perda de midcitos, substituicdo
fibrotica, disfuncdo contratil e aumento do risco de insuficiéncia cardiaca e morte
subita. Por outro lado, o crescimento fisioldgico do coracdo inclui o crescimento pos-
natal normal, crescimento induzido pela gravidez e a hipertrofia induzida pelo exercicio
(Bernardo et al., 2010; Liu et al., 2015; Koeck et al., 2016; Lazzeroni et al., 2016;
Samak et al., 2016; Shimizu et al., 2016).

A HC pode ser classificada em dois tipos, a HC fisiologica e a patoldgica
(Heineke et al., 2006). No desenvolvimento da HC patologica, os cardiomiocitos
aumentam de tamanho devido ao aumento da sintese e incorporacdo de elementos
contrateis, que esta associado com um remodelamento que inclui também mudancas na
rede de coldgeno e na angiogénese. O crescimento do cardiomidcito excede a
capacidade dos capilares em fornecer nutrientes e oxigénio, levando a hipoxia cardiaca
e, consequentemente, perda de cardiomidcitos e substituicdo fibrdtica. O aumento na
deposicdo de colageno no miocardio promove um aumento na rigidez dos ventriculos,
dificultando o enchimento diastélico e podendo desencadear a insuficiéncia cardiaca. O
sistema renina-angiotensina-aldosterona tem sido considerado um forte estimulante da
formacdo da matriz cardiaca, uma vez que a angiotensina Il e a aldosterona estimulam a
sintese de colageno no miocardio. J& no desenvolvimento da HC fisioldgica, induzida
pelo exercicio fisico, as caracteristicas do estroma conjuntivo ndo se alteram e,
consequentemente, ndo ocorre prejuizo funcional do masculo cardiaco (Machida et al.,
2000; Russell et al., 2000; Bernardo et al., 2010; Ma et al., 2015; Koeck et al., 2016;
Piek et al., 2016; Shimizu et al., 2016).

Durante a HC patologica, o coracdo passa por duas fases distintas, sendo a

primeira chamada de compensatéria e a segunda, descompensada. Na fase
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compensatdria, o coracdo responde ao estimulo hipertréfico com aumento de trabalho
ndo trazendo impactos negativos a sua morfologia e a sua fungdo contrétil. Por outro
lado, a fase descompensada inicia-se logo apos a fase compensada e é caracterizada pelo
inicio dos processos de disfuncdo cardiaca e faléncia do 6rgdo (Luethy et al., 1964;
Shimizu et al., 2016).

Além das alteragdes na expressdao de proteinas contrateis, estruturais e
relacionadas as vias metabolicas, o crescimento patologico do miocardio apresenta
também uma modificacdo no padrdo de expressdo de proteinas do programa fetal. As
alteracbes moleculares observadas durante o desenvolvimento desse processo
hipertrofico sdo similares aqueles observados durante o desenvolvimento fetal do
coracdo. A reativacdo deste programa génico fetal € uma resposta adaptativa ao estresse,
ocasionando a mudancas mal-adaptativas da funcédo cardiaca (Molkentin, 2004; Barry et
al., 2008; Haberland et al., 2009; Moc et al., 2015; Samak et al., 2016).

Nessa reativacdo fetal estdo incluidos os genes que modificam a estrutura dos
sarcOmeros, como 0 aumento da proporcdo da isoforma Vs da miosina em relacdo a
isoforma Vi Também estdo incluidos os genes que modificam o metabolismo
energético, e 0s que aumentam a expressdo dos componentes do sistema renina-
angiotensina proprio do coragdo. Essa reprogramacao génica tem como objetivo poupar
substratos de alta energia e melhorar o desempenho contratil do musculo ventricular
frente & maior demanda de trabalho (Molkentin, 2004; Koeck et al., 2016).

Esta ativacdo génica ocorre numa fase mais precoce da hipertrofia. Quando o
coragdo hipertréfico comeca a apresentar perda de funcdo contratil, iniciando o processo
de insuficiéncia cardiaca, comecam a ocorrer alteracbes da expressdo de genes
codificadores de proteinas envolvidas na homeostase idnica dos midcitos. Nessa fase,
evidencia-se um aumento na expressdo genes codificadores do peptideo natriurético
atrial (ANP) e do NCX e uma diminuicdo da expressdo dos genes codificadores da
SERCA (Molkentin, 2004).

O estimulo que dispara o processo de reativacdo génica pode ser quimico ou
mecénico. Muitos estimulos quimicos, como 0s agonistas [-adrenérgicos (ex.
isoproterenol), a angiotensina Il e a endotelina-1 estimulam a sintese proteica no
coragdo induzindo o desenvolvimento de hipertrofia patologica (Olesen et al., 1988;
Pohl et al., 1991)
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Podemos classificar as hipertrofias patologicas ou fisiolégicas em concéntrica ou
excéntrica, baseadas na alteragdo na forma do coragdo e no estimulo iniciador (Fig. 8).
Na hipertrofia concéntrica, ocorre um aumento da massa ventricular decorrente de um
aumento da espessura da parede e reducdo dos diametros cavitarios. Com relacdo ao
crescimento dos midcitos, ocorre a adicdo de sarcomeros em paralelo, 0 que aumenta a
seccdo transversa das células. Ja na hipertrofia excéntrica, ocorre um aumento da massa
ventricular e da espessura da parede ventricular, mas com aumento dos didmetros
cavitarios. A adicdo de sarcOmeros em serie, permite que a célula aumente de
comprimento (Barry et al., 2008; Bernardo et al., 2010; Maillet et al., 2013; Koeck et
al., 2016).
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Figura 8. Representacdo das diferencas entre hipertrofia cardiaca concéntrica e
excéntrica (Maillet et al., 2013).
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Um estimulo patoldgico causado por uma sobrecarga de pressdao, como
observado na hipertensdo arterial, ou em decorréncia de um aumento de resisténcia a
ejecdo, resulta em uma hipertrofia concéntrica. Em contraste, um estimulo patolégico
causado por sobrecarga de volume, resulta em uma hipertrofia excéntrica (Bernardo et
al., 2010; Koeck et al., 2016; Lazzeroni et al., 2016).

O coracdo pode utilizar diferentes substratos de energia, dependendo de sua
carga de trabalho e das concentraces destes substratos na corrente sanguinea. Este é
considerado um mecanismo adaptativo que permite que o miocardio produza, de forma
continua, ATP a partir de diversas condicdes fisioldgicas (van der Vusse et al., 1992).
No coracdo saudavel, a oxidacdo de &cidos graxos é considerada via metabolica
responsavel pela geracdo de energia, sendo 60-70% da producédo de ATP, e a glicose e 0
lactato sdo responsaveis por 30% desta producdo. Na hipertrofia patoldgica observa-se
uma diminuicdo da oxidacdo de &cidos graxos e aumento do metabolismo de glicose,
como um mecanismo de protecdo do coracdo. O mesmo ocorre durante o0
desenvolvimento cardiaco fetal, quando a oferta de oxigénio é limitada prejudicando o
transporte e metabolismo de &cidos graxos, assim a glicose € o substrato principal
utilizado pelo coragdo. Por outro lado, na hipertrofia fisioldgica induzida pelo exercicio
fisico, ocorre um aumento da oxidacdo de &cidos graxos e da glicose (Ostadal et al.,
1999; Davila-Roman et al., 2002; van Bilsen et al., 2009; Bernardo et al., 2010; Samak
et al., 2016; Shimizu et al., 2016).

Vaérias vias de sinalizacdo celular estdo envolvidas na inducdo da resposta
hipertréfica do miocardio a sobrecarga hemodindmica. Os mecanismos de membrana,
ativados por estimulos de natureza mecanica, hormonal ou paracrina/autdcrina,
estimulam vias de crescimento celular envolvendo uma ou mais enzimas com
caracteristicas de  GTPases e/ou quinases, que ativam fatores de transcricdo
responsaveis pela regulacdo da expressdo génica (Barry et al., 2008; Balakumar et al.,
2010; Bernardo et al., 2010; Maillet et al., 2013; Koeck et al., 2016; Samak et al., 2016;
Shimizu et al., 2016).

A HC induzida pela norepinefrina ou isoproterenol (ISO) esta associada com
aumento dos niveis de AMPc intracelular e super ativacao da proteina quinase A (PKA)
(Fu et al., 2014). O 1SO ativa os receptores B-adrenergicos, uma subclasse de receptor
acoplado a proteina G (GCPR) na membrana do cardiomiocito (Chien et al., 1997).

Ambos adrenoceptores al e Bl contribuem para a indu¢do de mecanismos intracelulares
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que levam ao aumento do peso do ventriculo esquerdo (Zierhut et al., 1989). Ativacédo
desses receptores promovem a ativacdo da adenilil ciclase, aumentando os niveis de
AMPCc e estimulacdo da PKA. A PKA é capaz de disparar o remodelamento cardiaco,
que é caracterizado por mudangas na estrutura celular, tamanho e forma do coracgéo
(Rababa'h et al., 2014). A PKA possui uma série de alvos que aumentam a sinalizacao
do Ca*?intracelular. A PKA pode fosforilar canais para calcio dependentes de voltagem,
levando a um aumento no tempo de abertura do canal ou aumento na probabilidade de
abertura do canal, aumentando assim o influxo Ca*2. A PKA também fosforila a o PLB
e a sarcolipina, proteinas expressas no reticulo sarcoplasmatico que interagem
fisicamente entre si e inibem o transporte de Ca*? via SERCA. Na HC ocorre
diminuicdo na expressao de sarcolipina (modulador da SERCA semelhante ao PLB) e
da SERCA, isto leva ao aumento no bombeamento de Ca*? que predispde os midcitos

atriais a eventos pro-arritmicos (Bhupathy et al., 2007).

As alteragcbes no funcionamento dos canais idnicos do sarcolema levam a
variacdes da concentracdo idnica intracelular, o que pode representar estimulo inicial
para ativacdo de proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPK) (Heineke et al.,
2006). Dentre a superfamilia das MAPK, a quinase regulada por sinal extracelular
(ERK), a quinase c-jun NHz-terminal (JUNK) e a quinase p38 sdo mediadores da
sinalizacdo hipertréfica das células miocéardicas, pois induzem a transcricdo de genes

associados a hipertrofia (Bueno et al., 2000)

Na HC tem-se ativacdo de genes como o peptideo natriurético atrial (ANP) e
peptideo natriurético cerebral (BNP) (Miteva et al., 2016). A ativacido da quinase p70%°
(proteina ribossomal S6 quinase) e JNK2 também esta implicada no desenvolvimento
de HC induzida por catecolaminas in vivo (Leicht et al., 2002). A EPAC1 e EPAC2
(Proteina ativada diretamente pelo AMPc) também sdo ativados diretamente pelo
AMPc, com diferentes localizacbes subcelulares e fungbes. A EPAC1 ¢é
predominantemente expressa no corac¢do, localizada principalmente no envelope
nuclear, e é regulada em resposta a sobrecarga de pressdo e na insuficiéncia cardiaca
através de um aumento nos niveis de AMPc que ocorre por estimulagido do receptor 3-
adrenérgico. A superexpressao da EPACL induz HC por ativacdo da calcineurina-NFAT
(fator nuclear ativado por células T) e as vias CaMKII-MEF2A (fator 2 A intensificador
especifico midcito), independentemente de PKA (Morel et al., 2005; Metrich et al.,
2008). A calcineurina é uma proteina fosfatase serina/treonina ativada por Ca*? que
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desfosforila 0 NFAT e promove sua migracdo para o nucleo. No nucleo, o NFAT
interage com cofatores de transcricdo como 0 GATA4 ou MEF2A (Molkentin et al.,
1998). Em contraste, a EPAC2 esta localizada nos tabulos transversais e estd envolvida

com as arritmias induzidas por receptores B-adrenérgicos (Pereira et al., 2015).

2.8 Inducéo da hipertrofia cardiaca por agonistas dos receptores p-adrenérgicos

A estimulacdo dos receptores B-adrenérgicos € responsavel por modular a forca
de contracdo e a frequéncia cardiaca (Kadambi et al., 1996; Grimm et al., 2010). O
SNA libera altas concentragcbes de catecolaminas na circulagdo resultando na
estimulagdo cronica dos receptores P-adrenérgicos. E possivel que este seja um
mecanismo compensatorio para aumentar a contratilidade do 6rgao (Ni et al., 2011).
Entretanto, a ativacdo sustentada destes receptores é prejudicial ao coracgdo, pois, induz
0 crescimento patolégico do érgdo, disfungdo ventricular, apoptose e insuficiéncia
cardiaca (Kaye et al., 1995; Port et al., 2001; Brum et al., 2002; Bristow, 2003; Grimm
et al., 2010). Desta forma, a estimulacdo cronica dos receptores P-adrenérgicos
contribui para a progressdo de patologias cardiacas e aumento da mortalidade tanto em

modelo animal quanto em humanaos.

