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RESUMO

Efeito cardioprotetor do d-limoneno sobre o infarto agudo do miocéardio em
modelo animal. Aimée Obolari Durco, Lagarto, 2019.

O infarto agudo do miocardio (IM) apresenta alta taxa de mortalidade e sua
abordagem - farmacoldgica ou percutanea - ndo inibe significativamente os danos do
processo de isquemia/reperfusédo (IR) ocasionados, dentre outros, pelo aumento do
estresse oxidativo. As propriedades terapéuticas dos monoterpenos ja sdo conhecidas
e estudos ja comprovaram que o d-limoneno — o monoterpeno natural mais frequente
na natureza, possui capacidade antioxidante e acdo hipotensora sobre a pressao
sanguinea. Assim, o projeto buscou avaliar o efeito cardioprotetor do d-limoneno em
modelo de IM em coracdo de camundongo Swiss. Para tanto, os animais foram
divididos em 4 grupos: controle (veiculo — salina 0,9%+DMSO 0,1%), infarto do
miocéardio - IM (veiculo + 150mg/kg isoproterenol), d-limoneno - DL (veiculo + 10uM
d-limoneno) e IM + DL (veiculo + isoproterenol + d-limoneno) - as drogas foram
administradas via intraperitoneal, em duas doses separadas por um intervalo de 24hs.
No grupo IM + DL foi feita a dministracdo do d-limoneno 30 minutos apés a
administracé@o do isoproterenol. Assim, foram utilizados eletrodos subdérmicos para a
caracterizacdo do efeito do d-limoneno sobre as alteracGes eletrocardiograficas;
investigagdo dos efeitos do d-limoneno sobre a area de infarto através da marcacao
com TTC; alterac@es histoldgicas pelo método de coloracdo com hematoxilina/eosina
(H&E); producéo das EROs pela fluorescéncia com DHE; avaliacao da resposta do d-
limoneno sobre as enzimas antioxidantes SOD e CAT; sua capacidade antioxidante
(FRAP) e acao sobre as proteinas anti e pro-apoptéticas pelas técnicas de
imunofluorescéncia e Western Blotting. Valores de probabilidade de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. Todos os dados foram expressos como
média + Erro Padrdo Médio (EPM), e o niumero de animais 5 - 6 por grupo. Os
resultados mostraram que o d-limoneno impediu a elevagéo do segmento ST em 30%
dos animais avaliados, impediu 0 aumento do intervalo QTc (de 71,66 + 6,604 para
102,9 + 5,04) e da FC (332,7 + 20,96 para 500,6 + 13,69 bpm), reduziu a area de
infarto para 8,34% e preveniu alteracdes histolégicas nas fibras musculares cardiacas
como descontinuidade, degeneracdo, espacamento amplo e vacuolacfes, também
diminuiu a infiltracdo de células mononucleares, diminuiu 0 estresse oxidativo por
diminuir as EROs, restaurar a atividade da SOD a valores proximos ao controle (24,35
+ 3,87 U/mg), diminuir a sulfidrilagédo, carbonilacédo e peroxidacao lipidica, e suprimiu
via pré-apoptética reduzindo a expressao da Bax e a ativacdo da pro-caspase 3 a
parametros iguais ao controle (93,54 + 3,15 e 100 * 2,37, respectivamente). Assim,
os achados farmacolégicos do d-limoneno convergem para a diminuicéo do efeito pro-
apoptotico pela reducdo de enzimas pré-apoptoticas, reducdo da area de infarto e
producdo de EROs e aumento da atividade da SOD.

Descritores: infarto agudo do miocardio; estresse oxidativo; d-limoneno.
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ABSTRACT

Cardioprotector effect of d-limonene on the myocardial infarction in animal
model. Aimée Obolari Durgo, Lagarto, 2019.

Acute myocardial infarction (MI) presents a high mortality rate and its approach -
pharmacological or percutaneous - does not significantly inhibit the ischemia /
reperfusion (RI) damage caused, among others, by the increase of oxidative stress.
The therapeutic properties of monoterpenes are already known and studies have
shown that d-limonene - the most common natural monoterpene in nature, has
antioxidant capacity and hypotensive action on blood pressure. Thus, the project
sought to evaluate the cardioprotective effect of d-limonene on the IM model in the
heart of Swiss mice. The animals were divided into 4 groups: control (vehicle - saline
0.9% + DMSO 0.1%), myocardial infarction (vehicle + 150mg / kg isoproterenol), d -
limonene - DL 10uM d-limonene) and IM + DL (vehicle + isoproterenol + d-limonene) -
the drugs were administered intraperitoneally, in two separate doses over a 24 hours
interval. In the IM + DL group, d-limonene was administered 30 minutes after
isoproterenol administration. Thus, subdermal electrodes were used to characterize
the effect of d-limonene on electrocardiographic alterations; investigation of the effects
of d-limonene on the infarct area by TTC labeling; histological changes by
hematoxylin/eosin staining method (H & E); production of EROs by fluorescence with
DHE; evaluation of the response of d-limonene to the antioxidant enzymes SOD and
CAT its antioxidant capacity (FRAP) and action on the anti and pro-apoptotic proteins
by immunofluorescence and Western Blotting techniques. Values of probability of p
<0.05 were considered statistically significant. All data were expressed as mean *
Standard Mean Error (SEM), and the number of animals 5-6 per group. The results
showed that d-limonene prevented ST segment elevation in 30% of the evaluated
animals, prevented the increase of the QTc (71,66 + 6,604 from 102,9 + 5,04) and FC
(332,7 = 20,96 from 500,6 £ 13,69 bpm) interval, reduced the infarct area to 8.34%,
and prevented histological changes in muscle fibers as well as decreased
mononuclear cell infiltration, decreased oxidative stress by decreasing the ROS,
restoring the SOD activity to values close to the control (24.35 + 3.87 U/mg), to
decrease the sulfidrylation, carbonylation and lipid peroxidation, and suppressed pro-
apoptotic by reducing the expression of Bax and the activation of pro-caspase 3 to
parameters equal to the control (93,54 + 3,15 e 100 + 2,37, respectively). Thus, the
pharmacological findings of d-limonene converge to decrease the pro-apoptotic effect
by reducing pro-apoptotic enzymes, reducing the infarct area, and producing ROS and
increasing SOD activity.

Key-words: acute myocardial infarction; reperfusion injury; oxidative stress; d-
limonene.
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1. INTRODUGCAO

A doenca arterial coronariana (DAC), caracterizada pela obstrugédo das artérias
coronarias por placas de ateroma, € a principal causa de morte e incapacidade
mundial (CERVANTES GRACIA; LLANAS-CORNEJO; HUSI, 2017). De acordo com
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atribui-se a DCC 17,9 milhdes de mortes
anualmente - 31% de todas as causas de mortes no mundo (WHO | World Heart Day)
(WONG et al., 2019)

O infarto do miocardio (IM), lesdo miocéardica detectada em exames
(eletrocardiografico e laboratorial) junto com necrose e clinica compativel com
isquemia do miocardio (IBANEZ et al., 2018a), € a primeira manifestacao da DAC,
representando impactos econémicos decorrentes de sua morbimortalidade. No ano
de 2018, no Brasil, 118.746 das internacdes hospitalares foram atribuidas a esta
causa, com a seguinte distribuicdo regional: 5.307 Norte, 22.869 Nordeste (1.071
atribuidas ao estado de Sergipe), 9.206 Centro-oeste, 58.764 Sudeste, 22.600 Sul. O
IM foi responsavel, neste mesmo, ano por 12.394 6bitos e representou um gasto de
R$ 458.810.284,76 (DATASUS, 2017).

Em pacientes com IM com elevacdo do segmento ST (indicativa de lesao
miocardica), a intervencédo terapéutica mais efetiva para reduzir a lesdo isquémica
aguda do miocardio é a limitacdo do tamanho do infarto e a promocéao da reperfuséo
miocardica oportuna e efetiva, usando terapia trombolitica ou intervencéo coronaria
percutanea primdria, como apontado por guidelines brasileiros, europeus e norte
americanos (PIEGAS et al., 2015; IBANEZ et al., 2018b; THYGESEN KRISTIAN et al.,
2018).

Todavia, a despeito da abordagem sistematizada, o processo de reperfusao
miocardica pode induzir a morte adicional de cardiomidcitos, um fenémeno conhecido
como leséo de reperfusdo miocardica (HAUSENLOY; YELLON, 2013).

A leséo por isquemia reperfusao (IR) € o dano tecidual adicional a isquemia,
causado quando o fornecimento de sangue retorna ao tecido apés um periodo
isquémico (hipoxia). A auséncia de oxigénio e nutrientes durante o periodo isquémico
cria uma condicdo em que a restauracdo da circulagdo resulta em aumento
exponencial do processo inflamatorio e da inducdo de estresse oxidativo (TURER,;
HILL, 2010; HAUSENLOY; YELLON, 2013).
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A capacidade de prever e tratar estes distarbios continua a ser um grande
desafio cientifico e médico. Muitos estudos direcionaram seus esforcos para os
possiveis tratamentos auxiliares na terapia tecidual (reperfusdo). Estudos clinicos
tentaram reproduzir alguns achados laboratoriais. Pesquisas com animais
demonstraram que a superoéxido dismutase (SOD) diminuiu a area de infarto na leséo
IR, mas clinicamente em humanos nédo houve efeito cardioprotetor na suplementacéo
de SOD no referido cenério, logo, as abordagens ndo se mostraram téo eficientes
(PASUPATHY SIVABASKARI et al, 2017; SINNING; WESTERMANN;
CLEMMENSEN, 2017). Assim, apesar do avancgo tecnolégico no que se refere a
intervencdo corondria percutanea e da abordagem de tratamento, a terapéutica
aplicada até o momento ndo atenua os ja conhecidos danos gerados pela IR e os
custos com o tratamento ndo devem ser desconsiderados, o que torna os estudos de
substancias com potencialidade terapéutica necessarios.

Nesse contexto, outros estudos tém demonstrado a potencialidade terapéutica de
substancias naturais em doencas cardiacas (SANTOS et al., 2011; ALVES-SILVA et
al., 2016; BRITTO et al., 2018)e também sobre efeitos da leséo IR, como o estresse
oxidativo e arritmias cardiacas (BURCU et al., 2016; BRITTO et al., 2018). Tais
substancias fazem parte do grupo dos terpenos, fitoquimicos presentes em 6leos
essenciais de plantas, e vém ganhando espaco no tratamento de diversas doencas,
incluindo as do sistema cardiovascular. Dentre esses ha o d-limoneno, monoterpeno
encontrado especialmente em cascas de frutas citricas, com potencialidade
terapéutica antioxidante (ROBERTO et al., 2010), anti-hipertensiva (WANG; LI; SHEN,
2018), analgésica e anti-inflamatoria (BACANLI et al., 2017), sendo também passivel
de exploracdo a nivel nacional e regional. Todavia, ainda ndo h& estudos que
demonstrem os efeitos do d-limoneno no infarto do muasculo cardiaco. Assim, o
presente estudo propde-se a analisar os efeitos cardioprotetores do d-limoneno frente

ao IM, o que pode ser de grande valia no tratamento de patologias cardiacas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Acoplamento excitagcdo-contracao e tracado eletrocardiografico

2.1.1. Atividade elétrica cardiaca e acoplamento elétrico mecéanico

A atividade elétrica é originada no nodo sinusal (NSA) se propagando primeiro
pelo atrio direito e espalhando-se entdo para ambos os atrios, atingindo entéo,
proximo ao seio coronariano, o nodo atrioventricular (NAV). Ao potencial de acéo (PA)
gerado nos nodos, cuja propagacédo é mais lenta, da-se o nome de PA lento. Por tais
atribuicdes, o NSA é considerado o “marca-passo” cardiaco, ditando a frequéncia
cardiaca (KIANI et al., 2013).

A partir do NAV, a atividade elétrica passa ao feixe de His e fibras de Purkinje
e apoOs aos ventriculos, atingindo toda a musculatura ventricular, iniciando-se na face
endocérdica (devido ao contato com as fibras de Purkinje), seguindo pelas demais
areas dos ventriculos e septo interventricular, na metade inferior, e entdo rumo ao
epicéardio e parte restante do septo (KIANI et al., 2013).