A estimulagdo p-adrenérgica envolve também a ativagdo da PKA e consequente
fosforilacdo das proteinas SERCA, PLB, RyR2 e canais para calcio do tipo L presentes
no sarcolema. A hiperatividade dos RyR2, induzida pela fosforilacdo da PKA, provoca
0 vazamento de calcio do RS, durante a diastole, causando deplecdo dos estoques de
calcio, promovendo reducdo da contratilidade celular. Este processo contribui para o
‘estresse’” do RS - um conhecido mecanismo indutor da insuficiéncia cardiaca, isquemia
e cardiomiopatia dilatada (Marx et al., 2000; Bers, 2002; Orrenius et al., 2003; Okada et
al., 2004; Maier et al., 2007a).

Modelos animais de cardiomiopatias sdo fundamentais para o estudo dos
processos bioquimicos, biofisicos e cascatas celulares envolvidas no desenvolvimento
de patologias cardiacas. O entendimento destas vias fornece os substratos necessarios a
manipulacdo do sistema e elaboracdo de estratégias terapéuticas visando a reversao do

quadro patolégico ou a melhora na qualidade de vida dos pacientes. O modelo de HC
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induzida por ISO (agonista B-adrenérgico), utilizada no presente estudo, € utilizado por

diversos grupos de pesquisa no mundo (Mesquita et al., 2017).

Modificagdes na geometria, composicdo do tecido cardiaco e expressdo génica
caracterizam o que denominamos remodelacdo miocérdica. A remodelacdo miocéardica é
a resposta adaptativa a diversos estimulos como a sobrecarga de pressdo e volume,
ativacdo neuro-humoral, inflamacéo e outros agentes fisicos e bioldgicos (Anversa et
al., 1975).

O processo inflamatdrio é uma resposta priméaria do organismo a uma leséo
atuando na remocdo do agente prejudicial além de promover a restauracdo da estrutura
do tecido e a funcdo fisiologica (Ashley et al., 2012). A resposta inflamatéria €
composta por quatro componentes: indutores inflamatorios, receptores que detectam os
indutores, mediadores inflamatérios que sdo liberados a partir da ativacdo dos
receptores e tecidos alvos afetados pelos mediadores inflamatorios (Medzhitov, 2008).
Na HC, ja se sabe que o tratamento diario com ISO aumenta a expressdo de citocinas
inflamatorias local como fator de necrose tumoral-o. (TNF-a), interleucina-1p (IL-1B)
(Murray et al., 2000).

Embora exista atualmente uma ampla gama de agentes farmacologicos
disponiveis no mercado para o tratamento das DCV, ainda continua sendo um desafio
para a medicina o controle e a prevencéo dessas doengas. Diante desse contexto, se faz
necessario a busca por novas ferramentas para o tratamento de DCV por um custo
relativamente baixo para os sistemas de saude e para a populacdo. Dentre os fortes e
promissores candidatos a farmacos para o tratamento de DCV, estdo relatados os
produtos naturais que vem demonstrando, nos Gltimos anos, um papel potencial nos
efeitos terapéuticos dessas doencas (Rabito et al., 2013; de Andrade et al., 2017). O
nosso grupo de pesquisa mostrou que o extrato obtido do Ginkgo biloba apresentou
atividade cardioprotetora em modelo experimental de HC induzida pelo 1ISO (Mesquita
et al., 2017). Além disso, a descri¢cdo dos constituintes quimicos das plantas e 0leos
essenciais enrigueceu bastante o arsenal farmacoldgico utilizado no tratamento de DCV,
como a HC, auxiliando também no entendimento dos seus mecanismos fisiopatoldgicos
(Newman et al., 2016). Os 6leos essenciais e seus constituintes isolados, obtidos a partir
de plantas aromaticas, s&o uma nova opc¢do de substancias biologicamente ativas, que
estdo sendo utilizados no estudo pré-clinico de novos candidatos a drogas uteis no
tratamento de DCV (Silva et al., 2019).
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2.9 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de compostos organicos de natureza
volatil, produzidos pelo metabolismo secundario das plantas, os quais sdo constituidos
por hidrocarbonetos (terpenos e sesquiterpenos) e compostos oxigenados (alcodis,

ésters, aldeidos, cetonas, lactonas e derivados fendlicos) (Edris, 2007)

Os constituintes predominantes nestas misturas sdo 0Ss terpenos ou
fenilpropanoides. Efeitos biologicos decorrentes da acdo de Oleos essenciais
representam fatores pelos quais diversas plantas possuem potencial terapéutico, onde
estes Oleos estdo presentes em diversos 6rgdos da planta, tais como raizes, caules,

folhas, flores e sementes, bem como na casca e entrecasca de caules (Preedy, 2016).

Os 6leos essenciais sao constituidos de cerca de 90% de monoterpenos, 0s quais
sdo moléculas relativamente pequenas que apresentam em sua constituicdo duas
unidades isoprénicas, com geralmente dez atomos de carbono ligados entre si (Preedy,
2016). Os monoterpenos podem apresentar isomeria configuracional, onde s&o
observadas alteracdes em atomos ou radicais ligados a carbonos assimétricos. Podemos
citar os Oleos essenciais de Mentha spicata que apresentam em sua composi¢do 0s
enantiébmeros (S)-(-)-limoneno e (S)-(-)-carvona e de Anethum sowa, que possuem 0S
enantiomeros (R)-(+)-limoneno e (R)-(+)-carvona (Aggarwal et al., 2002). De fato,
estes enantidbmeros sdo classificados como estereoisdmeros (isdmeros com configuracdo
estereoquimica diferenciada) e estes, por sua vez, podem ser classificados em
enantibmeros, cujas imagens especulares nao sdo sobreponiveis e diastereoisébmeros, 0s

quais ndo possuem imagem especular (Solomons et al., 2014).

De fato, diferencas na estereoquimicas das moléculas podem resultar em
alteracdes nas propriedades bioldgicas, a exemplo do (+)-linalol apresentou um efeito
estimulante do SNC enquanto o (-)-linalol apresentou um efeito depressor (Hoferl et al.,
2006). Além disso, a atividade anticonvulsivante e ansiolitica apresentada pela forma
racémica do linalol tem sido atribuida, principalmente, ao seu enantibmero (-)-linalol
(Santos et al., 2011; Silva et al., 2017). J& R-(+)-limoneno, demonstrou uma maior
atividade bioldgica frente a microorganismos quando comparado ao seu isémero (S)-(-)-
limoneno (Lis-Balchin et al., 1997). De fato, alguns dos processos de acdo de drogas

envolvem interacdo também com biomoléculas, onde enzimas e receptores demonstram
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melhor interacdo em um dos pares de isdmeros configuracionais (Aggarwal et al.,
2002).

Os enantibmeros podem apresentar diferencas nas propriedades farmacocinéticas
e toxicologicas, e em algumas situacOes, a presenca de um dos pares pode atuar inibindo
a metabolizacdo do outro par (Hubbard et al., 1986). Ao longo dos anos, o
desenvolvimento de substancias estereoquimicamente puras tornou-se um dos grandes
alvos de investigacdo sobre as possiveis identificacdes de diferengas em atividade
bioldgica (Nation, 1994).

Os enantiébmeros apresentam diferenca de afinidade em suas ligagfes com o
receptor, o que pode levar a atividades biologicas divergentes Nesse contexto, estudos
tém sido desenvolvidos para determinar os efeitos farmacoldgicos de enantidmeros
isolados de drogas quirais procurando ponderar sua maior eficacia e seguranca diante o
composto racémico (Caldwell, 1995). O conhecimento sobre a atividade de
enantidmeros isolados passou a ter importancia na década de 60, quando mulheres
gravidas fizeram uso da talidomida na forma racémica e muitos recém-nascidos
apresentaram graves deficiéncias. Posteriormente, descobriu-se que apenas o isémero
(+) possui efeito analgésico e sedativo, enquanto o outro, (-), apresenta teratogenicidade
(Knoche et al., 1994).

De fato, varios farmacos enantioméricos possuem diferencas consideraveis nas
atividades bioldgicas desempenhadas por cada um dos enantidmeros isoladamente, tais
como: verapamil® (enantibmero (+) desempenha acdo antitumoral, enantibmero (-)
desempenha acdo antiarritmica), propranolol® (enantidmero (+) desempenha agédo
contraceptiva, enantibmero (-) desempenha acdes anti-hipertensiva e antiarritmica) e
talidomida® (enantidmero (+) desempenha acGes sedativa e hipndtica, enantidmero (-)
apresenta alto potencial para induzir a formacéo de teratomas) (Bermudez et al., 1996).

Os 6leos essenciais de uma grande variedade de plantas aromaticas, tais como
Corymbia citriodora Hook (A. Vernin et al., 2004), Eucalyptus citriodora Hook (Rao et
al.,, 2003) e Zanthoxylum schinifolium (Paik et al., 2005) apresentam em sua
constituicdo o monoterpeno isopulegol que pode ser encontrado em duas formas

enantioméricas: (+)-isopulegol e (-)-isopulegol.
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2.9.1 Isopulegol

O isopulegol (p-ment-8-en-3-ol) de féormula quimica CioH180 (Fig. 9) € um
monoterpeno alcoodlico, 3-oxigenado, da familia do p-mentano (Bhatia et al., 2008). O
isopulegol tem sido utilizado, até entdo, na fabricacdo de perfumes com composicao
floral, porém, a sua principal utilidade vem sendo como intermediario sintético na

preparacdo do mentol (Chuah et al., 2001).

HQC \\\\ H2C
CH3 OH

Figura 9. Estrutura quimica dos isémeros do isopulegol. (A) (-)-isopulegol e (B) (+)-
isopulegol

Na medicina popular o cha do eucalipto, possui em seu Oleo essencial o
isopulegol, que é usado no tratamento de dores e infecgdes (Silva et al., 2003). Além
disso, foi demonstrado que o eucalipto possui propriedades antimicrobiana,
antituberculose e antioxidante (Alvarenga et al., 2014; Ebani et al., 2018; Lin et al.,
2018; Miguel et al.,, 2018) e outras espécies de plantas contendo isopulegol
apresentaram atividades antifungica (Salem et al., 2018), antiinflamatéria (Bounihi et
al., 2013), anticancer (Salem et al., 2018), gastroprotetora (Silva et al., 2009a) e
preservacdo hepato-renal promovida pelo consumo de etanol (Mohamed et al., 2016)

em modelos animais.

Usualmente, o isopulegol também pode ser extraido a partir do 6leo essencial da
citronela, sendo o composto majoritario o (+)-citronelal (monoterpeno aldeido aciclico).
A partir da ciclizacdo do (+)-citronelal, em meio acido, pode ser obtido a mistura de
isopulegol. Como o (+)-citronelal possui dois carbonos quirais ou assimétricos, na
ciclizacdo sdo formados quatro diferentes estereoisémeros do isopulegol: (-)-isopulegol,

(+)-neo-isopulegol, (+)-iso-isopulegol e (+)-neoiso-isopulegol (Chuah et al., 2001).
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Um crescente numero de trabalhos tem demonstrado que o isopulegol apresenta
uma variedade de atividades bioldgicas. O isopulegol administrado em ratos, por via
intraperitoneal, nas doses de 25 e 50 mg/kg, induziu efeitos depressor do SNC e
ansiolitico nos animais, sem afetar a coordenacdo motora dos mesmos (Silva et al.,
2007). Foi demonstrado ainda que o isopulegol apresentou atividade anticonvulsivante

por induzir modulagdo positiva dos receptores GABA(A) sensiveis a benzodiazapinicos.

Além disso, estudos evidenciaram que o isopulegol apresentou potente atividade
antioxidante, uma vez que o mesmo foi capaz de aumentar a atividade da catalase e
aumentar os niveis de glutationas no hipocampo dos camundongos (Silva et al., 2009b).
Vaérios estudos tém mostrado que uma dieta rica em substancias antioxidantes (acido
galico, vitamina C e D, coenzima Q10) pode prevenir o aparecimento de DCV (Vinson

et al., 1995; de Andrade et al., 2017), tais como a hipertrofia cardiaca.

Os Oleos esséncias além de apresentarem propriedade antioxidante possuem
também outras acdes farmacoldgicas, tais como acdo bloqueadora de canal para célcio
sarcolemal. Como a literatura relata o efeito bioprotetor do isopulegol sobre o sistema
nervoso central e suas propriedades antioxidantes e como ndo ha estudos mostrando o0s
possiveis efeitos cardioprotetores do (+) e (-)-isopulegol, objetivamos com o presente
projeto estudar as propriedades farmacoldgicas e terapéuticas deste monoterpeno em
modelo experimental de HC induzida por 1SO. Além disso, como o isopulegol apresenta
um centro quiral podendo ser biossintetizado por alguns vegetais na forma dos
enantiébmeros (-)-isopulegol e (+)-isopulegol, resolvemos também avaliar os efeitos dos

dois monoterpenos no coracao.
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3. HIPOTESE

Os isémeros do isopulegol bloqueiam canais para célcio tipo-L e atenuam o0s
efeitos hipertréficos induzidos pela estimulagdo cronica dos receptores B-adrenérgicos

no coracao de rato.



29

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo geral

- Avaliar o efeito dos isémeros do isopulegol sobre a sinalizagao do calcio intracelular,

assim como sobre a hipertrofia cardiaca induzida por isoproterenol.