O PA rapido é caracteristico das regides atrial, ventricular, feixe de His e fibras
de Purkinje, e goza de diferentes fases com a participacdo de ions especificos em
cada uma delas, como exemplificado na figura 1. Segue-se breve explanacéo
(TRENOR et al., 2017; PORTER et al., 2018):

e Fase 0: rapida despolarizacdo. A corrente despolarizante de maior relevancia
nesta fase € a de sodio dependente de voltagem (Ina), sendo essencial para
que o PA seja rapidamente disseminado. Tal canal tem por caracteristica
rapidas ativacdo e inativacdo, sendo que a inativacdo ocorre na fase 1,
concomitantemente com a abertura do corrente de potassio transient outward
(lo,1), promovendo rapida, porém incompleta, repolarizacéo.

e Fase 1: repolarizacdo rapida. Esta fase promove uma repolarizagéo incompleta
e relaciona-se principalmente a corrente de potassio transient outward (lo,1), @
sua abertura. A ativacéo e inativagao do lo ocorre de maneira rapida (porém a
inativacao de forma ndo completa).

e Fase 2: platd. Nesta fase as condutancias das correntes de despolarizacéo,
dentre as quais a corrente para calcio tipo L (IcaL), € de repolarizacao
praticamente se igualam, e durante esse processo corrente retificadora 1K1 esta

diminuida, o que leva a um potencial de membrana praticamente estavel.
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e Fase 3: repolarizagédo. Nesta fase, as correntes de efluxo imperam - corrente
de potéssio retificadora retardada rapida e lenta (lkr, lks), significando um
aumento na Gk (condutancia de potssio) e promovendo a repolarizacdo de
maneira rapida devido ao grande efluxo desse ion.

e Fase 4: repouso. A principal corrente nesta fase é a lk1 — corrente de potassio
retificadora de entrada. Também ha a contribuicdo da ATPase de Na*/K* - a
operacionalizacdo normal contribui com a manutencdo do potencial de
repouso, uma vez que coloca 3 ions Na* para fora e 2 ions K* para dentro da
célula, contribuindo com a manutencdo do K* intracelular. Nessa fase as

correntes despolarizantes sédo praticamente nulas.

ItFase 1 Fase 2
0l,2

oOmV--

Figura 01. Representacdo do potencial de acdo rapido cardiaco e suas principais
correntes idnicas. Fase 0O - despolarizagéo; fase 1 - repolarizagdo rapida; fase 2 - platd; fase
3 - repolarizacdo; fase 4 - repouso. Corrente de sodio (Ina); Corrente transiente de efluxo
(Ito1,2); Corrente de célcio pelos canais do tipo-L (lca); Corrente de potassio retificador
retardado rapido (I/) e lento (lks); Corrente transiente de influxo (Iki). Fonte: Elaborada pelo

autor.

Também importante para a propagacdo da atividade elétrica, as juncdes
comunicantes (gap junctions) sdo estruturas especializadas encontradas na
membrana que permitem a transferéncia de substancias entre células proximas. Em
condicdes fisioldgicas normais, as jun¢gdes comunicantes estao abertas, o que permite
a livre passagem de anions, céations e demais moléculas (respeitado o limite de até
1.000 daltons), o que significa que inclusive os ions que participam na propagacao da
atividade elétrica podem transitar entre as células através desses canais. Assim,
guando ha o PA numa dada regido miocardica, este estende-se por todo o musculo

cardiaco, oportunizando os sincicios atrial e ventricular. As mitocondrias presentes
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nas células musculares estriadas cardiacas, conectadas pelas juncées comunicantes,
sdo responsaveis pelo fornecimento de energia que a contracdo demanda
(LESNEFSKY et al., 2017).

Um papel importante da atividade elétrica cardiaca € induzir ao processo
contratil de forma que tal sistema é denominado acoplamento excitacdo-contracao,
sendo o célcio o promotor de tal processo.

Apbs a despolarizagéo, hé a abertura dos canais para Ca. e Car (fase 2 do PA
rapido), permitindo a entrada de Ca?* na célula. Porém o Ca?* que entra no citoplasma
oriundo do liquido extracelular ndo é suficiente para gerar uma contracdo das
miofibrilas, ao invés, funciona como um gatilho para liberar o Ca?" do reticulo
sarcoplasmatico (RS).

O Ca?* entdo presente no citoplasma se liga a um canal liberador de Ca?*,
presente na membrana do RS, chamado receptor de rianodina — RyR, sendo a
isoforma RyR2 expressa principalmente no musculo cardiaco. Tal ligacdo ativa o
canal, liberando entdo o Ca?* presente no interior do RS. O Ca?* se liga a troponina
C. O complexo Ca?*/troponina interage com a tropomiosina, expondo os locais ativos
na molécula de actina, oportunizando sua ligacdo a miosina. Nesse ponto tem-se o
inicio da contracdo muscular, ja que troponina e tropomiosina, actina e miosina sao
proteinas (moduladoras da contracdo e contrateis) presentes nos filamentos do
sarcbmero, unidade contratil do masculo, que participam do processo de contracdo. A
ligacdo da miosina com os sitios ativos de actina causa alteracdo conformacional
utilizando energia derivada da fosforilacdo do ATP pela enzima ATPase, convertendo-
o em difosfato de adenosina (ADP), ativando assim o0 movimento de contracao atraves
do encurtamento do sarcdémero. O ATP € obtido em especial por mecanismos
aerobicos pelas mitocdndrias via ciclo de Krebs (BERS, 2002; EISNER et al., 2017).

Um esquema sobre a sinalizacdo intracelular do célcio no cardiomiécito pode

ser observado abaixo, na figura 2.
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3Na

sarcolema

Figura 02. Sinalizagéo intracelular de célcio no cardiomidcito. Relacdo curso temporal do
potencial de acéo; transiente de célcio até a contracédo do cardiomidcito. NCX: trocador Na*/Ca?";
RyR: receptor da rianodina; PLB: fosfolambam; Em: potencial da membrana (adaptado de Bers,
2002).

Apos cessar a entrada de Ca?* pelos canais, ocorre a diminuicdo intracelular
desse ion principalmente pela acdo da ATPase de célcio do RS [sarco(endo)plasmic
reticulum Ca?* -ATPase - SERCA2a]. Existem outros mecanismos - ativacédo da Ca*?-
ATPase do sarcolema (plasma-membrane Ca?*-ATPases -PMCAs), trocador
Na*/Ca?* (NCX) e recaptacéo do Ca?* para mitocondria. Todavia, atribui-se a atividade
da SERCA2a aproximadamente 92 % da recaptacdo do Ca?* em cardiomidcitos de
ratos. A atividade da SERCAZ2a ¢ inibida pela proteina fosfolambam, que quando
fosforilada, deixa de inibir a SERCA2a, acelerando a recaptacdo de Ca?* pela mesma
(SERCAZ2a). Por sua vez, a fosfolambam pode ser fosforilada por proteinas quinases
(PKA, PKC ou proteina quinase dependente de Ca?*/calmodulina - CaMK 1) (BERS,
2002; EISNER et al., 2017).

Assim, ap6s a diminuicdo do Ca?* citoplasmatico, o0 mesmo se desliga da
troponina C e ha inativacdo dos locais ativos da actina com a miosina. O ADP é entéo
substituido por outro ATP na cabeca da miosina, até que um novo evento ocorra
(BERS, 2002).
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Pelo exposto compreende-se que o PA é a centelha que deflagra a contracéo
cardiaca e que, para tal, o Ca?** desempenha importante papel no acoplamento

excitagdo-contracao.

2.1.2. Tracado eletrocardiografico e Infarto Agudo do Miocardio

Para avaliar a geracéo e a propagacao da atividade elétrica cardiaca utiliza-se
o eletrocardiograma (ECG). As fibras do musculo cardiaco em repouso tém diferentes
potenciais nos meios extra e intracelular, sendo o meio intracelular sempre negativo.
A diferenca de potencial entre dois pontos do meio extra, em repouso, € nula (0 meio
extracelular tem baixa resisténcia). Quando as fibras cardiacas de um dado local
despolarizam, o valor do potencial elétrico do meio extra proximo a regido ativa é
reduzido, ficando mais negativo que o potencial elétrico encontrado no meio
intracelular, originando agora uma diferenca entre dois pontos do meio extra e, uma
vez que 0 meio extra € um condutor de baixa resisténcia, ha deslocamento de carga
elétrica, originando corrente elétrica entre as células despolarizadas e as que ainda
estdo em repouso (PASTORE et al., 2016).

A corrente gerada, quando é intensa ao ponto de vencer a resisténcia das
demais células, propaga a despolarizacdo dos locais ativos em direcdo aos locais
inativos e, quando todas as células estdo despolarizadas, a diferenca entre dois
pontos (fluxo de corrente) é novamente nula. Em seguida ha a repolarizacdo, que
também se propaga. A esta Ultima situacdo denomina-se corrente repolarizante, e a
primeira, corrente despolarizante. O campo elétrico originado no deslocamento de
ambas as correntes se espalha por todo o organismo, assim, quando posicionados
eletrodos no corpo é possivel realizar o registro das variagdes do potencial elétrico, o
que € denominado tracado eletrocardiografico (ALGHATRIF; LINDSAY, 2012;
PASTORE et al., 2016; SUBRAMANIAN, 2017).

Com base na equivaléncia temporal entre os registros dos potenciais nos
diferentes locais do coracédo e as ondas do ECG (figura 3) e sabendo-se que o ciclo
cardiaco € iniciado com a despolarizagdo do NSA e consequente despolarizagédo
atrial, tem-se (ALGHATRIF; LINDSAY, 2012):

e Onda P: o primeiro local a gerar PA € o0 NSA, localizado entre as veias cavas
no atrio direito. A priori, a atividade elétrica propaga-se no atrio direito e depois

passa ao atrio esquerdo. A despolarizacdo de ambos os atrios origina a onda
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P. Assim, a duracdo dessa onda se refere ao tempo necessario para que a
corrente de despolarizacdo seja propagada pelos dois atrios (80-100 ms).
Todavia, pode haver variabilidade na ativacdo atrial (na diregcdo da onda de
excitacao) decorrente da quantidade de atividade auton6mica local e alteracao
da frequéncia cardiaca, com consequente alteracdo no padréo de registro da
onda P. Para passar para os ventriculos, em situagcdes normais, a conducao
elétrica passa pelo NAV — pois o tecido que separa os atrios dos ventriculos
constitui-se numa barreira para a conducdo elétrica. Similar ao NSA, a
conducado no NAV ¢ lenta e, sendo uma area pequena, o campo elétrico gerado
nao é suficientemente grande para que seja captado na superficie corporal. No
tracado do ECG pode-se identificar a passagem elétrica pelo NAV no inicio do
segmento PR. Embora essa passagem elétrica n&o gere “onda” no ECG, a
estimulacao elétrica segue avancando.

e Complexo QRS: a ativacao das fibras do miocardio ventricular deve-se aos
feixes do sistema His-Purkinje. A conformacdo morfoldgica das fibras de
Purkinje (maior didmetro e alto indice de acoplamento intercelular) e a
despolarizacdo decorrente de grande entrada de Na* permitem que o potencial
se propague rapidamente. A sequéncia de ativacdo dos ventriculos, pela regido
em comum do feixe de His, passa pelo septo em direcdo ao apice, atingindo as
paredes ventriculares quase que simultaneamente. A duracdo da ativacao
ventricular pode ser medida pela duracdo do complexo QRS e o formato
apiculado das ondas decorre da velocidade com que os ventriculos sdo
estimulados. Por todo o exposto também pode-se depreender que a ativacao
das paredes dos ventriculos acontece a partir do endocardio em direcdo ao
epicardio.

e Onda T: quando os ventriculos estdo totalmente despolarizados, ndo ha
diferenca de potencial (sem fluxo de corrente), o que nos leva a linha isoelétrica
do segmento ST. Em seguida, ha um fluxo de corrente de repolarizagdo —
representada pela onda T. O sentido na representacdo grafica da onda T &
positivo em condi¢gdes normais. A onda T é uma onda de repolarizagéo.
Faz-se necesséario também breve explanacdo acerca dos intervalos e

segmentos evidenciados no tracado eletrocardiografico (PASTORE et al., 2016).
e Intervalo QT: representa a duracdo da despolarizacdo e repolarizagao

ventricular. Um fator importante a observar € que este intervalo sofre influéncia
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da frequéncia cardiaca, portanto, esta interfere na duracdo do intervalo QT. Em
decorréncia disso, tal intervalo € expresso de forma “corrigida”, sendo

representado pelo QTc (QT corrigido) através da formula de Bazett:

or

QTc = NI

¢ Intervalo PR: identificado ao inicio da onda P até o comeco do complexo QRS,
representando a ativacdo elétrica do NSA até o inicio da ativagéo elétrica do
feixe de His e fibras de Purkinje.

e Segmento PR: identificado pelo final da onda P até o come¢o do complexo
QRS, representando a propagacéao da atividade elétrica através do NAV e feixe
de His e fibras de Purkinje.

e Segmento ST: comeca ao final no complexo QRS e termina ao comec¢o da onda

T, representando o tempo entre a despolarizacdo e repolarizacdo dos

ventriculos.
Atrios Ventriculos
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= T S-T
- : SN '\
= 0 -
Q A A
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Figura 03. Eletrocardiograma normal. Ondas P, Q, R, S, T. Intervalos RR, QT, PR e
segmento ST (Guyton and Hall Textbook of Medical Physiology - 13th Edition).

O eletrocardiograma € a representacéo gréafica das variagcdes da voltagem em
funcdo do tempo, seguindo a sequéncia de ativacéo elétrica do coracao, conforme ja
descrito (SUBRAMANIAN, 2017). Esse registro é realizado a partir de diferentes
angulos para a obtencdo de uma visado tridimensional. Aos eixos elétricos que unem
os eletrodos utilizados para a captacao dos sinais elétricos cardiacos, localizados nos
membros, da-se o nome de derivacdes bipolares (PASTORE et al., 2016).

As derivacgoes bipolares (DI, DIl e DIll) foram definidas por Einthoven, sendo

atribuida as mesmas a Lei de Einthoven, que determina que, se houver ciéncia do
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valor do potencial elétrico entre duas derivacdes, o valor da terceira podera ser
estabelecido por calculo matematico. Assim, a disposicdo dos eletrodos da-se
conforme a referida lei, sendo (ALGHATRIF; LINDSAY, 2012):
e Derivacao 1: a porcao negativa do amplificador € localizada no braco direito
e a porcao positiva, no braco esquerdo.
e Derivacao 2: a porcao negativa do amplificador é localizada no braco direito
e a porcao positiva, na perna esquerda.

e Derivacdo 3: a porcao negativa do amplificador é localizada no braco

esquerdo e a porcao positiva, na perna esquerda.

No contexto de IM, a atividade elétrica cardiaca deve ser avaliada junto ao
contexto da clinica, exames laboratoriais e anamnese, todavia, pode-se afirmar que a
avaliacdo do ECG esta presente desde a fase diagndstica, sendo instrumento
importante para monitorizacdo e direcionamento de condutas (BRADY; MORRIS,
2000; PIEGAS et al., 2015)

Apbés o estabelecimento da oclusdo da artéria coronaria, o ECG sofre
alteracbes de evolugdo temporal. Um dos primeiros achados, podendo ser
evidenciado minutos apos o fluxo sanguineo interrompido, diz respeito a onda T
apiculada e, paralelamente, alargada. Tais alteracfes evoluem para a elevacao do
segmento ST - inicialmente com um achatamento (perda de angulo) e apés o
supradesnivelamento. As anormalidades do segmento ST podem ser demonstradas
desde pequenas elevacfes até elevacdes mais proeminentes. Em situacdes onde o
aumento do segmento ST é muito elevado, pode-se observar também uma “juncao”
do complexo QRS a onda T (BRADY; MORRIS, 2000).

Outras alteracdes morfolégicas no tracado de ECG aparecem mais
tardiamente, como a aparicdo de ondas Q em deflexdo negativa - caso o eletrodo de
registro esteja sobre a lesdo miocardica; e até mesmo o desaparecimento da onda Q
no caso de desenvolvimento de tecido cicatricial da area em questdo, tornando-a
eletricamente inativa - tais alteracfes desaparecem apoés 24 h. Durante a evolucéo do
processo, pode ser também observado a inversdo da onda T, sendo tal linversao
caracteristica de infarto da regido epicardica (BRADY; MORRIS, 2000).

Logo, como observado, as alteracfes eletrocardiograficas decorrentes do IM
estdo relacionados ao curso-temporal da patologia, como também especificidades
topograficas; todavia, pode-se afirmar que as manifestacdes de isquemia miocardica

gue se apresentam mais precocemente sdo as altera¢cdes do segmento ST e da onda
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T. Ainda, o deslocamento do segmento ST esta relacionado a uma maior area de

isquemia, e consequentemente, com um pior prognostico (THYGESEN et al., 2012).
2.2. Estresse oxidativo

O radical livre (RL) € identificado quimicamente como uma estrutura que tem
um elétron desemparelhado no orbital molecular externo. Essa caracteristica confere
reatividade a molécula e a deixa instavel, pronta a se ligar com quaisquer outras
estruturas. Os RL originam-se de reacgdes de oxirredugéo (agentes oxirredutores) - ou
cedem o elétron desemparelhado (oxidam-se) ou recebem um elétron (reduzem-se)
(HALLIWELL; WHITEMAN, 2004). Muitas vezes o termo € utilizado para elementos
reativos que nao possuem o elétron desemparelhado, por conseguinte, o termo mais
acertado € espécie reativa — ER. No caso do oxigénio, o0 mesmo pode ficar instavel
durante a transferéncia de elétrons, originando assim espécies reativas de oxigénio —
EROs (GREEN; BRAND; MURPHY, 2004).

A geracdo de ER ocorre a nivel celular: nas mitocéndrias, citoplasma e
membranas. ions cobre e ferro atuam como catalisadores na geracdo de ER, como
mostrado pela reacao de Fenton, que gera o radical hidroxila (OH®) através da reacao
do peroxido de hidrogénio (H202) com cobre/ferro (BIRBEN et al., 2012; LUSHCHAK,
2014).

A fonte de ER no miocardio é a cadeia de transporte de elétron mitocondrial
(NADPH oxidase) e NOS (6xido nitro sintase). Através da cadeia transportadora de
elétron, a mitocdndria metaboliza a maior parte do oxigénio — mas nao todo ele, de
maneira tetravalente (aceita 4 elétrons), gerando agua (HALLIWELL; WHITEMAN,
2004). A cadeia de transporte de elétrons mitocondrial gera adenosina trifosfato (ATP)
através dos complexos enzimaticos de citocromos - 0 citocromo oxidase controla a
geracdo de ER na mitocdndria, mas uma porcentagem do Oz ndo é metabolizado
nesta via, sendo desviado e reduzido de forma univalente, originando as ERO: anion
superoxido O2°- (ERO mais comum), OH®, H202. O O2°- e H20:2 participam na reagéo
que gera OH°, sendo OH° a ERO mais reativa de todas devido ao potencial de
desestruturar (causar danos a lipidios, proteinas e acido nucleico) qualquer célula que
esteja proxima a ela (BIRBEN et al., 2012; MORIS et al., 2017).

A geracdo de ERO de maneira controlada pelo organismo é necessaria, pois
as ER participam de varios processos importantes no organismo como sinaliza¢ao

celular, contragdo muscular, fecundacdo do oOvulo, atuacdo no sistema de defesa,
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producdo de ATP dentre outros (LUSHCHAK, 2014). Assim, tendo em vista que a

producdo das ERO é continua, faz-se necessario um sistema de defesa antioxidante

para manter as ERO no limiar fisiologico, para que ndo haja danos celulares.

O sistema de defesa antioxidante é dividido em enzimatico e ndo enzimatico,

sendo assim representado (BIRBEN et al., 2012):

Enzimético: superdxido dismutase — SOD, catalase — CAT, glutationa
peroxidase — GPx, e glutationa redutase — GR.

N&o enzimatico: em sua maioria séo de fontes exdgenas. Vitaminas, minerais
e compostos fendlicos que compdem esse grupo. Vitaminas como a vitamina
A (retinol), o acido ascorbico (vitamina C) e vitamina E podem atuar, por
exemplo, protegendo a membrana celular a medida que eliminam os oxidantes
produzidos na lipoperoxidacdo e inativando a ERO. Todavia, alguns
componentes desse sistema, em doses elevadas, podem atuar como pro-

oxidantes. A glutationa também faz parte desse grupo.

O sistema de defesa enzimatico atua como abaixo discriminado (AKSENOQV;,
MARKESBERY, 2001; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; BIRBEN et al., 2012):

SOD: dismuta 0 O2°-em H202, que é menos reativo e € degradado por outras
enzimas. Todavia, o0 H202 quando n&o € eliminado do organismo participa da
reacdo que produz o OH°. Existem 4 tipos de SOD, diferentes na estrutura
bioquimica e molecular: Sod1 ou SodCuzZn, Sod2 ou SodMn, Sod3 ou ECSod
e SodFe.

CAT: afuncéo principal é catalisar a reacdo do peréxido de hidrogénio em agua
e oxigénio molecular. Para tal, é necessario a presenca da NADPH
(nicotinamida-adenina-dinucleotideo-fosfato reduzida) para ativar a enzima,
estando cada subunidade da CAT fortemente ligada a uma molécula de
NADPH (KIRKMAN et al., 1999).

GPx: utilizam varios redutores celulares para inativacado dos peréxidos. A acao
da GPx é baseada na oxidacdo da GSH (glutationa reduzida), oxidando-a em
glutationa oxidada (GSSG) e apds essa reacdo, a glutationa pode voltar ao
estado de reduzida através da acdo da glutationa redutase (GR), podendo
entdo ser iniciado um novo ciclo.

Assim, CAT e GPx atuam para impedir que o H202 se acumule — logo, evita a

geracdo de OH°, ERO para qual ndo ha sistema de defesa.
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O sistema de defesa antioxidante pode atuar em diferentes linhas: prevenindo
que a ERO se forme, blogueando a acdo das EROs ou restaurando as células
lesionadas. Dessa forma, sob condi¢des fisioldgicas, o organismo consegue manter o
controle na relacdo entre geracdo de agentes oxidantes e atuacdo do sistema
antioxidante. Todavia, uma falha entre esses agentes, seja por maior geracdo dos
primeiros ou por morosidade na acdo dos segundos, gera 0 estresse oxidativo. As
EROs modificam a membrana e as organelas celulares como o reticulo
sarcoplasmatico, a mitocondria e o nucleo - envolvidas na regulacdo do Ca?* no
cardiomiocito (SINNING; WESTERMANN; CLEMMENSEN, 2017). Além disso, a
oxidacdo das moléculas em decorréncia desse estresse esta na génese de muitas
doencas, por exemplo, a lesdo causada ao DNA pode deflagrar um processo
oncologico; o dano & membrana plasmatica pela peroxidacdo lipidica libera
malondialdeido (MDA), que danifica RNA, DNA e proteinas, a oxidacédo de proteinas
libera citocromo C e desencadeia a apoptose; além do rompimento da membrana
levando-a a morte (DHALLA; TEMSAH; NETTICADAN, 2000). Ainda, o estresse
oxidativo ja esta associado a génese de problemas cardiovasculares, assim como o
IM. A atividade do endotélio é alterada pelo estresse oxidativo através da deplecao de
oxido nitrico (NO) pelo peroxinitrito (ONOO"), produzido por NO e O2°". (CERVANTES
GRACIA; LLANAS-CORNEJO; HUSI, 2017).

Nos processos intracelulares as EROs, como dito anteriormente, afetam a
estrutura e funcéo celular, como em proteinas, levando a disfuncdes enziméaticas e
em lipidios, causando peroxidacao e levando a célula a instabilidade. Na lesédo IR, o
estresse oxidativo altera o transporte do Ca*? por prejudicar as organelas envolvidas
neste processo e promove fibrose miocardica, como também a apoptose e falha
cardiaca num contexto de isquemia (HAUSENLOY; YELLON, 2013). No que se refere
a apoptose, a IM induz genes pré-apoptédticos como caspases 3, 8, 9 e bax e sua
ativacdo, e devido a alteracdo na permeabilidade da membrana que ja foi causada,
tém-se permitida a entrada desses elementos na célula, inclusive do citocromo C
(SINNING; WESTERMANN; CLEMMENSEN, 2017).

No que se refere ao controle das EROs na lesao IM, ainda ndo h& recursos
efetivos (intervencado farmacoldgica) para tal manejo. Assim, a utilizacdo de produtos
naturais com atividade antioxidante mostra-se uma alternativa elegivel, sendo tais
produtos bem estudados nesse tocante, uma vez que alguns sabidamente exibem
atividade antioxidante, dentre estes, os terpenos (ALVES-SILVA et al., 2016).
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2.3. Infarto do miocardio

A expressao infarto do miocardio — IM é utilizada quando ha lesdo miocardica
evidenciada em exame eletrocardiografico e laboratorial (elevacdo da troponina
cardiaca) junto com necrose e clinica compativel com isquemia do miocardio - como
por exemplo dores em maxilar, pescoco, membro superior esquerdo, além de
dificuldade para respirar, nausea/voémito, palpitacdo dentre outros (IBANEZ et al.,
2018b).