4.2. Objetivos especificos

Caracterizar os efeitos dos isdmeros do isopulegol sobre a:

Contratilidade em atrio esquerdo e em cardiomidcito ventricular;

Corrente de célcio tipo-L em cardiomidcito isolado;

Transiente intracelular de calcio em cardiomidcito isolado;

Interacdo molecular com o canal para célcio do tipo-L;

Avaliar os efeitos dos isdbmeros do isopulegol sobre a hipertrofia cardiaca,
determinando:

Parametros morfométricos;

- Parémetros eletrocardiograficos;

- Marcadores bioquimicos de dano tecidual;

- Expressao génica de proteinas envolvidas na hipertrofia cardiaca;
- Estresse oxidativo;

- Interleucinas;

Expresséo de proteinas envolvidas na hipertrofia cardiaca.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Nos procedimentos experimentais foram utilizados ratos Wistar adultos
(250-300 g), fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEUA 260/2014) da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG), foram mantidos no biotério do ICB-UFMG. Os
animais, mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas a temperatura (20-25°C), foram
alimentados livremente com racdo comercial (Racdo Nuvlab®, Brasil) e agua ad
libitum. As carcacas foram encaminhadas para o freezer do Departamento Bioquimica e
Imunologia. O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da
UFMG sob o protocolo n® 260/2014 (CEUA/UFMG) (Anexo 1).

5.2 Preparo dos ismeros do isopulegol

Os isémeros do isopulegol (C10H180, peso molecular 154,25) foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (Brasil). O (-)-isopulegol ((-)-ISP, (1R,2S,5R)-2-lsopropenyl-5-
methylcyclohexanol, (1R,3R,4S)-p-Menth-8-en-3-0l, apresentou uma pureza >98%
(Lot#STBD9399V). O  (+)-isopulegol  ((+)-ISP,  (1S,2R,5S)-2-1sopropenyl-5-
methylcyclohexanol, (1S,3S,4R)-p-Menth-8-en-3-ol, (Lot#BCBR0688V) apresentou
uma pureza 99%. Nos experimentos in vivo e in vitro o isopulegol foi diluido em
DMSO (dimetilsulfoxido) a 0,1% e 0,04%, respectivamente.

5.3 Efeito (+) e (-)-isopulegol sobre a contratilidade atrial

Os ratos foram decapitados em guilhotina, os corac6es foram retirados e o atrio
esquerdo isolado montado em cuba para 6rgdo contendo solucdo de Krebs—Henseleit
(K-H) (em mM: NaCl 120, KCI 5,4, MgCl: 1,2, NaHCOs 27,0, CaClz 1,25, glicose 11,
NaH2POs 2,0, pH 7,4). Os atrios foram mantidos a 29 + 0,1 ° C, oxigenados com uma
mistura de carbogénio (95% O e 5% de COy) e estirados para uma tensdo de repouso de
10 mN. O masculo foi submetido a estimulacdo do campo de 1 Hz, 70 V (duracdo do

pulso: 1,5 ms) (3072 Digitimer estimulador controlado por um programador D4030
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Digitimer; Welwyn Garden City, Hertfordshire, AL7 3BE, Inglaterra). A forca atrial foi
captada utilizando um transdutor de forca isométrico (HP FTA 10-1 Sunborn, HP
8805B, Chicago, Illinois, EUA), os sinais foram digitalizados (DATAQ DI400, DI 205,
Windag PRO Aquisi¢do, Ohio, Akron, EUA) e armazenados em um computador (Fig.
10). A forca atrial foi medida em situacdo-controle e também apds a incubacdo em
concentragdes crescentes dos (+)-I1SP e (-)-ISP (1 a 5000 uM). Para cada concentracao,
a amplitude da forga atrial foi determinada, permitindo, assim que fossem determinadas
as respectivas CEsg (concentracdo da droga capaz de reduzir em 50% a resposta

maxima).
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Figura 10 - Esquema da montagem experimental usada para determinar a forca de
contracdo atrial. A forca atrial foi medida com um transdutor isométrico (HP FTA 10)
acoplado a um amplificador (HP 8805B). Os sinais foram registrados em poligrafo
(HP7754A, 7754B) e armazenados em computador (Datag DI1205, D1400, Windaq Pro
Acquisition). O atrio foi estimulado a 1 Hz, 70 V e 1,5 ms (Digitimer D3072, Digitimer
D4030).

5.4 Efeito (+) e (-)-isopulegol sobre a contratilidade do cardiomiocito

Os cardiomidcitos ventriculares esquerdos de rato foram isolados por digestao
enzimatica, conforme o protocolo descrito (Shioya, 2007), com algumas modificagdes.
Os coracdes foram perfundidos com solugdo CIB (‘cell isolation buffer’) sem calcio,
contendo (em mM): 130 NaCl, 5,4 KCI, 0,5MgCl;, 0,33 NaH2PQOg4, 22 de glucose, 25
HEPES, e 0,4 EGTA (pH 7,4), mantido a 37°C durante 3 min, para a limpeza do
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coracdo. Em seguida, o coracdo foi perfundido com CIB contendo 0,3 mM de CaCly,
colagenase tipo Il (1 mg/mL), protease tipo XXIIlI (0,06 mg/mL) e tripsina (0,06
mg/mL). Ap6s 6 minutos de perfusdo, o coracdo foi removido da cénula, os atrios
removidos e descartados, e os ventriculos foram seccionados e submetidos a uma
digestdo enzimatica adicional (10 min, 37° C) em CIB contendo 0,7 mM de CaCl;
acrescido de colagenase (1 mg/mL), protease tipo XXIII (0,06 mg/mL) e tripsina (0,06
mg/mL). Posteriormente, as células foram isoladas do tecido por digestdo mecénica com
pipeta de pasteur por meio de agitacdo leve. Essa solugédo, contendo as células isoladas,
foi filtrada, centrifugada a 1000 rpm por 60 s, ressuspendida em solucdo CIB contendo
1,2 mM de CaCl; e albumina bovina sérica (BSA, 2 mg/mL), por 10 min, a 37°C. Por
fim, as células foram centrifugadas novamente (1000 rpm por 60 s) e mantidas em
solucdo Tyrode (em mM): 140 NaCl, 5,4 KCI, 0,5 MgCl, 0,33 NaH2POs, 11 de
Glicose, 5 HEPES e 1,8 CaCl> (pH 7,4). As células foram usadas por no maximo 4 h
depois da dissociagéo.

A contragdo dos cardiomidcitos foi determinada medindo-se a alteracdo do
comprimento celular usando um sistema de deteccdo de bordas (lonoptix, EUA)
montado em um microscopio invertido. Os cardiomidcitos foram colocados em uma
camara experimental com a base de vidro e banhados com a solugdo de Tyrode (em
mM: NaCl 150, KCI 5,4, MgCl2 0,5, Hepes 10, Glicose 10, CaCl, 1,8, pH 7,4 ajustado
com NaOH). A visualizacdo das células foi feita em um monitor por meio de uma
camera (Myocam da lonoptix) com 240 Hz, que foi acoplada ao microscépio. Foi usado
0 programa de deteccdo de imagens lonwizard 6.3 da lonoptix. As células foram
submetidas a estimulagdo de campo (1 Hz, 100 V, 4 ms) (Rodrigues et al., 2018)
utilizando um par de eletrodos de platina. As alteracdes longitudinais nas bordas dos
cardiomidcitos foram capturadas pelo sistema de deteccdo de bordas e os dados gerados
foram armazenados e analisados. A contratilidade celular (Fig. 11) foi avaliada em
células controle e apds a incubacdo com 100 uM do (+) e (-)-isopulegol. Utilizando o
programa lonoptix (EUA) foram avaliados o0s seguintes parametros: fracdo de
encurtamento (%), comprimento do cardiomiocito (um) e duracdo da sistole e diastole
medidos a 10%, 50% e 90% da contracdo e do relaxamento do cardiomidcito,

repectivamente.
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Figura 11. Tracado representativo de uma contracdo celular estimulada na frequéncia
de 1 Hz, e os parametros avaliados (Carneiro et al., 2013).

5.5 Efeito do (+) e (-)-isopulegol sobre a corrente de calcio tipo-L

A corrente de calcio tipo-L (lcar) foi medida em cardiomidcitos ventriculares
isolados. Registros na configuracdo ‘whole-cell” ‘voltage-clamp’ foram obtidos a
temperatura ambiente (22 - 25 °C) usando o amplificador EPC-10 patch clamp (HEKA
Electronics, Rheinland-Pfalz, Germany) (de Menezes et al., 2014). Apds obter a
configuracdo ‘whole-cell’, foram esperados 3 a 5 minutos para permitir o equilibrio
entre a solucdo interna da pipeta e o meio intracelular. As pontas dos eletrodos de
registro apresentavam a resisténcia de 0,5 a 1,5 MQ. Para medida da Ica,, as pipetas de
registro foram preenchidas com uma solugéo interna contendo (em mM): 120 CsCl, 20
TEACI, 5 NaCl, 10 HEPES, 5 EGTA, pH 7,2 com CsOH. A IcaL foi registrada na

presenca de 1,8 mM de Ca*2extracelular (de Menezes et al., 2014).

Para anélise do curso temporal do efeito do (+) e (-)-isopulegol sobre a IcaL a
partir de um potencial holding de -80 mV foi aplicado um pulso despolarizado para -40
mV durante 50 ms, com o objetivo de inativar os canais de Na* e célcio tipo-T. Em
seguida, o potencial da célula foi elevado para 0 mV, durante 300 ms (Fig. 12). Esses
protocolos foram repetidos a cada 10 s e foram feitos antes, durante e apds a remocéo de
100 uM de (+) e (-)-isopulegol.
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Figura 12. Protocolo de pulso executado para avaliar o efeito dos isémeros do
isopulegol sobre o curso-temporal da corrente de calcio tipo-L (lcaL) em cardiomiocito
isolado de rato.

5.6 Efeito do (+) e (-)-isopulegol sobre o transiente intracelular de célcio

O transiente intracelular de Ca*? foi determinado por meio de imagens obtidas
com um microscépio confocal Zeiss 510 (Carl Zeiss). Os cardiomidcitos isolados foram
pré-incubados com 5 pM de Fluo-4 AM (forma quimica da sonda para a qual a
membrana € permeavel), por 30 minutos, a temperatura ambiente (27 £ 2 °C) e
protegidos da luz. Em seguida, as células foram lavadas com solucdo de Tyrode, para
remover 0 excesso de sonda. As celulas cardiacas foram expostas a 100 uM dos
isdbmeros de isopulegol durante 3 minutos. A sonda fluorescente Fluo-4 AM emite um
sinal 6ptico quando se liga aos fons Ca*?, sendo a intensidade do sinal proporcional a
quantidade de Ca*? ligado & sonda. O Fluo-4 AM foi excitado com laser de argdnio (488
nm) e a intensidade da luz emitida foi detectada em 510 nm. As células foram
estimuladas eletricamente (1 Hz, duracdo de 0,2 ms e amplitude supraliminar). O
sistema de escaneamento META LSM 510 (Zeiss GmbH, Jena, Alemanha), dotado de
objetiva de imersdo em Gleo de 63X, foi usado para obter-se uma imagem confocal da
fluorescéncia. Para a detec¢o dos transientes de Ca*?, os midcitos foram escaneados (a
cada 1,54 ms) em linha (512 pixels) passando ao longo do eixo longitudinal da celula.
Os escaneamentos sequenciais dos cardiomidcitos foram armazenados a fim de criar
imagens temporais bidimensionais do transiente intracelular de Ca*%. Os
processamentos digitais das imagens foram feitos com o auxilio de programas
elaborados no LAMEX/UFMG e escritos em linguagem de programacao IDL (Research
System, Boulder, CO, USA). A quantidade de Ca*? foi expressa como F/Fo, onde F foi a

fluorescéncia do sinal captado apds a estimulagéo elétrica e Fo a fluorescéncia emitida
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pela célula durante o seu estado de quiescéncia (basal). As medidas foram feitas em

situacdo controle e apds 3 minutos de incubagdo com 100 uM de (+) e (-)-isopulegol.

5.7 Avaliacao do efeito anti-hipertrofico do (+) e (-)-isopulegol em coracéo de rato

Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos experimentais e 0s
tratamentos foram realizados durante 7 dias consecutivos. A hipertrofia cardiaca foi
induzida pela administragdo do isoproterenol, um agonista do receptor B-adrenérgico

ndo-especifico (Gavioli et al., 2014).

1) Grupo controle (CTR), animais que foram tratados com salina + DMSO 0,1% (i.p.);
2) Grupo hipertrofia cardiaca (1SO), animais que foram tratados com isoproterenol
(4,5 mg/kg/dia, i.p.);

3) Grupo hipertrofia + (-)-isopulegol (ISO + (-)-ISP), animais que receberam 1SO + (-
)-isopulegol (50 mg/kg/dia, i.p.);

4) Grupo hipertrofia + (+)-isopulegol (ISO + (+)-ISP), animais que receberam ISO +
(+)-isopulegol (50 mg/kg/dia, i.p.).

Os animais foram tratados com isoproterenol e ap6s um intervalo de 30 minutos
foram tratados com os monoterpenos. O delineamento experimental usado para inducao
e tratamento da hipertrofia cardiaca (7 dias), nos diferentes grupos experimentais, pode

ser visto na Fig. 13.

Execucdo dos
experimentos

ECG
1 Indugio da hipertrofia cardiaca (isoproterenol 4,5 mg/Kg/i.p.)

DO D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8

Tratamento dos animais com salina + DMSO, (-)-isopulegol ou
(+)-isopulegol

Figura 13. Delineamento experimental usado para indugéo e tratamento da hipertrofia
cardiaca, nos diferentes grupos experimentais.
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5.7.1 Parametros morfométricos

Para confirmar a HC nos animais, em todos 0s grupos experimentais, foram
calculadas as razGes entre o peso do coracdo/peso do animal e peso do
coracdo/comprimento da tibia. Os coragdes foram pesados em balanca analitica (Marte
Modelo AY220) e o comprimento da tibia foi medido com o auxilio de um paquimetro.

Essas determinacgdes foram realizadas no oitavo dia.

5.7.2 Determinacdo dos marcadores bioquimicos de dano tecidual

Apds o tratamento (oitavo dia), os animais foram decapitados, o térax foi aberto
para coleta do sangue diretamente do ventriculo esquerdo. Para obtengdo do soro, o
sangue foi centrifugado a 10.000 r.p.m., durante 10 minutos, a 4° C. As dosagens do da
lactato  desidrogenase  (LDH), creatinofosfoquinase  total (CPK-total) e
creatinofosfoquinase fracdo MB (CPK-MB) foram feitas, em triplicata, usando o kit de

dosagem comercial da Labtest®.

5.7.3 Modelagem Molecular (Docking)

A estrutura do canal para célcio tipo-L (Cavl.2) foi baixada do Protein Data
Bank (IDPDB 3G43). Os isdomeros conformacionais (confémeros) 3D de ligantes, no
formato.sdf, foram obtidos da PubChem (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Os
ligantes (isdmeros do isopulegol) foram submetidos ao acoplamento molecular usando o
Molegro Virtual Docker v. 6.0.1 (MVD). Todos os compostos de agua foram
eliminados do Cavl.2 e 0 método foi preparado usando configuracdes de parametros
padrdo no mesmo software: GRID de 15 A de raio. O algoritmo de pontuacdo da
Moldock [GRID] foi usado como a funcdo de escore e o algoritmo de busca foi
Moldock (Thomsen et al., 2006).


http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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5.8 Registro eletrocardiografico (ECG)

Como é sabido que a HC promove alteragdes eletrocardiograficas (Tanoue et al.,
2016), foi avaliado o eletrocardiograma (ECG) dos animais in vivo de todos 0s grupos
experimentais. Para tanto, os ratos foram anestesiados por injecdo i.p. de quetamina (90
mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) e mantidos na posi¢ao supina com respiracao espontanea.
Para a gravacdo dos ECGs de superficie, trés eletrodos de aco inoxidavel foram
implantados subcutaneamente, os sinais (derivacdo IlI) foram amplificados no
cardioscopio (EMAI RX10), digitalizados (PowerLab 4/35 ADInstrument) e
armazenados em computador para processamento off-line. Em todos os grupos
experimentais, a frequéncia cardiaca (FC), intervalo QT (QTi), duracdo do complexo
QRS e deflexdo intrinsecoide (DI) foram medidas em 10 batimentos, como pode ser
visto na Fig. 14. O QTi foi corrigido pela frequéncia cardiaca usando a equacao de
Bazett corrigida (QTc-B = QTi/ V RR/f; £=270 ms (Kmecova et al., 2010). Onde RR se
refere ao intervalo RR do ECG.
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Figura 14. Eletrocardiograma normal, mostrando as ondas de despolarizacéo (P, QRS)
e repolarizacgdo (T), e os principais intervalos (PR, QT e RR) e segmentos (ST).
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5.9 Avaliacao do estresse oxidativo dos coragoes

5.9.1 Preparacdo dos tecidos para a mensuracdo das substancias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) e atividades enzimaticas

Os coragBes foram removidos, os ventriculos separados e homogeneizados (Euro
Turrax T20b IKA LABORTECHNIK) durante 3 minutos, em solucdo salina/Tampé&o
fosfato (pH 7,2), sempre mantidos no gelo. Em seguida, os homogenatos foram
centrifugados a 12.000 rpm, durante 15 minutos, a 4°C. No sobrenadante, foram
determinados os niveis de TBARS as atividades das enzimas superdxido dismutase
(SOD) e catalase. Para a determinacdo da atividade da glutationa peroxidase (GPx), as
amostras foram homogeneizadas em tampéo Tris-HCI (50 mM, pH 7,5, contendo 5mM
de EDTA) e centrifugadas a 12.000 rpm, durante 20 minutos, a 4°C. A atividade da GPx

foi determinada no sobrenadante.

A determinacdo da concentracao proteica dos coragdes foi feita pelo método de
(Lowry et al., 1951). Para tanto, foi misturado 0,02 mL do sobrenadante (obtido apos a
homogeneizagédo dos tecidos) e 2,5 mL da mistura contendo Na,COs (2%), CuSO4 (1%)
e tartarato duplo de sddio (2%), preparada nas proporcdes de 100:1:1. Ap6s 10 minutos,
foram adicionados 0,25 mL do reagente de Folin. A leitura de absorbancia foi realizada
em espectrofotbmetro, a 660 nm, ap6s 20 minutos. Para a construcdo da curva padrédo

foi utilizada a albumina sérica bovina.

5.9.1.1 Determinacdo da peroxidacao lipidica

O TBARS é um ensaio bioquimico utilizado para determinar a peroxidacdo
lipidica no tecido pela reacdo do acido tiobarbiturico com o malondialdeido (MDA) que
é o principal produto da peroxidacao lipidica. Os niveis de TBARS foram mensurados
de acordo com o método descrito anteriormente (Ohkawa et al., 1979). Para tanto, nas
aliquotas do homogeneizado foram adicionadas em dodecil sulfato de soédio (SDS) a
8,1%, é&cido acético 2,5 M (pH 3,4) e acido tiobarbitarico a 0,8%. A mistura foi
incubada por 60 minutos a 95° C. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada em
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espectrofotdmetro a 532 nm. Os niveis de TBARS foram expressos em nmol de

MDA/mg proteina.

5.9.1.2 Atividade da superoxido dismutase

A superoxido dismutase (SOD) é uma enzima antioxidante endogena que
dismuta o anion superdéxido (O2-) em perdxido de hidrogénio (H202). O ensaio da
atividade da SOD foi realizado como descrito por (Dieterich et al., 2000), com
modificacdes (Gioda et al., 2010). Para tanto, foi misturado 1 mL de solucdo tampéao
fosfato de sodio (50 mM, pH 7,8) contendo 1 mM de DTPA (&cido
dietilenotriaminopentacético). Aliquotas do homogenato (30 uL) foram adicionadas e a
reacao foi iniciada com a adic¢do de 5 uL pirogalol (0,2 mM). A leitura foi realizada no
espectrofotobmetro, a 420 nm, durante 3 minutos a 37°C. A atividade da SOD foi
expressa em U/ug de proteina e foi determinada a partir da capacidade da SOD em
inibir a auto-oxidacao do pirogalol, onde 1 U corresponde a 50% de inibi¢do da auto-

oxidacgéo do pirogalol.

5.9.1.3 Atividade da catalase

A catalase (formalmente denominada hidroperoxidase) € uma enzima
intracelular, encontrada na maioria dos organismos, que decompbe o peroxido de

hidrogénio (H202) segundo a reacdo quimica:
H.0*2 Fe(1ll)-E — H20 + O = Fe (IV)-E

H,0*2 O = Fe(IV)-E — H20 + Fe(llI)-E + O2
em que Fe-E representa o &tomo de ferro do grupo hemo ligado a enzima.
FINAL: 2 H,O2 — 2 H20 + O..

O ensaio para determinacdo da atividade da catalase foi realizado conforme
descrito por anteriormente (Nelson et al., 1972). Para tanto, foram adicionados 2 mL de

tampdo fosfato (50 mM, pH 7,0) a 60 uL do sobrenadante, que foi obtido apods a
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homogeneizacdo dos cora¢es. Em seguida, foram adicionados 40 uL de H202 (3 M). A
leitura foi realizada em espectrofotdmetro, a 240 nm, durante 1 minuto, a 25°C. A
atividade da catalase foi expressa em AE/min/pg de proteina, sendo que AE corresponde

a variacdo da atividade da catalase durante 1 minuto.

5.9.1.4 Atividade da glutationa peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase (GPx) é proporcional ao consumo de
NADPH e sua da atividade foi realizada de acordo com o método descrito no Kit
Cayman®. Nesse ensaio, 8 uL do sobrenadante (obtido ap6s a homogeneizacao dos
tecidos) foi misturado a 120 uL do tampé&o de ensaio (50 mM - Tris HCI pH 7, 5 mM
EDTA) e 50 uL da mistura dos co-substratos (NADPH, glutationa e glutationa
redutase). Logo em seguida, foram adicionados 20 uL do hidroperoxido de cumeno
(substrato) e a leitura foi realizada em espectrofotdmetro, a 340 nm, durante 1
minuto, a 25°C. O principio do ensaio baseia-se na oxidagdo do NADPH para
NADP* que é acompanhada pela diminui¢do da absor¢do do NADPH. A atividade da

GPx foi expressa em nmol NADPH/min/ug proteina.

5.9.2 Efeito do (+) e (-) isopulegol sobre a expressdo de proteinas envolvidas no

processo hipertrofico

Para avaliar se o (+) e (-)-isopulegol teve a capacidade de promover alteracéo da
expressdo das proteinas envolvidas na HC (PKA C-a, CAMKII, o/p CAMKII, ERK %
total, ERK % fosforilada, SERCA, sarcalumenina, PP1y, NCX) a analise pelo Western
Blotting foi realizada nos coragfes submetidos a hipertrofia. Para tanto, os tecidos
foram homogeneizados em tampao de lise (RIPA: Tris 50 mM, NaCl 150 mM, EDTA -
Na2 5 mM, MgCl> 1 mM, 1% Nonidet P40, 0,3% triton X-100, 0,5% de SDS e DTT 100
mM) (Thermo Scientific®). Em seguida, foram centrifugados a 10.000 g por 15 min a
4°C, o sobrenadante foi coletado e armazenado em freezer a -80° C para posterior uso.
As proteinas foram quantificadas de acordo com o método descrito por (Lowry et al.,

1951). Para tanto, 40 pg de proteinas foram separadas num gel de poliacrilamida (10%
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e/ou 12%), a depender do peso molecular da proteina-alvo. As amostras foram
aquecidas a 95° C por 5 minutos. As corridas foram realizadas com voltagem fixa em
120 V e tempo de ~1:30 horas. A transferéncia (BioRad) foi realizada, com voltagem
fixa em 20 V e tempo de transferéncia variando entre 1 h. As membranas foram coradas
em solucdo de Ponceau para verificar a qualidade da transferéncia. Logo apos, as
membranas foram lavadas em solucdo de TBS-Tween (em mmol/L: NaCl, 150; Tris, 25
e 0,05% de Tween 20, pH 8,0). Entdo as membranas foram incubadas e realizadas o
bloqueio com uma solucao contendo 5% de leite em po (diluido em PBS-Tween - 0,3%)
por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, as membranas foram incubadas por 18
a 20 horas (overnight), a 4° C com anticorpo primario diluido em solucéo de leite 1%
em TBS-Tween.

Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: PKA C-o (#4782S, Cell
Signaling, 1:1000), CAMKII (sc-13082, 1:500, Santa Cruz), o/ CAMKII (6881, 1:500,
Millipore), ERK % total (#9102L, 1:1000, Cell Signaling), ERK Y2 fosforilada (#34775,
1:1000, Cell Signaling), SERCA (sc-376235, 1:1000, Santa Cruz), Sarcalumenina (sc-
58845, 1:1000, Santa Cruz), Proteina fosfatase 1-gama (PP1ly, sc-6108, 1:500, Santa
Cruz) e trocador Na*/Ca*2 (NCX, sc-32881, 1:500, Santa Cruz).

Apds este periodo, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario por
2 horas, com o0s seguintes anticorpos: anti-coelho (1:15000, Santa Cruz), anti-
camundongo (1:15000, Santa Cruz) e anti-cabra (1:10000, Sigma-Aldrich). Logo ap6s
esse processo, as membranas foram novamente lavadas com TBS-Tween por 30
minutos (6 vezes de 5 minutos). As bandas foram detectadas por reacdo de
qguimioluminescéncia utilizando o reagente ECL Plus® e analisadas no Image Quant
TL®. Foram utilizados 0 GAPDH (sc-25778, 1:1000, Santa Cruz) e B-actina (#49675,
1:1000, Cell Signaling) para expressdo total da proteina como normalizador da

expresséo.