A tratativa para a injuria miocérdica causada € padronizada, sendo, além de
uma rapida revascularizacdo do musculo cardiaco, a administracdo de farmacos tais
como morfina, nitrato, acido acetilsalicilico e oxigénio, e a depender das condicbes
hemodindmicas, betabloqueadores e inibidores da enzima conversora da
angiotensina. De maneira geral, a abordagem feita no tratamento do IM utiliza
(ANDERSON; MORROW, 2017):

e Analgesia e sedacdo: para diminuir a intensidade da dor, pois esta gera
ansiedade e amplifica a resposta autondmica (consequente ao aumento da
atividade simpdética), o que reduz o limiar para o desencadeamento de
taquiarritmias ventriculares e aumenta o consumo miocardico de oxigénio.

e Oxigenoterapia: a ventilacao superficial gerada pela ansiedade na fase aguda
do IM torna importante a administracdo de oxigénio suplementar. Quando isso
€ postergado além das 3 primeiras horas, ha vasoconstricdo periférica o que
pode aumentar os efeitos deletérios, além de aumentar os custos do tratamento
e piorar o prognostico em pacientes com comorbidades, a exemplo de gerar
narcose em pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC).

e Nitratos: por serem medicamentos que promovem vasodilatacdo arterial e
principalmente, venosa, 0s nitratos diminuem a pré e a pds-carga ventricular,
consequentemente, diminuindo o trabalho cardiaco e o consumo de oxigénio.
N&o é recomendado sua utilizacdo de maneira rotineira, uma vez que nao
diminuem a mortalidade e sim a morbidade, sendo utilizados, portanto, visando
o alivio da dor isquémica, da congestdo pulmonar e a diminuicdo pressorica.

e Terapia antiagregante: quando ha a ruptura da placa ateroscleroética, os
componentes trombogénicos sdo expostos e isso facilita a ativacdo e,
consequentemente, a formagéo de um trombo rico em plaquetas. Este trombo

€ mais resistente a lise causada pelos fibrinoliticos do que os trombos de
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hemacias e fibrina. Portanto, a utilizacdo dos antiplaquetarios é fundamental

para a dissolucdo do trombo, gerando grande beneficio adicional sobre a

mortalidade em pacientes submetidos ou n&o a trombdlise. Desse modo, deve

ser administrado a todos os pacientes com IM, salvo em pacientes alérgicos a

medicacao.

e Jejum: trata-se de um cuidado adicional observado em todo momento na
presenca da dor, visando um adequado preparo para a realizagdo de exames,
como também a reducéo do risco de aspiracao pelos vomitos.

Como observado, a maior parte da abordagem visa o restabelecimento do fluxo
sanguineo e, consequentemente, da oxigenagdo, uma vez que num cenario de
isquemia superior a 20 minutos ha morte de cardiomiécitos (HAUSENLOY; YELLON,
2013).

Durante o periodo de isquemia miocardica a privacdo de oxigénio e nutrientes
desencadeia alteracdes metabdlicas e bioquimicas, tais alteracbes levam a
despolarizacdo da membrana mitocondrial e deplecdo de ATP, uma vez que na falta
de oxigénio o metabolismo celular deixa de ser aerdbio e comeca a funcionar pelo
sistema anaerobio, com producao de lactato e diminuicdo do potencial de hidrogénio
(pH — sendo o fisioldgico intracelular 7.2), acidificando o meio. Consequentemente, o
trocador sodio/hidrogénio (Na*/H*) é ativado direcionando H* para o meio extra e Na*
para o meio intracelular, a fim de reduzir o H* intracelular para reestabelecer o pH. Tal
sobrecarga de Na* ativa o trocador sédio/calcio (que coloca 3Na* para dentro e 1Ca?*
para fora na funcdo normal) - contudo, na funcéo reversa (3Na* para fora e 1Ca?* para
dentro), retirando Na* do meio intra e colocando Ca?* em seu lugar (HAUSENLOY;
YELLON, 2013).

A isquemia também “inativa” a bomba sodio/potassio (Na*/K*), o que aumenta
ainda mais a concentragdo de Na* no meio intracelular. O meio acido promove
diminuicdo da voltagem da membrana, aumentando assim sua resisténcia e
dificultando a conducdo elétrica. Além disso, o acumulo de calcio leva ao
desacoplamento das conexinas e ativam enzimas, como as fosfolipases e proteases,
logo, o periodo isquémico também desencadeia falha na contratilidade cardiaca, pois
0 acoplamento excitacdo-contracdo depende especialmente do transporte do Ca?
(HAUSENLOY; YELLON, 2013). A isquemia também reduz o niumero dos receptores
RyR (rianodina), essenciais para a maquinaria contratil, como explanado no tépico

acoplamento excitagcédo-contracao (ZUCCHI R et al., 1994).
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Nesse ponto, o dano tecidual que ja existe € entdo agravado pela lesdo de
reperfusdo, a medida que o tecido € reperfundido e as células recebem oxigénio e
nutrientes, a respiracao celular deixa de trabalhar no modo anaerobio e entra no modo
aerdbio, isso promove reativacdo da cadeia de transporte de elétrons, gerando
espécies reativas de oxigénio (EROs) - paralelamente, a xantina oxidase e a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidase (NADPH oxidase) também geram
EROs. As EROs séo as principais causadoras do dano na lesao por reperfusao, por
induzir a abertura do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (PTPM),
funcionando como um atrativo de neutrofilos e ocasionando disfuncdo no RS e
aumento de Ca?* intracelular. Tais acontecimentos causam dano na membrana
plasmética por peroxidagéo lipidica, ocasionando desnaturagdo enzimatica e lesdo
oxidativa no DNA. O trocador Na*/H* mantém-se ativado, e diferentemente de quando
havia privacdo de oxigénio, diminui o acido latico contribuindo com a volta a
normalidade do pH. A restauracdo do potencial da membrana da mitocéndria faz com
que haja um deslocamento de Ca?* para o interior da mitocdndria, reforcando a
inducdo da abertura do PTPM (HAUSENLOY; YELLON, 2013; ANDERSON;
MORROW, 2017; MORIS et al., 2017).

Tais efeitos sdo determinados pela lesdo por isquemia/reperfuséo (IR), que
causa injurias ao miocardio, levando a inducdo de arritmias, disfuncdo contratil
(myocardial stunning), obstrugdo microvascular e injdria letal (morte de cardiomidcitos
que ainda eram viaveis apos o IM). Abaixo seguem os fatores envolvidos nos efeitos
deletérios causados no miocardio pela IR (HAUSENLOY; YELLON, 2013;
ANDERSON; MORROW, 2017):

e Estresse oxidativo: nos primeiros minutos em que a reperfusdo do miocardio
acontece o estresse oxidativo esta presente, em especial o O2°7, contribuindo
com a injaria letal.

e Sobrecarga de calcio intracelular: essa sobrecarga € iniciada na isquemia,
sendo intensificada na reperfusdo devido a rotura da membrana plasmatica,
lesdo no RS causada pelo estresse oxidativo e reenergizacdo da mitocondria,
um processo que oportuniza a recuperacdo da membrana mitocondrial,
deslocando Ca?* para dentro da mitocéndria e induzindo a abertura do PTPM.

e Rapido restabelecimento do pH: o pH diminui em decorréncia da isquemia e
durante a reperfuséo é restabelecido de forma rapida em decorréncia da acao

do trocador Na*/H* e Na*/HCO- simporte. Esta mudanca abrupta do pH
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contribui com a injaria letal, uma vez que contribui com a abertura do PTPM e

contratura diastélica dos cardiomidcitos, haja vista a sobrecarga de Ca?*.

e Poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial: este poro € um canal ndo
seletivo da membrana mitocondrial e sua abertura leva a morte celular através
da despolarizacdo da membrana mitocondrial e impedimento da fosforilacdo
oxidativa, levando a diminuigédo de ATP. O poro permanece fechado durante a
isqguemia, sendo aberto apenas na reperfusdo em decorréncia do Ca?*
mitocondrial e sobrecarga de fosfato, além do estresse oxidativo, deplecéo de
ATP e rapida restauracéo do pH, como ja citado.

Além dos fatores descritos, faz-se necessario citar o papel da inflamacéo que,
embora ainda ndo esclarecida sua funcéo na leséo IR - se benéfica ou maléfica, nao
deixa de ser uma variavel neste cenario. Também € importante salientar que nem
todos os fatores maléficos séo iniciados com a reperfusdo, a exemplo da apoptose,
gue embora néo inicie com a reperfusdo permanece durante a mesma, contribuindo
com a lesdo IR (BRITTO et al., 2018).

Como ja mencionado, a reperfusdo em um miocardio agudamente isquémico
independentemente da correta abordagem no tratamento, pode levar a morte de
cardiomiécitos — o que é atribuido as lesbes secundarias causadas pela reperfusdo
(lesédo IR).

O tamanho do infarto do miocardio € um determinante importante dos
desfechos cardiacos em pacientes com IM com elevacdo do segmento ST. Além
disso, na maioria dos casos ocorre morte subita decorrente de uma taquiarritmia
ventricular. Sabe-se que a injdria cardiaca induz arritmias ventriculares por induzir
fatores moleculares pré-arritmogénicos, como o estresse oxidativo, a sobrecarga de
Ca?* no RS e a abertura do PTPM sdo os principais fatores desencadeantes das
arritmias ventriculares que ocorrem na fase inicial da reperfuséo, sendo a extrassistole
uma forma branda de arritmia ventricular (LESNEFSKY et al., 2017). Contudo, a
taquicardia ventricular (TV) e a fibrilag&o ventricular (FV) continuam sendo o0s subtipos
mais frequentes e letais de arritmias cardiacas e a causa de morte subita (O'GARA et
al., 2013).
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2.3.1. Infarto do miocéardio induzido por isoproterenol

O infarto agudo do miocardio (IM) € definido como um estado patologico em
que ocorre morte celular miocérdica devido a isquemia prolongada. Tal fato promove
diminuicdo do glicogénio celular, relaxamento de miofibrilas e ruptura da membrana
plasmatica, sendo tais alteracdes ultraestruturais as primeira encontradas - em 10 a
15 minutos do inicio da isquemia (VIRMANI; FORMAN; KOLODGIE, 1990;
ANDERSON; MORROW, 2017). Foram observadas, através de microscopia
eletrbnica progressiva, anormalidades mitocondriais a partir de 10 minutos apos a
oclusdo coronariana. Experimentalmente foi observado que a necrose celular progride
do subendocérdio para o subepicardio no decorrer do tempo de isquemia, apesar de
em humanos a visualizacdo da necrose miocitaria s6 aconteca apos algumas horas,
em modelos experimentais animais e em células isoladas evidéncias bioquimicas
mostram que a morte celular miocardica decorrente de apoptose pode ser detectada
dentro de 10 minutos da isquemia induzida (OOI; ISOTALO; VEINOT, 2000).

Diversos modelos experimentais de IM sao utilizados em célula (in vitro) (SHEN
et al., 2012), coracgao isolado (ex vivo) (SANTANA et al., 2018) e animal vivo (in vivo)
(JAIN et al., 2018). Um dos modelos mais utilizados in vivo é a inducao de IM em ratos
pela ligadura da coronaria descendente anterior esquerda, contudo este modelo,
como todos 0s outros, apresenta desvantagens tais como: necessidade de
toracotomia, suporte ventilatério e analgesia pds-operatria e maior incidéncia de
eventos de morbimortalidade ndo relacionados ao IM (a exemplo de infeccdo e
pneumotdrax) sendo a mortalidade superior a 50% (TURER; HILL, 2010; FRANK et
al., 2012).

Considerando os eventos na injuria miocardica ocorrida no IM em humanos,
pode-se afirmar que h& similaridade no modelo com isoproterenol (ISO), uma vez que
0 mesmo atende aos requisitos contidos na Quarta Definicdo Universal de Infarto do
Miocéardio (2018) que determinam o conceito do IM (THYGESEN KRISTIAN et al.,
2018), tais como: aumento dos marcadores de lesdo miocéardica troponina T e
troponina |, alteracdes histologicas como aumento da contagem de leucocitos e
neutrofilos, reducdo da atividade de enzimas antioxidantes como superoxido
dismutase e catalase, processo inflamatério, degeneracdo miofibrilar e necrose
(BROOKS; CONRAD, 2009; SUCHAL et al., 2016; JAIN et al., 2018; YU et al., 2018).
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OISO é um agonista adrenérgico nao seletivo (receptores f1 e B2), assim, leva
ao aumento dos efeitos cronotropico, dromotrépico e inotropico cardiacos (RONA,
1985). O IM promovido pelo ISO ocorre devido ao desequilibrio entre a estimulagéo
cardiaca e a diminui¢do do fluxo sanguineo corondrio — resultante do colapso nas
coronarias, causando além da isquemia um aumento do gasto energético atraves da
respiracao celular gerando aumento de EROs (JAIN et al., 2018).

As lesbes miocérdicas induzidas pelo ISO estdo relacionadas as suas
propriedades estimuladoras cardiacas gerando alteragdes histologicas, fisiologicas e
bioquimicas a longo prazo (0-96h) apos a administracdo do ISO em ratos (CHAGOYA
DE SANCHEZ et al., 1997).