5.9.3 Determinacao das concentracdes de TNF-a e IL-1p no tecido cardiaco

As concentragdes de TNF-a e IL-1B foram determinadas nos tecidos cardiacos

através de Kits comerciais imunoenzimaticos (ELISA), segundo as instrucdes do
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fabricante (Peprotech). As amostras foram medidas nos comprimentos de onda de 405

nm e 650 nm, e os resultados expressos em picogramas/miligrama de proteina.

5.10 Anéalise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + SEM. As comparacdes
estatisticas foram realizadas usando GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, EUA).
Normalidade e igualdade de variancia foram processadas pelo teste de Shapiro-Wilk e
Levene, respectivamente. Diferencas significativas entre os grupos foram determinadas
pelo teste t-student ou one-way ANOVA seguido pelo teste post hoc de Tukey. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significantes quando p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1. Efeito dos isdbmeros (-)-isopulegol e (+)-isopulegol sobre a forca contratil do

atrio esquerdo de ratos

No éatrio esquerdo isolado, os isémeros (-)-ISP e (+)-ISP diminuiram a forca
contratil de maneira dependente da concentracdo, e este efeito foi parcialmente
restituido apds a retirada desses monoterpenos do banho (‘washout’). Os valores de
CEsp calculados para a (-)-I1SP e (+)-I1SP foram 533,0 £ 53,80 uM e 1836 + 165,71 pM,
respectivamente, apresentando diferenca significativa (n = 6, p < 0,05) sendo a (-)-ISP
aproximadamente 3 vezes mais potente (Fig. 15A). Entretanto, ndo houve diferenca
significativa no efeito maximo (Emax) Observado para a (-)-ISP e (+)-ISP que foi de
98,8% e 89,6%, respectivamente (n = 6) (Fig.15B).
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Figura 15. Efeito inotropico negativo dos isdmeros do isopulegol (ISP) em atrio
esquerdo isolado de rato. (A) Curvas concentracdo-resposta e (B) eficacia maxima
(Emax) do (-)-ISP e (+)-ISP no atrio (n = 6) (Teste t).
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6.2 Efeitos dos isdbmeros (+)-isopulegol e (-)-isopulegol sobre a contratilidade célula

de cardiomidcito ventricular

Foi avaliado o efeito dos isdbmeros do isopulegol sobre a contratilidade em
cardiomidcitos ventriculares de rato. A Fig. 16A apresenta tragados representativos das
contracOes celulares em situacdo controle e ap6s a incubagdo da (-)-ISP e (+)-I1SP, na
concentracdo de 100 puM. Pode-se observar que os isdmeros avaliados ndo alteraram o
comprimento celular do cardiomiocito no repouso, como pode ser visto na Fig. 16B.
Com a relacdo a fracdo de encurtamento celular, os resultados mostraram que os dois
isbmeros diminuiram esse parametro significativamente. Na situacdo controle, as
células apresentaram uma fracdo de encurtamento de 12,12 + 0,36% (n = 94), que foi
reduzido para 7,26 *+ 0,44% (n = 83) e 8,25 = 0,37% (n = 81) apos a incubacdo das
células com a (-)-ISP e (+)-1SP, respectivamente (p < 0,05, Fig. 16C). Como se pode
constatar, a redugéo da fracdo de encurtamento com a (-)-ISP foi superior ao da (+)-ISP
(p < 0,05). Na Fig. 16D e E observa-se que ndo houve diferenca significativa na
velocidade da contracdo (duracdo da sistole) e do relaxamento (duragdo da diastole) dos
cardiomicadticos tratadas com (-)-ISP e (+)-ISP, mensurados a 10%, 50% e 90% dos

tempos de contragdo do cardiomidcito.

6.3 Efeitos do (+)-isopulegol e (-)-isopulegol sobre a corrente de Ca+2 tipo-L em

cardiomiocito ventricular

Como os resultados mostraram que os 2 isdbmeros reduziram a contratilidade
atrial e celular, resolveu-se investigar o envolvimento da corrente de Ca*? tipo-L (IcaL)
no mecanismo de agdo da (-)-ISP e (+)-ISP, uma vez que existe uma dependéncia da
forca de contragdo com o influxo de célcio no miocardio. Dessa forma, utilizando a
técnica de “patch-clamp” na modalidade “voltage-clamp whole-cell” foram feitas as
medidas das IcaL em cardiomiocitos ventriculares isolados. A Fig. 17A mostra 0s
registros representativos da lcaL em situacdo controle e com os dois isdmeros do
isopulegol. Pode-se, entdo, observar que tanto o (-)-1ISP quanto com o (+)-1SP reduziram
a lcaL As Fig. 17B e C mostram o curso temporal da Ica,L ap6s a incubagdo com 100 uM
de (-)-ISP e (+)-1SP, respectivamente, no qual observa-se a reducgdo da IcaL em funcéo
do tempo. O (-)-ISP diminui o pico da Ica de -24,32 £ 0,32 pA/pF (n = 20 células) para
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-7,58 = 0,18 pA/pF (n = 20 ceélulas, p < 0,05) enquanto que com a (+)-ISP ela foi
reduzida para -9,93 £ 0,25 pA/pF (n = 20 células, p < 0,05). Na Fig. 17D a analise
estatistica revelou que a (-)-ISP foi mais eficaz em reduzir a lcaL em comparagdo a (+)-
ISP (p < 0,05).
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Figura 16. Efeito dos isdbmeros do isopulegol (ISP) sobre o encurtamento celular
em cardiomidcito ventricular de rato. (A) registros do encurtamento celular no
controle e com 100 uM de (-)-ISP e (+)-ISP, (B) comprimento do cardiomidécito, (C)
fracdo de encurtamento, (D) duracdo da sistole e (E) duracdo da diastole medidos a
10%, 50% e 90% dos tempos de contracdo e relaxamento do cardiomiécito (n = 94
células), 100 uM de (-)-ISP (n = 83 células) e 100 uM de (+)-ISP (n = 81 células). *p <
0,05 vs controle e #p < 0,05 vs (-)-ISP (ANOVA one-way seguido do teste de Tukey).
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Figura 17. Efeito dos isdmeros do isopulegol (ISP) sobre a corrente de calcio tipo-L
(IcaL) em cardiomidcito ventricular de rato. (A) Registros representativos da lcaL no
controle e com 100 uM de (-)-ISP e (+)-ISP, (B) e (C) curso temporal da lcaL apds a
incubacdo com 100 uM de (-)-ISP e (+)-ISP, respectivamente. (D) resultado médio da
Ica,L NO controle (n = 20) e com 100 uM de (-)-ISP (n = 20) e (+)-ISP (n = 20). (*p <
0,05 vs controle e #p < 0,05 vs (-)-ISP). (ANOVA one-way seguido do teste de Tukey).

6.4 Efeito do (-)-isopulegol e (+)-isopulegol sobre o transiente intracelular de Ca+2
em cardiomidcito ventricular

Como os dois isdmeros reduziram a Ica L, resolveu-se investigar suas agdes sobre
o transiente intracelular global de célcio ([Ca*?]i), em cardiomidcitos carregados com
FLUO 4-AM. As medidas dos [Ca*?]i foram feitas em células controle (n = 5 ratos, 60
células) e em células submetidas a 100 uM de (-)-ISP (n = 5 ratos, 51 células) e 100 uM
de (+)-ISP (n = 5 ratos, 50 células). A Fig. 18A e B mostram, respectivamente, as
imagens pseudo-coloridas tipicas e os tragados representativos do [Ca*?]i, registrados no

controle e com o (-)-ISP e (+)-ISP. Como demonstrado na Fig. 18C, a exposi¢do dos
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cardiomidcitos a 100 uM desses isdmeros promoveu reducgdo do transiente [Ca*?]i de
2,49 £ 0,06 u.a. para 1,95 + 0,06 u.a. na presenca do (-)-ISP (p < 0,05), sendo observada
também uma diminuicdo para 1,93 + 0,05 u.a com a (+)-ISP (p < 0,05). N&o houve

diferenca significativa no transiente de calcio entre os dois isdbmeros testados.
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Figura 18. Efeito dos isbmeros do isopulegol (ISP) sobre a o transiente intracelular
global de célcio. (A) Imagens pseudo-coloridas do transiente intracelular de calcio, (B)
tracado representativo do transiente intracelular de calcio e (C) pico do transiente de
calcio normalizado (F/Fo) na situacdo controle (n = 60 células) e apds a incubagdo com
a (-)-ISP (n = 51 células) e (+)-ISP (n = 50 células) (*p < 0,05) (ANOVA one-way
seguido do teste de Tukey).

6.5 Estudo do ‘docking’ do canal de célcio tipo-L

No estudo de ‘docking’ para o canal para calcio dependente de voltagem (Cav
1.2), a energia obtida com a nifedipina (controle positivo, blogueador de canal para
calcio tipo-L) foi de -87,89 Kcal/mol (Fig.19A), apresentando 3 interaces estéricas
entre atomos apolares e 2 ligacGes de hidrogénio entre a nifedipina e o canal. J& com o
(-)-ISP (Fig. 19B) a energia alcancada foi de -65,84 Kcal/mol e foram observadas
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apenas 2 interacOes estéricas entre dtomos apolares com o canal para calcio. Com
relacdo a interacdo do (+)-ISP e o canal para célcio (Fig. 19C), os resultados mostraram
que a energia adquirida foi menor (-63,09 Kcal/mol) apresentando apenas 1 interagédo
estérica entre &tomos apolares. Observa-se que a (-)-ISP apresentou uma maior forca de
interacdo com o Cav 1.2.

Figura 19. Estudo do ‘docking’ para a interacdo da nifedipina e dos isbmeros do
isopulegol (ISP) com o canal para calcio tipo-L (Cav 1.2). (A) Nifedipina, (B) (-)-ISP
e (C) (+)-ISP.
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6.6 Avaliacdo da atividade anti-hipertréfica do (-)-isopulegol e (+)-isopulegol em

coracg0es de ratos

Como os monoterpenos exibiram um bloqueio para canais para Ca*? em coracdes
de ratos, e segundo a literatura o isopulegol também possui atividade antioxidante e
anti-inflamatorio (Silva et al., 2009a) resolvemos investigar a sua agdo em um modelo

experimental de HC induzida por 1SO (agonista $-AR).

6.7 Parametros morfométricos

Os resultados morfométricos mostraram que os animais hipertréficos, tratados
com (ISO), apresentaram aumento na relagdo peso do coracdo/peso corporal (5,12 +
0,09 mg/g, p < 0,05), bem como aumento na relacdo peso do coracdo/comprimento da
tibia (364,20 £ 13,74 mg/cm, p < 0,05) quando comparado ao grupo controle (3,52 +
0,11 mg/g e 246,2 + 6,33 mg/cm, respectivamente, Fig. 20A e B). Nos animais tratados
com ISO + (-)-ISP houve diminuicdo do peso do coracdo/peso do corporal (4,26 = 0,11
mg/g, 16,68%, p < 0,05, Fig. 20A) e peso do coracdo/comprimento da tibia (299,40 +
7,45 mg/cm, 17,80%, p < 0,05, Fig. 20B). O grupo tratado com ISO + (+)-ISP
apresentou também reducdo do peso do coracao/peso do corporal (4,42 + 0,03 mg/g,
13,56%, p < 0,05, Fig. 20A) e do peso do coracdo/comprimento da tibia (318,10 + 3,24
mg/cm, 12,55%, p < 0,05, Fig. 20B) em relacao ao grupo ISO.



50

© °)
= <
o 61 c 4001 *
o ®©
—~ # #

8 x # * # § IS i Ll— &
o £ 9300
w . 41 o O —
¢ S
S s =200
° e =
i

f © o
g 2" oz
hd o «100
o T ©
(8]
° o
» 0 o 0
o o
o

O cTr Bl iso Oiso + (-)-1sp B iso + (+)-1sP

Figura 20. Os isdmeros dos isopulegol atenuaram a hipertrofia cardiaca por
marcadores morfométricos. (A) Relacdo peso coracdo/peso corporal (mg/g) em ratos
nas situacdo controle, tratados com 1SO, ISO + (-)-ISP e ISO + (+)-ISP. (B) Relacao
peso coragcdo/comprimento da tibia com os respectivos tratamentos (*p< 0,05 vs CRT,
#p < 0,05 vs ISO, n = 8) (ANOVA one-way seguido do teste de Tukey).