Durante o IM com ISO, os primeiros eventos sdo observados apds 2 minutos
de administracdo do I1ISO, um aumento médio de 70% na frequéncia cardiaca e uma
diminuicdo de 40% e 30% na pressao arterial diastolica e sistolica respectivamente,
gue perdura de 3 minutos a 6 horas apés a administracdo do ISO, o que induz uma
hipoxia funcional que resulta em IM (CHAGOYA DE SANCHEZ et al., 1997; DIAZ-
MUNOZ et al., 2006).

Mudancas estruturais na mitocéndria foram evidentes a partir da primeira hora
de tratamento, mas as alteracdes funcionais - a exemplo da diminuicdo na producéo
de energia, foram observadas apds 30 minutos do tratamento. A redu¢do no consumo
de oxigénio, quociente respiratério e potencial de membrana foram evidenciadas a
partir de 6 h da administracdo da droga. Contudo, houve uma reducdo (50%) nas
proteinas mitocondriais apos 3 h de tratamento, mantida durante 96 h (CHAGOYA DE
SANCHEZ et al., 1997; DIAZ-MUNOZ et al., 2006).

No periodo de 24-96 h da administracdo do 1ISO, houve recuperacao parcial de
alguns desses parametros, mas ndo foi o caso da sintese de ATP, consumo de
oxigénio, nucleotideos totais de adenina e proteinas mitocondriais (CHAGOYA DE
SANCHEZ et al., 1997).

Alteracdes decorrentes da sobrecarga de Ca*? sdo cruciais na cardiotoxicidade
do I1SO. A hipdxia prolongada e a acao inotropica induzida pelo ISO no musculo
promove desregulacdo da homeostase do Ca*? intracelular e modifica o estado redox
da célula gerando estresse oxidativo (DEMAUREX; ROSSELIN, 2017). A estimulac&o
B-adrenérgica prolongada causa a morte dos cardiomidcitos (apoptose, necrose ou

autofagia), dentre outros mecanismos, através dessa alteracao do fluxo de calcio. Tal
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sobrecarga resulta da ativacdo da adenilato ciclase e deplecdo de ATP, afetando
assim o potencial de membrana e mitocéndria (ZHANG,; LI; GE, 2017)

No IM induzido pelo ISO a sobrecarga de Ca*? e o estresse oxidativo sdo efeitos
bem documentados (DEMAUREX; ROSSELIN, 2017) - uma analise do contetdo total
de calcio nas fracbes subcelulares revelou que a fracdo mitocondrial apresentou um
contelido de Ca*? significativamente elevado (80%) apés 30 minutos de tratamento
com ISO, atingindo um pico com 6 h (220%) da administracdo e retornando aos
valores normais entre 24-48h, demonstrando assim uma correlagdo com o
desequilibrio energético (DIAZ-MUNOZ et al., 2006).

O estresse oxidativo no IM induzido por ISO gera peroxidacéo lipidica devido a
desbalangco nos sistemas de geragdo de radicais livres, enzimas antioxidantes e 0
sistema de glutationa (DIAZ-MUNOZ et al., 2006). Além disso, na fase inicial do IM
com ISO (primeiras horas 12 h) ha uma grande quantidade de O2° devido a inibicédo
da SOD e CAT, contudo, apés 24 h do infarto ocorre um aumento na atividade da CAT
na tentativa de restabelecer as condi¢fes basais de H202 (DIAZ-MUNOZ et al., 2006).
Todavia, tal elevacdo na atividade da CAT ndo é reportada como um resultado
recorrente no referido modelo e em outros modelos de infarto do miocéardio (DIAZ-
MUNOZ et al., 2006; PENDERGRASS KARL D. et al., 2011).

O ciclo da glutationa (glutationa reduzida - GSH e glutationa oxidada - GSSG)
e as atividades da glutationa peroxidase (GPx) e reductase (GR) apresentam-se
diminuidas durante o infarto induzido pelo ISO - confirmando assim a existéncia do
desbalanco redox, gerando aumento das espécies reativas de oxigénio, bem como
diminuicdo em algumas das defesas antioxidantes neste modelo experimental (DIAZ-
MUNOZ et al., 2006).

Diversos estudos comprovaram a eficacia do ISO como modelo de IM e suas
alteracbes  significativas nos parametros hemodinamicos, bioquimicos,
histopatolégicos, de estresse oxidativo e necrose moderada no coragdo (BROOKS;
CONRAD, 2009; LOBO FILHO et al., 2011; SUCHAL et al., 2016; JAIN et al., 2018;
YU et al., 2018).

Por todo o exposto, o0 método de IM induzido por ISO tem sido amplamente
utilizado na pesquisa para avaliar alteragbes referentes ao estresse oxidativo,
inflamacgéo e apoptose. Ainda, o referido modelo também tem sido empregado para
avaliar o efeito protetor de produtos naturais em diferentes espécies animais, por
exemplo, em ratos (PRISCILLA; PRINCE, 2009; SUCHAL et al., 2016), camundongos
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(BROOKS; CONRAD, 2009) e coelhos (PINELLI et al., 2010). Neste trabalho, a fim de
avaliar o efeito cardioprotetor do produto natural d-limoneno (10 pM), o ISO foi
administrado em 150 mg/kg em dois dias consecutivos em camundongos Swiss com

0 intuito de produzir IM.

2.4. Terpenos

Metabolitos vegetais ha muito séo utilizados pelos seres humanos na culinaria,
na cosmeética e na medicina. Os terpenos ocorrem amplamente na natureza,
representando o maior grupo de moléculas sintetizadas por plantas e tém sido
amplamente utilizados na industria como produtos quimicos, agricolas, odorizantes e
saborizantes, além de complexos sintéticos e novos farmacos (LAPCZYNSKI et al.,
2008; SOUZA et al., 2015; PAZOUKI; NIINEMETS, 2016).

Os terpenos sao classificados de acordo com o nimero de isoprenos presentes
em sua composi¢cdo em monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20),
triterpenos (30), tetraterpenos (C40) e politerpenos (varias unidades isoprénicas); e
sdo encontrados em Oleos ou em forma de seus derivados oxigenados, tais como
alcoois (PAZOUKI; NIINEMETS, 2016).

Os terpenos ja sdo estudados por seus feitos terapéuticos no sistema
cardiovascular, por exemplo, 0s monoterpenos geraniol e nerol que possuem efeitos
antiarritmicos em coracao de cobaia (DE MENEZES-FILHO et al., 2014; MENEZES-
FILHO et al., 2019). Outro monoterpeno, o mirtenol, possui atividade antioxidante e
antiapoptotica contra injuria causada pela IR em modelo de isquemia global em
coracao de rato (BRITTO et al., 2018). Ainda outros terpenos como o carvacrol (AYDIN
et al., 2007), eucaliptol (LAHLOU et al., 2002), (+)-Citronelol (BASTOS et al., 2010),
(x)-Linalool (ANJOS et al., 2013) entre outros, possuem propriedades hipotensoras
em diversos modelos de hipertensao arterial (induzida por L-NAME, induzida por
aterosclerose, ratos SHR - essencialmente hipertensos) (ALVES-SILVA et al., 2016).
Além das propriedades sobre o sistema cardiovascular 0s terpenos possuem outras
atividades sobre os sistemas fisiopatologicos, a exemplo do diterpeno conhecido
como taxol, isolado da casca da Taxus brevifolia Nutt, que tem importante acéo
antitumoral comprovada para cancer de pulmdo, mama, ovario e leucemia, sendo
sintetizado e utilizado na terapéutica clinica sob o nome de paclitaxel (PCX)
(GODARD, ; LAPCZYNSKI et al., 2008).
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Dentre os terpenos, 0s monoterpenos sao 0s principais compostos encontrados
nos oOleos essenciais, representando 90% dos componentes. S&o moléculas
constituidas por 10 atomos de carbono formando duas unidades isoprénicas
(PAZOUKI; NIINEMETS, 2016). Na maior parte das vezes 0os monoterpenos Sao
substancias volateis em decorréncia de seu baixo peso molecular. O complexo mais
comumente encontrado é o pirofosfato de geranila (GPP), com uma ligacdo dupla, o
que permite reacbes com formacdo de is6bmeros, oportunizando varios tipos
monoterpénicos (a exemplo: geraniol, nerol) (MARBERG et al., 2015).

Os monoterpenos tém sido substancias de interesse em pesquisa, uma vez que
seus Oleos essenciais exercem varias acdes benéficas no organismo, a exemplo da
acdo analgésica e anti-inflamatéria (ARAUJO-FILHO et al., 2017), antifingica,
antimicrobiana, anticancerigena e antioxidante (DA FONSECA et al., 2011). No que
se refere ao sistema cardiovascular, ja foram comprovadas algumas acoes
especificas como propriedades hipotensora, vasorrelaxadora e antiarriitmica
(SANTOS et al., 2011; BRITTO et al., 2018; MENEZES-FILHO et al., 2019). Dentre os
terpenos, tém-se o monoterpeno d-limoneno, produto natural de grande recorréncia

cuja propriedade antioxidante ja foi comprovada (BAI et al., 2016).

2.4.1. D-Limoneno

O Limoneno (p-menta-1,8-dieno) é o monoterpeno presente em maior
quantidade nos 6leos essenciais — substancia extraida de plantas arométicas, sendo
obtido da casca de plantas citricas e niveis mais baixos em legumes. E portanto, o
monoterpeno natural mais frequente, sendo o d-limoneno sua principal forma (Fig. 4)
- um é&lcool monoterpénico encontrado em 6leos essenciais extraidos principalmente

das cascas de limdes e laranjas (BACANLI et al., 2017).
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Figura 04. Estrutura quimica do d-Limoneno
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Devido a sua agradavel fragrancia citrica, o d-limoneno é utilizado como um
aditivo de sabor e fragrancia em perfumes, sabdes, alimentos, gomas de mascar e
bebidas, uma vez que ja € reconhecido como seguro pelo codigo de regulacéo federal
como agente saborizante/odorizante (BACANLI et al.,, 2017). A ingestdo de d-
limoneno varia dependendo do tipo de alimento (aditivo de sabor ou no alimento
natural), estando em média seu consumo diario entre 16 a 90 mg/dia (SUN, 2007).

Estudos ja comprovaram alguns efeitos benéficos do d-limoneno, como sua
capacidade antioxidante, acédo reguladora na hiperglicemia produzida na Diabetes e
seu efeito antigenotéxico contra o peroxido de hidrogénio (BACANLI et al., 2017).

A absorcdo do d-limoneno através do trato gastrointestinal é rapida e quase
completa, tanto em animais como em humanos. Ele & rapidamente metabolizado
pelos diferentes tecidos, com acumulo superior encontrado em tecidos com maior
concentracdo de adipdcitos. Sua meia vida no organismo humano é de no maximo 24
h, é metabolizado por metabdlitos oxigenados em humanos e animais (ratos) sendo
sua excrecao realizada principalmente pela urina (SUN, 2007).

Um dos metabdlitos do d-limoneno é o &cido perilico. Estudos evidenciaram
altas concentracfes de acido perilico uma hora apés a ingestdo de d-limoneno em
limonada, todavia essa concentracdo reduz rapidamente com o tempo, sendo
indetectavel apds 24 h do consumo. Estudo com seres humanos, embora tenha sido
reportado alguns efeitos adversos como tenesmo e aumento da peristalse, nao
demonstrou alteracédo na funcionalidade hepatica, renal e pancreatica (SUN, 2007).

Pesquisas ja comprovaram que o d-limoneno tem toxicidade considerada muito
baixa, mesmo com doses repetidas por um ano (SUN, 2007), além de possuir acdo
anticancerigena (CHIDAMBARA MURTHY; JAYAPRAKASHA; PATIL, 2012),
antidepressiva (KOMIYA; TAKEUCHI; HARADA, 2006) e antioxidante (ROBERTO et
al., 2010). Ainda, também foi demonstrado a ac&o hipotensora d-limoneno sobre a
pressdo sanguinea (WANG,; LI; SHEN, 2018).

Embora seu mecanismo de acdo ndo esteja totalmente elucidado, estudos que
avaliaram a acdo do d-limoneno na dor apontam para a possibilidade de acdo nos
receptores TRPV1 e acido gama aminobutilico — GABA (ARAUJO-FILHO et al., 2017)
e estudos relacionados a acao no sistema nervoso central também relacionaram sua
acao ao sistema GABAérgico (PULTRINI; GALINDO; COSTA, 2006).