6.8 Parametros eletrocardiogréaficos

A HC induz alteracdes eletrocardiograficas principalmente decorrente do
remodamento do ventriculo esquerdo caracterizado pelo aumento da massa muscular.
Tracados experimentais estdo representados na (Fig. 21A) situacdo controle, (Fig. 21B)
tratados com 1SO, (Fig. 21C) tratados com ISO + (-)-ISP e (Fig. 21D) tratados com ISO
+ (-)-ISP. Os resultados mostraram que os animais tratados com I1SO apresentaram HC,
aumento da parede do venticulo esquerdo, uma vez que foi constatado aumento da
duragdo do complexo QRS (de 19,0 £ 0,5 ms para 26,0 £ 0,001 ms, p < 0,05, Fig. 21E)
e aumento da deflexdo intrinsecéide (DI) (de 12,0 + 1,2 ms para 19,0 + 0,5 ms, p < 0,05,
Fig. 21F) em relacdo ao grupo controle. Além disso, os animais do grupo hipertrofia
apresentaram aumento do QTc (254,9 + 25,4 ms) em relacdo ao grupo controle (155,5 +
4,5 ms). Interessantemente, o tratamento dos animais tanto com a (-)-ISP quanto (+)-ISP
foi capaz de prevenir o aumento do QRS ((-)-ISP: 17,0 £ 1,6 ms e (+)-ISP: 20,1 + 0,9
ms, p < 0,05, Fig. 21E), prevenir o aumento do DI ((-)-ISP: 13,0 £ 0,5 ms e (+)-ISP:
13,0 £ 0,3 ms, p < 0,05, Fig. 20F) e QTc ((-)-ISP: 174,0 £ 3,0 ms e (+)-ISP: 155,5 + 4,0
ms, p < 0,05, Fig. 21G). Por outro lado, ndo foram observadas alteraces no intervalo
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PR (PRi) (Fig. 21H) e frequéncia cardiaca (FC) (Fig. 21l) em todos o0s grupos

experimentais avaliados.
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Figura 21. Efeito dos isdmeros do isopulegol sobre os parametros do ECG in vivo.
Registros representativos do ECG nos grupos submetidos aos tratamentos (A) grupo
controle, (B) grupo isoproterenol (ISO) a seta representa inverséo de onda T, (C) I1SO +
(-)-isopulegol e (D) ISO (+)-isopulegol; (E) Resultado do complexo QRS (ms), (F)
Deflexdo intrinsecoide (DI, ms), (G) intervalo QTc(n)-B (ms), (H) intervalo PR (PRi) e
(1) Frequéncia cardiaca (FC, bpm) em animais controle, tratados 1SO, ISO + (-)-ISP e
ISO + (+)-ISP, respectivamente (n = 6, *p < 0,05 vs CTR, #p < 0,05 vs ISO) (ANOVA
one-way seguido do teste de Tukey).
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6.9 Marcadores bioquimicos de dano tecidual

O dano tecidual dos coragdes hipertréficos e tratados com os dois isdmeros do
isopulegol foi avaliado pela determinacdo, no soro, dos marcadores bioquimicos: lactato
desidrogenase (LDH), creatinofosfoquinase (CPK-TOTAL) e sua isoenzima CPK-MB.
Os resultados mostraram que esses trés marcadores estavam significativamente
aumentados nos coragdes hipertroficos em relacdo ao grupo controle (Fig. 22A, B e C).
Os animais do grupo ISO + (-)-ISP apresentaram reducdo da LDH (de 213,5 + 3,6 para
156,8 £ 1,19 U/L, p < 0,05, Fig. 22A), CPK-total (de 178,8 £ 2,53 U/L para 104,3 +
1,34 U/L, p < 0,05, Fig. 22B) e CPK-MB (de 47,10 + 0,82 U/L para 31,89 + 0,36 U/L, p
< 0,05, Fig. 22C) em relacdo ao grupo hipertrofia. Esse mesmo resultado foi observado
nos animais tratados com a 1SO + (+)-ISP com diminuicao significativa dos marcadores
LDH (129,4 + 2,09 U/L, p < 0,05, Fig. 22A), CPK-total (94,33 + 1,8 U/L, p < 0,05, Fig.
22B) e CPK-MB (24,33 + 0,88 U/L, p < 0,05, Fig. 22C). Interessantemente, 0s
resultados mostraram que houve diferenca significativa na resposta cardioprotetora
entre os isdmeros, sendo a (+)-ISP mais eficiente em diminuir o dano tecidual

observado na HC.
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Figura 22. Os isdomeros dos isopulegol (ISP) reduzem a lesdo tecidual da
hipertrofia cardiaca por diminuicdo dos marcadores bioquimicos. (A) Lactato
desidrogenase (LDH), (B) Creatinafosfoquinase — Total (CPK total) e (C) Creatina
Fosfoquinase — MB (CPK-MB) (*p < 0,05 vs CRT, #p < 0,05 vs ISO, op< 0,05 (+)-ISP
vs (-)-I1SP, n = 7) (ANOVA one-way seguido do teste de Tukey).

6.10 Estresse oxidativo e enzimas antioxidantes

A HC estd associada com aumento na producdo das espécies reativas de
oxigénio (EROs) e diminuicdo das reservas antioxidantes (Monsalvo-Villegas et al.,
2018b). Os resultados mostraram que os coracdes hipertréficos apresentaram aumento
na peroxidacdo lipidica (de 1,933 + 0,0915 para 3,012 £ 0,092 nmol MDA/mg
proteina), evidenciado pelo aumento das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS), principalmente o malondialdeido (Fig. 24A). Esse aumento foi prevenido
pelo tratamento dos animais com os dois isomeros do isopulegol (n =5, p < 0,05, Fig.
24A). Entretanto, o tratamento dos animais com o (-)-ISP, reduziram a peroxidagéo
lipidica (de 3,012 + 0,092 para 1,961 + 0,100 nmol MDA/mg proteina, p < 0,05) o
isdbmero (+)-ISP houve a reducéo da peroxidacdo lipidica (de 3,012 £+ 0,092 unidade
para 2,411 + 0,081 nmol MDA/mg proteina, p < 0,05).

As atividades da SOD (de 0,013 + 0,002 para 0,009 £ 0,002 U/ug proteina, p <
0,05), catalase (de 0,405 % 0,023 para 0,205 + 0,008 AE/min/ug proteina, p < 0,05) e
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GPx (de 0,309 + 0,003 para 0,215 + 0,006 nmol/min/ug proteina, p < 0,05)
apresentaram-se reduzidas nos coracdes hipertroficos em relagdo ao grupo controle (Fig.
24 B, C e D). O tratamento dos animais com (-)-ISP foi capaz de aumentar a atividade
da SOD (0,009 + 0,001 para 0,012 + 0,001 U/ug proteina, p < 0,05), catalase (de 0,205
+ 0,008 para 0,297 + 0,019 023 AE/min/ug proteina) e da GPx (de 0,215 + 0,006 para
0,288 £ 0,032 nmol/min/ug proteina). A (+)-ISP também foi capaz de aumentar a
atividade da SOD (de 0,009 + 0,001 para 0,012 + 0,002 U/ug proteina), catalase (de
0,205 £ 0,008 para 0,324 + 0,010 AE/min/ug proteina) e da GPx (de 0,215 + 0,006 para
0,309 + 0,005 nmol/min/ug proteina).
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Figura 24. Avaliacao do estresse oxidativo dos coracdes hipertréficos e submetidos
ao tratamento com os isdomeros do isopulegol (ISP). (A) Niveis de TBARS, (B)
atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), (C) atividade da enzima catalase,
atividade da glutationa peroxidase (GPx) nos cora¢Ges dos animais controle, tratados
ISO, I1SO + (-)-ISP e ISO + (+)-ISP (n = 5, *p < 0,05 vs CRT, #p < 0,05 vs 1SO)
(ANOVA one-way seguido do teste de Tukey).
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6.12 Analise das interleucinas envolvidas no processo inflamatorio na hipertrofia
cardiaca

Os resultados mostraram aumento na concentracgdo de TNF-a (2,76 + 0,32 pg/mg
de proteina, p < 0,05) no grupo ISO nos tecidos cardiacos em relacdo ao grupo CTR
(6,88 = 0,77 pg/mg de proteina). Entretanto, 0 TNF-a teve uma redugao significativa no
grupo ISO + (-)-ISP (de 6,88 £ 0,77 para 4,35 £ 0,45 pg/mg de proteina) e no grupo ISO
+ (+)-ISP (de 6,88 £ 0,77 para 3,07 + 0,45 pg/mg de proteina) (p < 0,05). A IL-1p nos
tecidos cardiacos no grupo ISO foi tambeém aumentada (8,69 £ 1,12 pg/mg de proteina)
qguando comparada com o grupo controle (5,67 0,46 pg/mg de proteina) (Fig. 25A).
Houve reducéo da IL-1p no grupo I1SO + (-)-ISP (de 8,69 + 1,12 para 3,36 + 0,32 pg/mg
de proteina) e no grupo ISO + (+)-ISP (de 8,69 + 1,12 para 5,19 + 0,85 pg/mg de
proteina) (Fig. 25B).
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Figura 25. Interleucinas envolvidas no processo inflamatorio na hipertrofia
cardiaca. (A) TNF-a e (B) IL-1p total nos cora¢Bes dos animais controle, tratados com
isoproterenol (1SO), 1ISO + (-)-ISP e I1SO + (+)-ISP (n =5, *p < 0,05 vs CRT, #p < 0,05
vs ISO) (ANOVA one-way seguido do teste de Tukey).

6.13 Analise do imunoconteudo de proteinas envolvidas na hipertrofia cardiaca

Na analise do imunocontetdo de proteinas envolvidas na HC, nossos resultados
mostraram o aumento da expressdao da PKA no coragéo hipertrofico (1,53 + 0,06) em
relacdo aos grupos controle (1,00 £ 0,08) havendo reducédo da expressdo nos coragoes
dos animais tratados com (-)-ISP (0,95 + 0,06, p < 0,05) e (+)-ISP (1,04 £ 0,15, p <
0,05) (Fig. 26A). A Fig. 26B mostra que ndo houve alteracdo nos niveis de expressao da
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pCAMKII (a. e B) nos diferentes grupos experimentais. Analisando a via de sinalizacdo
de ERK1/2, os resultados mostraram aumento significativo da p-ERK1/2/ERK1/2 total
no grupo hipertrofia (0,13 + 0,03, p < 0,05) em relagéo ao controle (0,07 £ 0,005) (Fig.
26C). Interessantemente, os tratamentos com a (-)-ISP (0,025 + 0,002, p < 0,05) e (+)-
ISP (0,064 = 0,007, p < 0,05) foram capazes de prevenir esse aumento na fosforilacéo

observada na HC.
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Figura 26. Imunocontetdo de proteinas envolvidas na hipertrofia cardiaca nos
diferentes grupos experimentais. (A) PKA C-a, (B) pCAMKII/CAMKII total, (C)
PERK Y/ERKY: total nos coragfes dos animais controle, tratados com isoproterenol,
ISO, I1SO + (-)-ISP e ISO + (+)-ISP (n = 4, *p < 0,05 vs CRT, #p < 0,05 vs 1SO)
(ANOVA one-way seguido do teste de Tukey).

A Fig. 27 mostra a expressdo proteica da bomba de calcio do reticulo
sarcoplasmatico (SERCA), PP1-y, sarcalumelina (SARC) e do trocador Na‘/Ca*?
(NCX) nos diferentes grupos experimentais. Ao avaliar a expressao proteica da SERCA,
foi observado que a HC promoveu reducéo significativa da sua expresséo (0,67 + 0,04,
p < 0,05) quando comparado com grupo controle (1,13 £ 0,06). Em contraste, 0s ratos
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tratados com o (-)-ISP e (+)-ISP a expressdo da SERCA foi restaurada a situacédo

controle (Fig. 27A). Como observado na Fig. 27B, a expressao da PP1-y foi reduzida no

grupo hipertrofia (1,39 + 0,16, p < 0,05) em relagdo ao controle (2,49 = 0,17).

Entretanto, os tratamentos com a (-)-ISP e (+)-ISP ndo foram capaz de prevenir essa

alteracdo. Nossos resultados mostraram que a HC induziu diminuicdo na expressdo da

sarcalumelina (0,16 £+ 0,03, p < 0,05) em relagéo ao grupo controle (0,35 + 0,04). Os

tratamentos dos animais com a (-)-ISP e (+)-ISP foram capazes de prevenir essa

alteracdo para 0,44 £ 0,01 e 0,42 + 0,02, respectivamente (Fig. 27C). A expressdo do

NCX apresentou-se aumentada no grupo hipertrofia (1,42 + 0,16, p < 0,05, Fig. 27D)

quando comparado ao controle (0,68 = 0,16) sendo prevenido com o tratamento com 0
(-)-1SP (0,81 £ 0,015, p < 0,05) e o (+)-ISP (0,91 + 0,048, p < 0,05).
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Figura 27. Imunoconteddo de proteinas envolvidas na hipertrofia cardiaca nos
diferentes grupos experimentais. Expressdo das proteinas (A) bomba de célcio do
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reticulo sarcoplasmatico, SERCA, (B) Proteina fosfatase 1-gama, PPl-y, (C)
sarcalumelina, SARC e (D) trocador Na*/Ca*2, NCX, nos coracdes dos animais em
situacdo controle, tratados com isoproterenol, 1SO, 1SO + (-)-ISP e ISO + (+)-ISP (n =
3, *p < 0,05 vs CRT, #p < 0,05 vs ISO) (ANOVA one-way seguido do teste de Tukey).
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, foram avaliados os efeitos dos isdmeros do isopulegol sobre
pardmetros contrateis e sobre a sinalizacdo do célcio intracelular em coracdo de rato.
Além disso, foram investigadas suas atividades anti-hipertréficas, bem como as vias de
sinalizacdo envolvidas no desenvolvimento da HC patoldgica.