Comprovada as propriedades terapéuticas do d-limoneno, o mesmo também é

de facil obtengéo, podendo ser encontrado em diferentes porcentagens em plantas,
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frutas e vegetais tais como a cidra (Citrus medica), laranja (Citrus vulgaris, aurantium,
sinensis), tangerina (Citrus reticulata), aipo (Apium graveolens) e limao (Citrus limon).
S6 em relagdo ao liméo, existem em torno de setenta variedades no mundo, dentre
as quais: limdo taiti (Citrus latifélia), limao siciliano (Citrus lemon), lim&o galego (Citrus
aurantiifolia) dentre outros, podendo a concentracdo do limoneno chegar a 70% na
casca da tangerina, 65% na casca do limdo e 90% na casca da laranja (HARA,;
KISHIMOTO; KUBOI, 1999; REDAKTION, 2003).

O Brasil detém a maior citricultura do mundo, sendo que 10% de toda a
producdo nacional de citros esta concentrada na regido Nordeste, retendo 90% da
area plantada os estados de Sergipe e Bahia. Nesse contexto, o estado de Sergipe
destaca-se como quarto maior produtor de citros, com aproximadamente 840 mil
toneladas de frutos, dentre os quais encontram-se laranjas, limdes e tangerinas - a
cultura de citros no estado é forte, gerando em torno de 3% do Produto Interno Bruto.
As areas de plantio sdo, na sua maioria, de base familiar e estdo distribuidas na regiédo
do estado conhecida como Tabuleiros Costeiros (sul do estado), abarcando as
cidades de Araua, Boquim, Cristindpolis, Estancia, Indiaroba, Itaporanga D Ajuda,
Itabaianinha, Lagarto, Pedrinhas, Riachdo do Dantas, Salgado, Tomar do Geru,
Umbatba e Santa Luzia do Itanhy (CONCEICAO, 2011).

Por todo o exposto, acredita-se ser de valia tal estudo — ndo apenas pelo
ineditismo no que refere a avaliacdo do efeito cardioprotetor do d-limoneno sobre o
IM, mas também pela possibilidade do impacto financeiro no custeio ao tratamento de
uma patologia que hodiernamente pode ser encarada sob as propor¢cées de uma

pandemia.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito do d-limoneno em modelo de IM em coracdo de camundongo.

3.2. Objetivos Especificos

O trabalho visa abordar os seguintes efeitos do d-limoneno sobre o IM induzido por
isoproterenol em coragao de camundongo Swiss:
1. Alteracg6es eletrocardiograficas.
Area de infarto.
Alteracdes histoldgicas.
Producédo de EROs.
Atividade de enzimas antioxidantes SOD e CAT.

Atividade antioxidante ndo enzimatica do d-limoneno.

N o g R~ Wb

Resposta sobre as proteinas anti e pré-apoptéticas.
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4. METODOLOGIA

41. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, pesando entre 15 a 30g, reproduzidos,
criados e mantidos pelo Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia da
Universidade Federal de Sergipe. Os animais foram mantidos em ciclo claro-escuro
de 12 horas numa temperatura de 20-25°C, e foram alimentados livremente com racéo
comercial e agua ad libitum.

O numero total de animais utilizados para o desenvolvimento do trabalho foi de
66, sendo projeto previamente submetido ao Comité de Etica de Pesquisa com
Animais da Universidade Federal de Sergipe em 01/02/2018, sob o protocolo
n°09/2018, sendo aprovado pelo mesmo (ANEXO 1). A taxa de mortalidade no

desenvolvimento do trabalho foi de 20% no grupo infarto do miocérdio.

4.2. Substancias e sais

As seguintes drogas foram adquiridas na Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri,
USA): d-limoneno (pureza 97%), (-)-isoproterenol, 2,3,5-tetracloreto de trifenil-
tetrazélio (TTC), dihidroetidio (DHE; Molecular Probes), hematoxilina e eosina, 2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ), cloreto férrico e sulfato ferroso. As seguintes drogas foram
adquiridas na na Merck (Darmstadt, Germany): dimethyl sulfoxide (DMSO),
guetamina, xilazina, Na2HPO4 anidro, NaCl, KCI, KOH, MgCl2, NaHCOs, CaClz,
NaH2PO4 anidro, NaOH e glicose. A heparina fora adquirida na Roche (S&o Paulo,

Brazil).

4.3. Isquemiainduzida por isoproterenol e tratamento com d-limoneno

O infarto foi induzido por duas doses de 150 mg/kg de isoproterenol, num
intervalo de 24 h (MORADI-ARZELOO et al., 2016). Para padronizacdo da
concentracéo utilizada em cada animal, a dose do d-limoneno (10 uM) foi calculada
usando o volume sanguineo médio relatado de 7,8 mL por 100 g de peso corporal de
murino (O’CONNELL et al., 2015), um camundongo pesando 25 g teria, portanto, um

volume total de sangue de 1,95 ml. O isoproterenol e o d-limoneno foram diluidos em
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DMSO (0,1%) e salina (NaCl 0,9%). Os experimentos foram divididos em 4 grupos:
controle (veiculo - salina+DMSO), infarto do miocardio - IM (veiculo + 150mg/kg
isoproterenol), d-limoneno - DL (veiculo + 10pM d-limoneno) e IM + DL (veiculo +
isoproterenol + d-limoneno).

Ambas as drogas foram administradas via intraperitoneal, em duas doses —
sendo estas separadas por um intervalo de 24 h. No grupo IM + DL foi feita a

dministracéo do d-limoneno 30 minutos apds a administracao do 1SO.

Controle| Veiculo (NaCl 0,9% + DMSO 0,1%) |
M | Veiculo + Isoproterenol 150mg/kg
2 doses 1.p. com intervalos de
- 3 24hs
DL | Veiculo + D-Limoneno 10 pM |
"""""" 1
IM+DL |Is0prote1‘enol 150mg/kg 30min | D-Limoneno 10 yM |

Figura 05. Formatacé&o dos grupos utilizados no estudo.

4.4. Aquisicéo do perfil eletrocardiografico - ECG

ApoOs a isquemia, o eletrocardiograma (ECG) foi registrado usando eletrodos
de superficie.

As medidas de ECG de superficie foram realizadas com o0s animais
anestesiados por injecdo i.p. de quetamina (90 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg), através
de eletrodos subdérmicos colocados na derivacéo de DIl (p6lo negativo localizado no
braco direito e pélo positivo na perna esquerda) conectados a um cardioscépio (TEB
eletronics, Brasil), os sinais elétricos foram amplificados e digitalizados (PowerLab
4/35 ADInstrument, EUA). Os sinais de ECG foram registrados por 5 minutos e para
analise dos parametros determinou-se o eixo elétrico de P, QRS e T; posteriormente
para avaliacdo dos intervalos PR, QT, complexo QRS e frequéncia cardiaca utilizou-
se o programa LabChart 8 (ADInstrument, EUA). O intervalo QT foi corrigido
normalizado para roedores usando a equacdo de Bazett modificada (QTc = QT / VYRR
/f), sendo f = 336. As anomalias na morfologia do segmento ST para avaliacdo do
infarto do miocardio também foram analisadas (PREDA; BURLACU, 2010).
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45. Andalises da area de infarto

A éarea de lesdo do miocardio foi analisada utilizando o método de coloracao
com 2,3,5-tetracloreto de trifenil-tetrazélio (TTC). Todos os coragbes foram
seccionados transversalmente na regido mediana para maior exposi¢édo do ventriculo
esquerdo. A regido do apice cardiaco (vide figura 6) foi colocada em um falcon
contendo TTC (1%) diluido em Krebs-Henseleit (composicdo em mM - NaCl 120, KCI
5,4, MgCl2 1,2, NaHCOs3 27, CaClz 1,25, Glicose 11, NaH2PO4 2,0, pH 7,4) por 15 min
em banho-maria a 37°C. A area normal de desidrogenases € corada de vermelho
enguanto a zona necrotica permanece ndo corada, devido a perda da enzima NADH
(necessaria a atividade das desidrogenases). ApGs a coloracao a area ventricular foi
escaneada em alta resolucdo, selecionou-se a area total e a area ndo corada, sendo
a andlise realizada pelo software ImageJ (software free verso ImageJ bundled with
64-bit Java 1.8.0_112, NIH, USA).

4.6. Andlises histopatoldgicas

ApoOs os procedimentos experimentais, os camundongos anestesiados por
injecdo i.p. de quetamina (90 mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg) foram decapitados, os
coracOes foram rapidamente removidos (vide figura 6), lavados em KCI (1 Molar),
cuidadosamente limpos e entédo fixados em formalina (10%) tamponada, pH 7,0-7,2,
contendo fosfato de sédio monobasico anidro (4g/L) e fosfato de sédio dibasico anidro,
(6,5g/L) apo6s 72 h foram embebidos em parafina e cortados a 5 um de espessura e
posteriormente corados com hematoxilina-eosina.

Para a coloracao, foram realizadas inicialmente 2 trocas de xilol de 10 minutos
cada, sendo as laminas passadas em 2 mudancas de alcool absoluto de 5 minutos
cada (alcool 99% por 2 minutos e alcool 95% por mais 2 miuntos) e entdo mantidas
em agua destilada por 4 minutos. Apds, foram colocadas em solucdo de hematoxilina
Harris por 8 minutos, lavadas em agua corrente por 5 minutos e diferenciadas em 1%
de alcool &cido por 30 segundos, sendo novamente lavadas com agua corrente por 1
minuto, mantidas em agua amoniacal 0,5% por 30 segundos a 1 minuto, lavadas em
agua corrente por 5 minutos e enxaguadas em alcool a 95% (10 mergulhos), para
entdo passarem pela contracoloracdo em solucédo de eosina/eosina-floxina por 30

segundos a 1 minuto, sendo desidratadas através de alcool a 95% (2 mudancas de
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alcool 5 minutos cada) e limpas em 2 trocas de xilol, 5 minutos cada (MALATESTA,
2016).

4.7. Mensuracdo do anion superoxido pelo método de fluorescéncia com
dihidroetidio (DHE)
Para medidas de geracdo de EROs os coracdes foram rapidamente removidos

(vide figura 6) e congelados em um meio para crioseccao (composto Tissue-Tek,
0O.C.T.). Os blocos de tecido congelado foram cortados, com o auxilio do criostato
mantendo a temperatura de -20°C, transversalmente em seccdes de 20 ym de
espessura e as laminas foram transferidas para uma camara de gravacao. As laminas
foram pré-incubadas em uma solucao de PBS pré-aquecida durante 15 min e depois
carregadas com 10 uM de dihidroetidio (DHE; Molecular Probes), uma probe celular
permedavel, durante 40 min a 37°C (SANTANA et al.,, 2018). As imagens foram
gravadas usando um microscopio de fluorescéncia (Ci-E, Nikon, Japao) usando um
comprimento de onda de excitagdo de 480 nm, sendo obtidos valores de emisséo de
fluorescéncia acima de 500 nm, e a intensidade de fluorescéncia DHE foi medida
usando o software ImageJ 1.38x (software free version ImageJ bundled with 64-bit
Java 1.8.0_112, NIH, USA).

4.8. Determinacédo da concentracao total de proteinas
Para mensurar a concentracédo total de proteinas presentes no tecido cardiaco

(vide figura 6) estudado foi utilizado o método de dosagem proteica descrito por
Bradford (BRADFORD, 1976). As amostras foram homogeneizadas em PBS (50
mM/pH 7,4) por 15 segundos, e 5 min em gelo, para evitar aquecimento da amostra.
Apods esse procedimento as amostras homogeneizadas foram centrifugadas para
remover os detritos celulares (10.000 rpm; 10 min) e o sobrenadante foi recolhido.
Todos os resultados foram normalizados quanto ao teor de proteina utilizando

albumina de soro bovino (BSA) como padréo.

4.9. Mensuracédo da lipoperoxidacdo pelo método de TBARs

A mensuragao da peroxidagdo lipidica consistiu em quantificar o malonaldeido
(MDA), um dos produtos da oxidagdo dos hidroperoxidos de &cidos graxos poli-
insaturados, que se forma durante o processo da lipoperoxidagédo (BRITTO et al.,
2018).
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Para a realizacdo dos experimentos o0s coracdes foram pesados e
homogeneizados (vide figura 6), na proporcdo de 100 mg de tecido/mL de tampéao
fosfato (0,1 mol/L, pH 7,4). Em seguida, os homogeneizados foram incubados durante
45 minutos a 90°C com soluc¢do contendo acido tiobarbittrico (TBARS 0,37%), em
solucdo acida (15% de acido tricloroacético- TCA e 0,25 N de &acido cloridrico)
(ESTERBAUER; CHEESEMAN, 1990). As amostras foram centrifugadas a 14.000
rpm (Neofuge 15R, HEAL FORCE®, EUA) por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
misturado com n-butanol e solucao saturada de NaCl. A mistura foi agitada em vortex
por 30 segundos e novamente centrifugada a 14.000 rpm (Neofuge 15R, HEAL
FORCE®, EUA) por 2 minutos. Aliquotas do sobrenadante foram pipetadas em placas
de 96 pocos para a leitura de absorbancia em leitor de microplaca (Biotek, ELx800
Absorbance Microplate Reader, EUA) a 535 nm, corrigindo pelos valores de
absorbancia a 572 nm. A quantidade de MDA foi expressa em nanomoles por mg de
tecido (nM/mg), sendo interpretada como marcador de peroxidacao lipidica formado

pela reacdo com o TBARS.