A principio foi observado que os isémeros (-)-ISP e (+)-ISP reduziram a forca de
contracdo em atrio isolado de rato, sendo o (-)-ISP 3,5 vezes mais potente que 0 (+)-
ISP. Em cardiomidcito ventricular de rato, os resultados também mostraram que os dois
isdmeros reduziram a fracdo de encurtamento celular, sendo a reducdo também maior
com a (-)-ISP quando comparado com a (+)-ISP. Outro fato importante foi que néo
houve alteracdo do tamanho da célula no repouso (baseline) na presenca de (-)-ISP ou
(+)-ISP, ou seja, ndo houve alteragdo no tamanho do sarcOmero comparada com a do
controle. Apesar da reducdo da contratilidade celular, ndo houve diferenca significativa
na velocidade da contracdo e do relaxamento dos cardiomicoticos tratadas com (-)-1SP
(+)-1SP.

Esse efeito inotropico negativo dos isémeros do isopulegol também foi
observado com outros monoterpenos. Como mostrado, em atrio de cobaia, a acdo
inotropica negativa de 7 terpenos estruturalmente relacionados: nerol, nerolidol,
farnesol, geraniol, citronelol, 3-metil-buteno-1ol (Vasconcelos et al., 2018). Nesse
estudo, foi evidenciado que a poténcia relativa dos terpenos estava relacionada ao
namero de unidades isoprénicas, sendo o0s sesquiterpenos (CsHg)s mais potentes que 0s
monoterpenos (CsHg). que, por sua vez, foram mais potentes que os hemiterpenos
(CsHs). Outros terpenos induziram reducdo da contratilidade cardiaca, tais como a R(+)-
pulegona (de Cerqueira et al., 2011) e geraniol (de Menezes et al., 2014) em coragao de
cobaia. O 1,8-cineol também diminuiu a forca contratil do musculo papilar do
ventriculo esquerdo de rato (Soares et al., 2005). A rotundifolana induziu
vasorelaxamento em aorta isolada de rato (Cardoso Lima et al., 2012). Outros terpenos
podem apresentar resposta bifasica sobre a contratilidade miocardica, a exemplo do (-)-
terpineno-4-ol que induziu efeito inotropico positivo em concentragcdes na faixa de
micromolar e reduziu a forga de contracdo atrial em concentragfes na faixa de
milimolar (Gondim et al., 2017).

A contratilidade do mdsculo cardiaco depende da concentracdo de célcio

intracelular (Bers, 2002). Dessa forma, uma diminuigdo do influxo de calcio, por canais
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para calcio tipo-L sarcolemais, induz uma menor liberacdo de célcio do reticulo
sarcoplasmaético pelos receptores de rianodina (RyR) promovendo um efeito inotrépico
negativo. Diante disso, foi levantado como hipétese para a redugdo da forca contratil
induzida pelos isdbmeros do isopulegol, uma acdo sobre canais para célcio tipo-L. Os
nossos resultados mostraram, através de técnica de “patch-clamp whole-cell” que tanto
a (-)-ISP quanto a (+)-ISP foram capazes de reduzir a corrente de célcio tipo-L (lcaL)
sendo a (-)-ISP mais eficaz em reduzir a lcaL em comparacdo a (+)-ISP. Essa
diminuicdo de IcaL pode responsavel pelo decréscimo de forca atrial e celular
promovida pelos isémeros.

A literatura relata que os monoterpenos sdo compostos que apresentam ampla
atividade farmacoldgica com capacidade de modular varias correntes ibnicas de
membrana, incluindo as correntes de Ca*? (Rocha et al., 2019). O bloqueio da lca, foi
relatado por varios terpenos em células cardiacas, tais como a R(+)-pulegona (de
Cerqueira et al., 2011) e geraniol (de Menezes et al., 2014) em cardiomidcito
ventricular de camundongo, pelo nerol em cardiomidcito isolado de cobaia (de
Menezes-Filho et al., 2019), pelo (-)-mentol em cardiomidcito ventricular de coelho
(Baylie et al., 2010), pelo timol em células canina e ventricular humana (Santos et al.,
2011), pela rotundifolona (Peixoto-Neves et al., 2010) e farnesol em musculo liso de
ratos (Roullet et al., 1997; Magyar et al., 2004). O (-)-terpineno-4-ol, que apresentou
resposta inotropica bifasica em atrio de rato, aumentou a IcaL em concentracfes baixas
(UM) e reduziu em concentracdes mais altas (mM) (Gondim et al., 2017).

Durante o0 processo de acoplamento-excitacdo do miocérdio, ocorre
despolarizacdo da célula, abertura de canais para calcio tipo-L e, consequentemente,
influxo de ions calcio. Esse ion Ca*? que entra, ira se ligar aos RyR do reticulo
sarcoplasmatico induzindo a sua abertura e liberacio do Ca*? estocado no citosol. A
concentragdo de Ca*? aumenta no citosol promovendo o processo de contragdo
muscular. Para o relaxamento muscular ocorrer, a concentracdo intracelular de Ca*?
livre, precisa diminuir de 10° M para valores da ordem de 107 ou 10° M (Chemla et
al., 2000). Essa reducdo do Ca* permite a sua dissociagdo da troponina C (TnC). O
esvaziamento do Ca*? citoplasmatico se da por meio de quatro vias conhecidas, que sdo
a SERCA, o NCX, Ca*?-ATPase sarcolemal e Ca*?>-ATPase mitocondrial (Bers, 2002).
Essa variagdo na concentracéo intracelular de Ca*?, que aumenta na contracdo e diminui

no relaxamento, é chamado de transiente intracelular de Ca*2.
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No transiente global intracelular, foi possivel observar que o (-)-ISP e (+)-ISP
reduziram em aproximadamente 20% a amplitude do transiente de [Ca*2]i, ndo havendo
diferenca significativa entre os dois isbmeros avaliados. Esse resultado é bem plausivel,
uma vez que havendo diminuicdo do influxo de calcio na célula, havera também uma
menor liberacdo de calcio pelos RyRs do reticulo sarcoplasmnatico (RS), diminuindo a
concentracdo de calcio intracelular.

Os dados obtidos até o presente momento mostraram que o (-)-ISP foi mais
potente que a (+)-ISP no que ser refere ao efeito inotropico negativo e a reducdo da
corrente de Ca* tipo-L. Os resultados do docking mostraram que a (-)-1SP possui um
nivel de interacdo de -65,84 Kcal/mol, com 2 interacGes estéricas entre &tomos apolares
com o canal para célcio tipo-L. Por outro lado, a (+)-1SP mostrou um nivel de interacéo
um pouco menor (-63,09 Kcal/mol) apresentando apenas 1 interacdo estérica entre
atomos apolares com o canal para célcio tipo-L. Esses dados corroboram o menor efeito
do (+)-ISP sobre os parametros avaliados no presente estudo. Com relagdo a interacao
da nifedipina com o canal (bloqueador classico dos canais para Ca*? tipo-L), usado
como controle, os resultados mostraram uma maior energia de interacdo (-87,89
Kcal/mol) com 3 interacdes estéricas entre atomos apolares e 2 ligacdes de hidrogénio.

Os nossos resultados demonstram que os dois isdmeros atuam como drogas
bloqueadoras de canais para Ca*? tipo-L (LTCC). Tem sido demonstrado na literatura
que os bloqueadores de LTCC atenuam a hipertrofia, por diminuir a carga de Ca*?
intracelular, sugerindo que o Ca*? ativa cascatas de sinalizagdo para induzir hipertrofia
patoldgica (Maier et al., 2007b; Chen et al., 2011).

A HC é um processo adaptativo do miocardio que quando associada a condi¢des
fisioldgicas e patoldgicas leva a um aumento do risco de morbidade e mortalidade,
tendo como consequéncia o desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Bernardo et
al., 2010; Liu et al., 2015; Lazzeroni et al., 2016; Samak et al., 2016). Estudos mostram
que o tratamento com drogas antioxidantes é uma importante conduta farmacoldgica em
diversas patologias, dentre elas, as doencas cardiovasculares (Fernandes et al., 2015;
Eijsvogels et al., 2016; Ribeiro et al., 2016; Roth et al., 2017).

Na HC induzida por isoproterenol (ISO), ocorre remodelamento cardiaco com
aumento da razdo peso do coracdo/peso corporal e da relagdo peso do
coracdo/comprimento da tibia (Singh et al.,, 2011; Mesquita et al., 2017).
Interessantemente, nossos resultados mostraram que houve prevengdo do aumento do

peso dos coragbes nos grupos tratados tanto com o (-)-ISP quanto com o (+)-ISP.
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Assim, pode-se afirmar que a severidade das alteracGes cardiacas foi melhorada nos
grupos tratados com isémeros do isopulegol, uma vez que 0s parametros morfométricos
foram parcialmente preservados. Esses dados sugerem que os isdbmeros tém um papel
protetor contra a HC induzido pelo ISO.

Além de alteragdes morfométricas, o coracdo hipertrofico apresenta alteracdes
nas suas propriedades elétricas e contrateis. O ECG é um dos métodos mais classicos
utilizados para diagnosticar lesdes cardiacas podendo refletir a atividade elétrica do
coracdo e identificar varios danos ao miocardio em areas especificas (Guo et al., 2016).
E comum ser evidenciado na HC um padrdo de ECG com aumento na duracdo do
complexo QRS (tempo para ativacdo ou despolarizacdo dos ventriculos) e da deflexdo
intrinsecoide (DI) (tempo para ativacao ou despolarizacdo do ventriculo esquerdo). Em
decorréncia do aumento da massa dos ventriculos ocorre aumento do QRS e da DI, uma
vez que a onda de despolarizacdo gastara mais tempo para despolarizar toda a massa do
ventriculo. Em relacdo ao complexo QRS, foi observado aumento em sua duragdo no
grupo HC, uma vez que o aumento da massa do ventriculo esquerdo ocasiona um
retardo na despolariza¢do da massa do ventriculo (Zago et al., 2015; Bacharova et al.,
2017). Os grupos tratados com os isdmeros do isopulegol preveniram o aumento do
QRS e, de maneira indireta, pode-se mensurar que houve uma diminui¢cdo da espessura
do ventriculo esquerdo.

O intervalo PR mede o tempo de conducdo da onda elétrica desde o nodo
sinusal, passando pelo nodo AV, até as fibras de Punkinje (Azevedo, 1999). Nos nossos
resultados, ndo houve alteragdo do intervalo PR (Fig. 21D) nos animais com hipertrofia
induzida por ISO. A literatura mostra que com relagdo ao intervalo PR (PRi) pacientes
com HC podem apresentar pouca ou nenhuma alteracdo neste intervalo (Hancock et al.,
2009).

Além disso, a HC vem acompanhada de intervalo QTc prolongado e inversao da
onda T decorrente de isquemia miocardica (Higham et al., 1995). Quando foi avaliado o
QTc, que corresponde ao tempo gasto na despolarizacdo e repolarizagdo ventricular,
houve um aumento em sua duragdo nos coragdes hipertrofiados, esse resultado
corrobora com os achados no presente trabalho, é justificavel porque provavelmente
Em pacientes hipertensos com HC, o aumento da massa do VE foi associado duragdo
prolongada do intervalo QRS e QT (Dritsas et al., 1992; Baillard et al., 2000; Oikarinen
et al., 2004).
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O aumento do QRS esta relacionado ao dano miocardico difuso, onde o miocéardio é
substituido por fibrose ou quando ocorre aumento lesbes (Mazzoleni et al., 1975;
Kushawaha et al., 2016) Prolongamento do intervalo QT e QRS em animais tratados
com ISO pode indicar um retardo na condugdo ventricular (Galinier et al., 1997;
Kral'ova et al., 2008). Tanto o (-)-ISP e o (+)-ISP foram capazes de prevenir essa

alteragéo.

Diferente dos atrios, onde a repolarizacdo comeca onde se inicia a
despolarizacédo, o processo de despolarizacdo dos ventriculos ocorre do endocardio para
0 epicéardio, enquanto que a repolarizagcdo ocorre do epicardio para o endocardio
(Azevedo, 1999). Isso se deve as células epicardicas apresentarem um potencial de acdo
mais curto do que as células endocardicas (Nerbonne, 2016) Essa diferenca regional se
deve a maior expressdo das correntes de potassio ‘transient outward’ (Iof € los) Nas
células epicérdicas que diminui a duragdo do potencial de acdo (Wickenden et al., 1999;
Nerbonne, 2016). Por isso, 0 complexo QRS apresenta 0 mesmo sentido da onda T
(Azevedo, 1999). Na hipertrofia, como ha um desequilibrio entre o crescimento da
massa muscular e do leito capilar, ocorre reducdo do fluxo coronariano promovendo
diminuicdo do suprimento de nutrientes no cora¢do podendo levar a isquemia e necrose
miocardica. Assim, alteracGes da repolarizacdo ventricular, com presenca de onda T
negativa, sdo sugestivas de isquemia subepicardica (Azevedo, 1999). A inversdo da
onda T foi observada nos animais hipertréficos, o que se significa que os animais, ao
decorrer do tratamento, sofreram uma isquemia do miocardio (Mansur et al., 2006;
Krenek et al., 2009), padréo esse que foi completamente abolido com o tratamento com
os isdmeros. Portanto, podemos afirmar que os resultados mostraram mecanismos
cardioprotetores do (-)-ISP e (+)-ISP frente as alteracbes eletrocardiograficas

observadas no grupo hipertrofia.

Em contextos clinicos, a elevacdo na concentracdo das enzimas séricas (LDH,
CK e CK-MB) é considerada como um biomarcador vital de dano miocardico,
indicando vérias doencas cardiacas, como miocardite e infarto do miocardio (Villani,
1990). A lesdo miocardica induzida por I1SO foi ainda demonstrada por elevacao
significativa das atividades dessas enzimas séricas, que sdo liberados dos midcitos
comprometidos (Akila et al., 2016; Eladwy et al., 2018). O aumento na atividade dessas
enzimas em ratos tratados com 1SO esta de acordo com estudos anteriores (Panda et al.,

2017; Eladwy et al., 2018; Wang et al., 2018). Entretanto, os tratamentos dos animais
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com o (-)-ISP e (+)-I1SP promoveu uma reducao significativa nos niveis séricos de LDH,
CPK-total e CK-MB demonstrando que houve atenuacéo do dano miocardico induzido
por 1SO. O (+)-ISP foi capaz de atenuar mais 0s niveis dessas enzimas que o (-)-ISP.

Ja é sabido que a estimulacdo dos receptores P1-adrenérgicos aumenta a
producdo de EROS, assim como diminui a capacidade das enzimas antioxidantes
(Birben et al., 2012; Monsalvo-Villegas et al., 2018a). Nosso estudo mostrou que 0
tratamento com ISO aumentou significativamente os produtos da peroxidacao lipidica
nos tecidos cardiacos, associada a diminuicdo da atividade da catalase, SOD e GPx o
que aponta para um aumento no estresse oxidativo nos coracGes hipertroficos. O
declinio nas atividades de SOD, CAT e GPx em tecido cardiaco, submetido ao
tratamento com SO, demonstra o aumento na producdo de radicais livres,
principalmente superéxido e perdxido de hidrogénio, o que causa lesdo miocardica
(Aliahmat et al., 2012). Esses resultados sdo consistentes com estudos anteriores que
relataram o envolvimento do estresse oxidativo e da peroxidagdo lipidica na hipertrofia
cardica e cardiotoxicidade induzidas pelo ISO (Chattopadhyay et al., 2003; Tanriverdi
et al., 2017). Interessantemente, essas alteracfes foram prevenidas com o tratamento
com ambos os isdmeros do isopulegol. Isto sustenta seguramente o efeito antioxidante e
protetor do tecido cardiaco nos animais tratados com o isopulegol. As propriedades
antioxidantes do isopulegol ja tinham sido descritas na literatura, uma vez que 0 mesmo
foi capaz de aumentar a atividade da catalase e aumentar os niveis de glutationas no
hipocampo dos camundongos (Silva et al., 2009b).

O estresse oxidativo também pode induzir respostas inflamatorias ativando
fatores de transcricdo sensiveis a acdo redox, que culminam com a liberacdo de
citocinas pro-inflamatoérias tais como TNF-o, IL-1B, ciclo-oxigenase-2 (COX-2), e
oxido nitrico sintase induzida (iNOS) (Kumari et al., 2018). Foi evidenciado no que nos
coragdes hipertrofiados com 1SO ha aumento das concentracbes de TNF-a e IL-1p,
corroborando a literatura (Dai et al., 2019). Além disso, acredita-se que 0 aumento
dessas citocinas também possa estar relacionado com o desenvolvimento de déficit
cardiaco, fibrose e morte celular (Rosenkranz et al., 2002; Wu et al., 2018). Desta
forma, esses fatos sugerem que o aumento das concentracoes de TNF-a e IL-1B no
coracdo hipertrofiado e o déficit da funcéo cardiaca que observados no grupo ISO estdo
associados entre si. Contudo, sabe-se que monoterpenos podem inibir 0 processo
inflamatorio reduzindo as concentragBes de citocinas (Quintans et al., 2019). Entdo se

decidiu investigar o papel dos isdmeros do isopulegol frente ao processo inflamatério da
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HC, mensurando a atividade de suas principais citocinas e foi obeservado reducdo das
atividades do TNF-a e IL-1 .

Estd bem estabelecido na literatura que a estimulacdo simpatica promove
ativacdo da PKA que é importante para a regulacdo da frequéncia e contratilidade
cardiaca (Reiken et al., 2003; Endoh, 2004). Entretanto, a ativacdo persistente do
sistema simpatico mediado pelo ISO (catecolamina) pode induzir HC patoldgica e
disfuncdo contratil. Na analise da expressdo de proteinas envolvidas na HC nossos
resultados revelaram aumento na expressao da PKA e ERK1/2 nos coracoes
hipertréficos que foi prevenido com os tratamentos com os isbmeros do isopulegol. Esse
resultado est& de acordo com o descrito na literatura que mostra 0 aumento da expressao
da PKA e ERK1/2 na HC (Mutlak et al., 2015; Tham et al., 2015). A ativacdo de
ERK1/2 foi relatada como mediadora de processos adaptativos e mal-adaptativos no
coracdo (Lorenz et al., 2009).

A proteina calmodulina quinase |1 dependente de Ca*? (CaMKII) fosforila varias
proteinas que participam da sinalizagdo do Ca*?, incluindo o RyR, fosfolamban e canais
para Ca*? tipo-L (Maier et al., 2007a). Estudos recentes usando modelos animais
mostraram que a CaMKI I esta altamente ativada na HC e que a sua superexpressao pode
induzir HC, insuficiéncia cardiaca e arritmias ventriculares (Wu et al., 1999; Anderson
et al., 2011; Feng et al., 2017). Sabe-se que a ativagdo cronica da via B-adrenérgica,
induz hipertrofia e insuficiéncia cardiaca, por ativar a CaMKII e aumentar o Ca*?
intracelular, levando a ocorréncia de arritmias malignas (Maier et al., 2002). Apesar
dessas evidéncias, 0s nossos resultados ndo revelaram alteragdo na expressdo da
CaMKII nos grupos experimentais.

No coracdo, a recaptacio do Ca*? é modulada principalmente pela SERCA. Na
HC a expressdo da SERCA esta diminuida o que culmina com a diminuicdo da carga de
calcio estocada no RS. Diante disso, haverd uma menor liberacdo de célcio no citosol
promovendo diminuicdo da contratilidade cardiaca (Mesquita et al., 2017). Os nossos
resultados mostraram uma menor expressdo da SERCA nos coragdes hipertroficos,
sendo prevenida com o tratamento com o (-)-ISP e (+)-ISP. Estudos mostram que o
aumento da expressao da SERCA melhora a capacidade contratil dos ventriculos
melhorando o quadro de insuficiéncia cardiaca tipica da HC patoldgica (Anwar et al.,
2008; Kranias et al., 2012; Tham et al., 2015). Estudos mostram que antagonistas [3-
adrenérgicos revertem as alteragdes na expressdo da SERCA melhorando a fungéo
contratil (Wisloff et al., 2002; Li et al., 2009; Al-Dissi et al., 2011; Liu et al., 2013).
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Como o tratamento dos animais com (-)-ISP e (+)-1SP aumentou a expressdo da SERCA
podemos indiretamente afirmar, que houve melhora na funcdo contrétil dos coracGes
dos animais hipertroficos.

O equilibrio entre a fosforilacdo e a desfosforilacdo de proteinas regula quase
todos os processos bioldgicos. As proteinas fosfatases sdo classificadas em trés
subgrupos: 1) serina/treonina, 2) tirosina ou 3) fosfatases especificas. As proteinas
fosfatases serina/treonina incluem a proteina fosfatase 1 (PP1), proteina fosfatase 2A
(PP2A) e proteina fosfatase 2B (PP2B ou calcineurina), sendo a principal classe de
fosfatase no coracdo de mamiferos. Como a PP1 desfosforila o fosfolamban (PLB)
exercendo uma fungéo oposta da PKA que fosforila o PLB, a sua atividade aumentada
ou a sua superexpressdo melhora a funcdo cardiaca (Gergs et al., 2019). A PP1 é
essencial para manter a fungéo cardiaca fisioldgica, estando sua expressdo reduzida na
HC. Nossos resultados mostraram reducdo da expressdao PP1y no grupo hipertrofia, e o
tratamento dos animais com (-)-ISP e (+)-ISP néo foi possivel restabelecer a expressao
da PP1y.

A sarcalumenina é uma glicoproteina encontrada na cisterna longitudinal do RS
responsavel pelo tamponamento de Ca*? no musculo cardiaco, de forma semelhante a
calsequestrina. Entretanto, a calsequestrina esta condensada na cisterna terminal do RS,
onde também estdo localizados os RyRs. Em contraste, a sarcalumenina que esta
distribuida no RS longitudinal, fica co-localizada com a SERCA e o PLB (Shimura et
al., 2008; Jiao et al., 2009; Jiao et al., 2012). Nossos resultados mostraram que a
expressdo de sarcalumenina estava diminuida na HC patologica. Alguns autores
sugerem que a interacdo funcional entre sarcalumenina e a SERCA2a aumenta a
estabilidade da SERCA facilitando o sequestro de Ca*? para 0 RS. Assim, a interacio da
sarcalumenina com a SERCAZ2a desempenha um papel essencial na preservacdo da
funcdo cardiaca sob estresse mecanico, como a que ocorre na sobrecarga de pressao
(Shimura et al., 2008; Gomes et al., 2015). Os nossos resultados mostraram que o
tratamento com ISO diminuiu a expressdo da sarcalumenina, sendo prevenida com 0s
tratamentos com (-)-ISP e (+)-ISP.

Além da SERCA, o trocador Na+/Ca+2 (NCX) também é responsavel pelo
transporte de Ca+2 no midcito cardiaco (Bers, 2002). Estudos prévios demonstraram
que a estimulagdo crénica com norepinefrina induziu uma superexpressdo do NCX no
rato in vitro e in vivo (Schillinger et al., 2003; Li et al., 2005; Zwadlo et al., 2005).

Existem varios relatos de que a expressdo de NCX esta elevada em coragdes com infarto
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e HC (Sipido et al., 2002; Javidanpour et al., 2018). Nossos resultados também
mostraram a superexpressédo do NCX na HC que foi prevenido com os tratamentos com
(-)-ISP e (+)-ISP (Studer et al., 1994; Jordan et al., 2002). A expressdo do NCX esté
aumentada por conta do desbalanco da homeostase do Ca+2 que ocorre na HC. Como
resultado, a base molecular da resposta hipertrofica aumentando a expressdo do NCX, é
importante para restabelecer o equilibrio do Ca+2 intracelular (Tomaselli et al., 1999).
Os resultados obtidos mostraram que os isomeros (-)-ISP e (+)-ISP reduzem a
corrente de célcio tipo-L e o transiente intracelular de célcio no midcito cardiaco
promovendo diminuicdo da contratilidade cardiaca. Em modelo de HC, induzida por
ISO, os resultados mostraram que o (-)-ISP e (+)-ISP foram capazes de prevenir ou
atenuar as alteragdes morfométricas, eletrocardiograficas e bioquimicas caracteristicas
da HC patoldgica. Além disso, o tratamento dos animais hipertréficos com o (-)-ISP e
(+)-1SP foi capaz de prevenir o extresse oxidativo e a expressdo de genes relacionados a
HC, ANP, BNP e LOX. A superexpreesédo de PKA, ERK1/2, NCX e a diminuicdo da
expressdo da SERCA e sarcalumenina foram prevenidas com os tratamentos com o0s
isbmeros do isopulegol. Esses resultados apontam para o efeito cardioprotetor dos
isdbmeros do isopulegol frente a HC patoldgica induzida por estimulacdo dos receptores

[-adrenérgicos.
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8. CONCLUSAO

Podemos concluir que os isomeros do isopulegol promovem:

- Reducdo da contratilidade em atrio esquerdo e em cardiomidcito ventricular isolado;

- Diminuicdo da corrente de célcio tipo-L em cardiomidcito isolado;
- Reducdo do transiente intracelular do calcio em cardiomidcito isolado;

- Interacdo molecular com o canal para célcio do tipo-L;

Em modelo de HC patoldgica, os isdmeros do isopulegol promovem:

- Atenuacédo das alteracdes morfométricos caracteristicas da HC, tal como aumento da

massa cardiaca;

- Prevencdo das alteracGes eletrocardiograficas observadas nos coragdes hipertréficos,

tais como aumento da duracdo do complexo QRS, QTc e DI.

- Diminuicdo dos marcadores bioquimicos (LDH, CPK, CK-MB) nos coracfes

hipertréficos;

- Diminuicdo do estresse oxidativo (TBARS, SOD, CAT e GPx) nos coragoes

hipertréficos;
- Diminuicdo de mediadores inflamatérios (TNF-a e IL1-B) nos corac@es hipertroficos;

- Diminuicdo da superexpressdo de proteinas envolvidas na HC (PKA, ERK1/2, NCX)

assim como preveniu a diminuicdo da expressédo da SERCA e sarcalumalina.
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