4.10. Mensuracédo da carbonilacao e sulfidrilacdo de proteinas

A carbonilacdo mensura a reacédo do 2,4 - dinitrofenilhidrazina (DNPH) com
cetonas ou aldeidos reativos para formar hidrazonas, que sdo formados apartir da
oxidacgdo protéica, sendo a absorbancia lida no comprimento de onda entre 360-385
nm.

Inicialmente, dois ependorffs foram preparados, um experimental (DNPH) e um
controle (branco), sendo adicionado 1 mg de proteina (vide figura 6) do sobrenadante
em ambos e apdés completados com PBS para normalizar o volume em 200 pl. Entdo
adicionou-se 200 ul de TCA a 20%, homogeneizando por 5 minutos e apdés,
prosseguiu-se centrifugacdo a 4000 rpm por 5 minutos, descartando-se o
sobrenadante e ressuspendendo o pellet em 100 pl de NaOH 0,2 mol/L.

A seguir de tais procedimentos, acrescentou-se 100 pl de acido cloridrico (HCI)
2 M no tubo branco e 100 pl de DNPH 10 mM na amostra e em seguida 100 ul de TCA
20%, procedendo centrifugacdo a 16000 rpm/5minutos por 3 vezes. Apds, foram
acrescentados 500 pl de etanol e acetato de etila (1:1), ressuspendendo-se o pellet e
procedendo centrifugacdo por 16000g/5 minutos. Ao término, ressuspendeu-se 0
pellet com 1 ml de ureia 8 M, pH 2,3, centrifugando 3 minutos a 16000 rpm/4 minutos,
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para remover possiveis materiais insollveis, sendo entdo transferidos 200 pL para
placa de 96 pogcos comum.

Para mensurar a quantidade de grupamentos sulfidrilas (SH) foi considerado o
preconizado por Aksenov e Markesbery (2001). Os tecidos cardiacos (vide figura 6),
apos igualados em tampao fosfato (PBS 50 mmol/L, pH 7,4), passaram por
centrifugacéo (12.000 rpm por 30 min, a 4°C) e ap06s o sobrenadante foi associado ao
Tris-EDTA (200 mmol/L, 2 mmol/L, pH 8,2). A leitura espectrofotométrica inicial foi
realizada a um comprimento de onda de 412 nm, sendo em sequéncia adicionado
DTNB (10 mmol/L, em metanol) e prosseguido nova leitura apés 15 min, mantendo o
comprimento de onda. A concentracdo total de grupamentos SH fora expressa em
nmol/L/ug de proteina (AKSENOV; MARKESBERY, 2001).

4.11. Mensuracédo das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD)
e catalase (CAT)

A mensuracado da atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT procedeu-
se da seguinte forma: os tecidos cardiacos (vide figura 6) foram pesados e igualados
(100 mg de tecido/mL de tampéao fosfato - 50 mmol/L, pH 7,4). Apés 0s espécimes
passaram por centrifugacdo a 14.000 rpm (Neofuge 15R, HEAL FORCE®, EUA)
durante 30 minutos a 4°C, sendo o sobrenadante utilizado nos testes. Fez-se a
mensuracao da atividade de SOD conforme Madesh e Balasubramanian (1998): o
teste calculou a formacdo de 0O:2° pela auto-oxidacdo da adrenalina. Os tecidos
cardiacos foram igualados em tampao fosfato PBS (50 mmolL, pH 7,4) e, entdo,
centrifugados a 12.000 rpm por 30 minutos. A reacédo foi feita por pipetagem em
triplicata na placa de Elisa com o sobrenadante, PBS e adrenalina (60 mM), sendo
vibrados por 5 minutos e apds adicionado dimetilsulféxido (DMSO), com a leitura
realizada em espectrofotdmetro de microplaca a 570 nm (ELx 800, BIOTEK
Instruments®, EUA). A atividade da SOD foi expressa em unidade de SOD por
micrograma de proteina (MADESH; BALASUBRAMANIAN, 1998).

A atividade da catalase foi mensurada conforme Nelson e Kiesow (1972). Deu-
se inicio a reacdo com a adicao de H202 (0,3 mol/L) as amostras do sobrenadante,
gue foram igualadas em tampéao fosfato (50 mmol/L, pH 7,0) e centrifugadas (Neofuge
15R, HEAL FORCE®, EUA) a 12.000 rpm, durante 30 minutos, a 4°C. O teste foi
realizado em cubeta de quartzo com o ambiente salvaguardado de iluminacéo, sendo

as medidas feitas em espectrofotdmetro (ELx 800, BIOTEK Instruments®, EUA), com
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periodicidade de 15 segundos, a 25°C, sendo o comprimento de onda de 240 nm.
Através da mensuragéo do consumo de H20:2 (0,3 mol/L) quantificou-se a reagado. A
dismutagao do H202 pela CAT foi acompanhada por 1 minuto a 25°C. A atividade da
enzima fora expressa pela diferenca da variacdo das absorbancias
(AE)/minuto/micrograma de proteinas (NELSON; KIESOW, 1972).

4.12. Mensuracao do potencial antioxidante do d-limoneno

Para avaliar a capacidade antioxidante do d-limoneno procedeu-se analise da
atividade do fator antioxidante redutor férrico (Ferric Reducing Antioxidant Power) —
FRAP, como descrito por Benzie e Strain (1996). Em placa de 96 pocos adicionou-se
10uM de d-limoneno diluido em DMSO 0,1%, solucao tampéo acetato (0,3 mol/L - pH 3,6),
27 uL de agua destilada, TPTZ — 10 mmol/L e cloreto férrico (Fe3Cl — 20 mmol/L). Seguiu-
se incubacdo da mistura reacional a 37°C por 30 minutos, sendo a absorbancia
posteriormente mensurada a 595 nm. O FRAP foi calculado a partir da curva padréao
gerada pelo FeSO4 (sulfato ferroso) sendo entdo utilizada equacéo linear. Os valores

foram comparados e expressos em pg/mlt (BENZIE; STRAIN, 1996).
4.13. Expressdo de proteinas Bax/Bcl2 e pro-caspase 3

Para avaliar o efeito do d-limoneno sobre a expressdo das proteinas das vias
de sinalizacao pro e antiapoptoética, prosseguiu-se analises pelo Western Blotting. Os
tecidos cardiacos (vide figura 6) foram igualados em tampéao de lise gelado (em mM:
100 NaCl, 50 trisbase, 5 EDTA.2 H20 e 1 MgClz, pH 8,0) sendo 0,3% de triton X100,
1% de nonidet P40, 0,5% de desoxicolato de sodio, 20 mM NaF com protease (#
P8340, Sigma-Aldrich), coquetéis inibidores da fosfatase (# P0044, Sigma-Aldrich) e
ditiotreitol (DTT, 1 mM). Apds a homogeinizacdo no tampao de lise, as amostras foram
centrifugadas por 12 minutos a 6000 g a 4 °C. Posteriormente foram quantificadas as
proteinas do sobrenadante pelo método de Bradford. Quantidade equivalente de
proteina em gel de poliacrilamida com SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) de 7,5% ou 10%, foi transferida para membrana
de nitrocelulose (Milllipore®, USA), sendo bloqueados a temperatura ambiente com
solucéo de BSA a 4% e incubados com os anticorpos primarios: anti-Bax (1:500, sc-
526, Santa Cruz Biotechnology Inc-Santa Cruz, EUA), anti-Bcl-2 (1:500, sc-492 Santa
Cruz Biotechnology Inc-Santa Cruz, EUA) e pré-caspase 3 (1:1000, sc-7272 Santa
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Cruz Biotechnology Inc-Santa Cruz, EUA) por 12 h. Em seguida, a membrana foi
submetida a tripla lavagem com TBS-T (tris-buffered saline Tween 20) por 5 minutos
e incubada por 2 h com anticorpo secundario conjugado a peroxidase (HRP 1:5000,
anti-goat IgG-HRP ou anti-rabbit IgG-HRP, Sigma, St Louis, EUA) diluido em 1% de
albumina em TBS-T. Depois do intervalo de incubacdo a membrana foi mais uma vez
submetida a tripla lavagem com TBS-T por 5 minutos. O complexo imune foi revelado
e visualizado em sala escura. Utilizou-se a quimiluminescéncia melhorada (Luminata
strong™ - substrato HRP Ocidental, Merck-Millipore) e detecgao com equipamento
LAS 4000 (GE HealthCare Life Science) para efetuar a imunodeteccdo. As proteinas

foram quantificadas por analise densitométrica com o software ImageJ 1,38x (NIH).

Lipoperoxidagao - TBARS |

Carbonilacao/Sulfidrilacao I
Ativ. Enzimética - SOD e CAT |

| Fluorescéncia EROs - DHE Capacidade Antioxidante - FRAP I

Base | Seccionada

I ECG I Coragbes retirados I Atrios descartados I Ventriculos seccionados BAX/Bcl2, pro-caspase 3 - Blott I

Apice
| Histologia Area do infarto - TTC |

Figura 06. Fluxograma de experimentacao e varidveis mensuradas.

4.14. Andlise estatistica

Para a sistematizacéo e observacéo dos resultados, os dados foram tabulados
e com eles realizados os graficos pertinentes (Excel, GraphPad Prism). Todos o0s
dados foram expressos como média + Erro Padrdo Médio (EPM), e o niumero de
animais foi mostrado como n. A normalidade e a igualdade de variancia foram
verificadas pelo teste de Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Para a deciséo
estatistica, utilizou-se o teste ANOVA one-way, seguido de teste de Tukey ou teste
qui-quadrado, a depender do caso. Valores de probabilidade de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. D-limoneno impede altera¢cdes no perfil eletrocardiogréafico e elevagcao
do segmento ST induzidas por lesdo de IM

Durante o processo isquémico do miocardio, ocorrem mudancgas no perfil
eletrocardiogréfico decorrentes de alteragcbes na despolarizacdo cardiaca e na
capacidade de propagacao do impulso elétrico devido ao desarranjo estrutural na
membrana plasmatica e alteracdes nas conexdes entre os cardiomiécitos. Para
avaliacéo clinica rapida dessas alteragdes o exame mais utilizado € o registro do ECG.
Portanto, para avaliar se o d-limoneno atenuava as alteracdes eletrocardiogréaficas
causadas pela leséo de IM, os sinais de ECG foram registrados.

Os tracados representativos do ECG dos 4 grupos experimentais estao
exibidos na Figura 07A, onde pode-se observar as ondas e intervalos dos ECGs
avaliados e nestes. Importante observar que na Figura 07B os animais infartados
apresentaram elevacao do segmento ST em 70% (n = 6, *p > 0,05) dos animais, que
foi reduzida para 30% (n = 6, *p > 0,05) nos animais tratados com d-limoneno. N&o
houve altera¢des no intervalo PR e no complexo QRS. Contudo, foram observados
aumento do QTc e na frequéncia cardiaca nos animais infartados, apresentando
aumento de 71,66 + 6,60ms para 102,9 £ 5,04ms e 332,7 + 20,96bpm para 500, 60 *
13,69 bpm (controle vs IM, respectivamente) sendo revertido pelo tratamento com d-

limoneno (Figura 07C-F).
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Figura 07. D-limoneno impede alterac6es no perfil eletrocardiogréafico e elevacao do
segmento ST induzidas por lesédo de IM. A, tracados representativos de ECG avaliados nos
grupos experimentais (seta indica o padréo normal do segmento ST, enquanto que o asterisco
destaca a elevacao do segmento ST); B, anormalidades do segmento ST; C, intervalo PR; D,
complexo QRS; E, intervalo QT corrigido pela frequéncia cardiaca normalizada para rato e
camundongo (QTc); F, frequéncia cardiaca. Os dados foram representados como médias +
EPM (n = 6). * p < 0,05 (IM) vs. (Controle); # p < 0,05 (DL+IM) vs. (IM). ANOVA de uma via
seguido pelo pos-teste de Tukey. Para B foi usado teste qui-quadrado.
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O IM é a mais comum causa de morte em adultos, e dentre as ocorréncias
desfavoraveis relacionadas ao infarto, a disfuncéo ventricular esquerda esta presente
como preditor comprovado de eventos adversos, desencadeando em grande parte o
desenvolvimento de arritmias cardiacas e/ou insuficiéncia cardiaca. Durante a
isquemia o dano miocardico estrutural promove um desequilibrio eletrolitico devido a
disfuncéo de canais ibnicos responsaveis por gerar a repolarizacdo, que combinado
com um aumento da atividade simpética para suprir o déficit do miocérdio lesionado
pode originar prolongamento do intervalo QT e aumento da frequéncia cardiaca
(TYAN et al., 2018).

As anormalidades da repolarizacdo ventricular que levam a alteracdes
morfologicas patoldgicas na onda T ou no segmento ST, além de um marcador de
cardiomiopatia estrutural, sdo reconhecidamente associadas a morte miocéardica e
pior prognostico no IM (DEBINSKI, KONDYS, BUSZMAN, 2017; NEUMANN et al.
2018), e isso também pode ser mostrado para o prolongamento do QTc.

O mecanismo pelo qual o prolongamento do intervalo QTc poderia prever um
resultado adverso ainda ndo é exatamente conhecido. Além de representar uma
dificuldade na repolarizacdo ventricular — o que prejudica uma nova despolarizacao,
distarbios nos cardiomidcitos que geram sobrecarga de calcio promovem aumento do
intervalo QT e aumentam a suscetibilidade a arritmias ventriculares (SCHWARTZ
PETER; CROTTI; INSOLIA, 2012). Além disso, o papel do QTc no complexo quadro
de doenca cardiaca isquémica também é demonstrado por uma melhora da fracdo de
ejecdo em pacientes sem QTc prolongado durante o processo de infarto (ROBBINS
et al., 2003). A literatura mostra que o QTc prolongado pode ser considerado um
preditor de doenca coronariana (ROBBINS et al., 2003). Consequentemente, esta
associado ao envelhecimento, hipertensdo arterial, doenca arterial coronariana
(RAUTAHARJU et al., 1994; FESTA et al., 2000) e diabetes (DEKKER et al., 1996;
MONNERAT et al., 2016). Dadas essas correlagcfes relevantes, ndo é inesperado
dizer que o prolongamento do intervalo QTc tem valor prognostico para futuros
eventos cardiovasculares, como infarto do miocardio.

Outro ponto importante é o aumento da frequéncia cardiaca apds o IM, o que
leva ao desgaste cardiaco por promover aumento do gasto energético e,
consequentemente, aumento da lesdo cardiaca (CHOE et al., 2018). Pacientes que
apos o IM permanecem com frequéncia cardiaca alta ttm maior risco de morte durante

o primeiro ano (SERONDE et al., 2014), sendo necessario 0 uso de betabloqueadores
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- salvo em contra indicagdes, tais como pacientes com sinais de insuficiéncia cardiaca
aguda (classe Killip I1), pressao arterial sistélica > 120 mmHg, baixo débito cardiaco e
bloqueio atrioventricular (NEUMANN et al. 2018; IBANEZ et al. 2018).

Podemos observar que a utilizacdo do d-limoneno atenuou o aparecimento da
elevacdo do segmento ST e impediu o aumento do intervalo QTc e da frequéncia
cardiaca, portanto, podemos inferir com essas observacdes que o d-limoneno protege
o coracdo do aparecimento de alteracdes relacionadas a pior prognostico no IM. Assim
sendo, investigou-se a area de infarto, j& que as alterac6es no segmento ST eonda T

refletem aumento da leséo isquémica cardiaca.

5.2. D-limoneno promove cardioprotecdo reduzindo a area do infarto e
prevenindo alteracdes histoldgicas do miocardio induzidas por lesdo
de IM

A éarea do infarto caracteriza um dos principais determinantes dos desfechos
cardiacos apés o IM com supradesnivelamento do segmento ST (IBANEZ et al.,
2018b), sendo o tamanho do infarto, convencionalmente, ligado a duracdo da ocluséo
coronariana com reducdo do fluxo sanguineo colateral (ANDERSON; MORROW,
2017).

O modelo utilizado neste trabalho mimetizou, a contento, o IM a medida que
gerou alteracfes eletrocardiograficas. Observou-se um notavel aumento na area do
infarto do miocéardio no grupo IM (50,96 + 12,46 %, *p <0,05) quando comparado ao
controle (Figura 08A). Por outro lado, o tratamento com d-limoneno minimizou (8,24 +
2,08 %, "p <0,05) a extensdo do tamanho da &rea infartada, promovendo
cardioprotecdo. Diversos trabalhos tém demonstrado, em diferentes modelos
experimentais de inducdo de IM, que lesbes aproximadamente de 50% ou mais da
area infartada do coracao representam uma leséo grave com elevada probabilidade
de insuficiéncia cardiaca com fragéo de ejecdo reduzida e mortalidade (BRITTO et al.,
2018; IBANEZ et al., 2018b; SANTANA et al., 2018) .
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Figura 08. D-limoneno promove cardioprotecdo reduzindo a é&rea do infarto e
prevenindo altera¢cdes histologicas do miocéardio induzidas por leséo de IM. A, imagens
representativas da area de infarto nos grupos experimentais estudados (painel superior) e
analise quantitativa do tamanho do infarto expresso em porcentagem da area total do
ventriculo esquerdo (VE) (painel inferior). Os dados foram representados como médias + EPM
(n=5). *p <0,05 (IM) vs. (Controle); # p < 0,05 (DL+IM) vs. (IM). ANOVA de uma via seguido

pelo pés-teste de Tukey.

Pode-se observar na Figura 09 (direita, painel B) que os corac¢des do grupo IM
apresentaram dano na estrutura do miocardico ventricular esquerdo, focal ou difuso,
evidenciado no 3° dia apds o inicio do protocolo de isquemia com isoproterenol. As
fibras musculares cardiacas afetadas apresentaram descontinuidade, degeneracéao,
espacamento amplo e vacuolagcbes nos miocardios. Infiltracdo de células
mononucleares, congestdo de capilares e vasos sanguineos também foram
encontrados (Figura 4, n = 5) (NOUR et al., 2017). Em contraste, no tecido cardiaco

do grupo tratado com DL tais situacdes foram mitigadas ou prevenidas (painel D).
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A

Controle

Figura 09. Alteracdes histoldgicas do miocéardio induzidas por leséo de IM. A,

ventriculo esquerdo do grupo controle, mostrando as fibras musculares cardiacas estriadas
ramificadas longitudinalmente e anastomosadas com nucleos vesiculares ovais centrais
(setas), e nucleos planos de células mononucleares (cabecas de setas) vistos no endomisio
fino entre as fibras. B, mostrando ventriculo esquerdo do grupo IM, apresentando infiltracao
de células mononucleares (asterisco branco), descontinuidade, degeneragéo, espacamento
amplo (cabeca de seta) e vacuolagées nos miocardios (setas). C, ventriculo esquerdo do
coracgdo tratado com d-limoneno. D, imagem do tecido que sofreu IM e tratamento com d-
limoneno. Colorimetria com H&E, objetiva microscépica 40x.

O infiltrado de células inflamatérias na lesdo de IM miocéardica com
isoproterenol em modelo animal € um achado ja relatado na literatura (GOYAL et al.,
2010; HUANG et al., 2018). Dentre tais células tém-se macrofagos - células do sistema
imune e fibroblastos - responsaveis pela regeneracgéo, sintetizam a matriz extracelular

e o colageno. Quando ocorre a lesdo, o dano tecidual estimula os fibroblastos a
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desempenharem um papel critico na resposta imune, induzindo a sintese de
quimiocinas através da apresentacdo de receptores em sua superficie. As células
imunolégicas apresentam sua resposta iniciando uma cascata de eventos para
eliminar o tecido morto e microrganismos invasivos. Monnerat (2016) demonstraram
que a producdo de IL-1B pelos macréfagos induzia arritmias cardiacas em
camundongos diabéticos e sabe-se que durante o IM ocorre um processo inflamatorio
associado ao estresse oxidativo (SANTANA et al., 2018) e apoptose (WEl et al., 2017).
Portanto, o efeito protetor do d-limoneno na IM pode ser atribuido aos referidos

mecanismos, a saber, area de fibrose e eventos da inflamacéo.

5.3. LesOes causadas pelo estresse oxidativo foram reduzidas pelo d-
limoneno

Evidéncias tém apontado o0 estresse oxidativo como protagonista de lesdes
durante o IM (PASUPATHY SIVABASKARI et al.,, 2017). Diversas pesquisas com
humanos e animais demonstraram a eficacia de substancias antioxidantes como
adjuvantes no tratamento do IM e terapias farmacoldgicas baseadas na inibicdo do
estresse oxidativo para evitar a lesdo oxidativa sdo vistas como uma abordagem
atrativa para o tratamento da lesdo cardiaca induzida por IM (PASUPATHY
SIVABASKARI et al., 2017; BRITTO et al., 2018).

Atualmente, o protocolo recomendado pelas entidades de cardiologia envolve
a terapia de reperfusédo precoce (trombolise e angioplastia/implante de stent) para
restaurar rapidamente o fluxo coronariano (BETHKE et al., 2015; IBANEZ et al.,
2018b). Além disso, a lesdo de isquemia e reperfusdo, gerada pelo aumento da
liberacdo de EROs, pode ocorrer imediatamente apds a restauracdo da reperfuséo,
promovendo uma perda incremental das células do miocardio (YELLON;
HAUSENLOY, 2007; ANDERSON; MORROW, 2017). Consequentemente, 0s
possiveis tratamentos adjuvantes a terapia de reperfusédo tém como alvo a reperfusao
tecidual incompleta com estratégias de vasodilatagdo regional, por exemplo
adenosina e pos-condicionamento isquémico, ou mais protecao direta da integridade
mitocondrial e, portanto, de energia celular (HEUSCH GERD, 2016; LANZA et al.,
2016; SANTANA et al., 2018).

Em vista disso, avaliou-se a producéo de EROs cardiacas in situ, assim como

biomarcadores de dano celular causados pelo estresse oxidativo. Na Figura 10, no
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painel A (topo), pode-se ver imagens pseudo-coloridas demonstrando a fluorescéncia
in situ das EROs. No painel inferior observa-se o grafico da média da fluorescéncia,
onde pode-se observar que o grupo IM apresentou um aumento da fluorescéncia de
75% (p < 0,05) da formacdo de EROs quando comparado ao grupo controle. Contudo,
os resultados demonstraram que houve reducéo da geracdo das EROs para valores
do controle com o tratamento do d-limoneno (Figura 10A).

O aumento das EROs (principalmente O2°) pode levar a lipoperoxidagéo
(GASCHLER; STOCKWELL, 2017). Sabe-se que a membrana plasmatica € composta
por uma bicamada lipidica - proteinas, carboidratos e fosfolipidios constam em sua
composicdo. A peroxidacao lipidica, oxidacdo de grupos tidis e carbonilacdo geram
alteracdes na estrutura e permeabilidade das membranas celulares, convergindo para
a perda da seletividade na troca idnica e extravasamento do contetdo de organelas
celulares, tais como algumas enzimas hidroliticas dos lisossomos, formando produtos
citotoxicos e culminando em morte celular (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006;
GOUVEIA et al., 2018).

Mensurou-se a peroxidacao lipidica através do método de TBARs, devido a
rapidez, simplicidade, eficacia e ampla utilizacdo na mensuracdo da atividade
antioxidante de produtos naturais (BRITTO et al., 2018).

Os resultados demostraram que a mensuracédo do TBARS no grupo IM, como
esperado, apresentou aumento de 68% (n =5, *p > 0,05) em relacdo ao grupo controle
(Figura 10B), sendo que a peroxidacao lipidica produzida durante o processo de leséo
cardiaca induzida pelo IM foi completamente impedida no grupo tratado com d-
limoneno, como pode ser visto na Figura 10B. Esse achado sugere que o d-limoneno
protege a camada lipidica das membranas contra os processos oxidativos, contudo,
como foi exposto, existem outras estruturas nas membranas que podem sofrer com
0S processos oxidativos, estruturas estas tdo importantes quanto os lipidios para o

funcionamento das células.
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Figura 10. Les0es causadas pelo estresse oxidativo foram reduzidas pelo d-limoneno.
A, Imagens representativas, pseudo-coloridas da fluorescéncia do DHE (painel superior) e
analise quantitativa (painel inferior) (n = 30 regides cardiacas aleatérias analisadas de 5
coracdes por grupo, barra da escala 25um); B, mensuracdo da peroxidacao lipidica pela
guantificacdo de MDA; C, concentracdo de sulfidrilagdo de proteinas; D, concentracdo de
carbonilagcdo de proteinas. Os dados foram representados como médias + EPM (n =5). *p <
0,05 (IM) vs. (Controle); # p < 0,05 (DL+IM) vs. (IM). ANOVA de uma via seguido pelo pos-
teste de Tukey.



52

Outra regido que sofre com as modificacbes oxidativas na célula sdo os
grupamentos sulfidrilas (SH) e carbonil das proteinas, e podem ser considerados
importantes marcadores de estresse oxidativo celular (HHIMMELFARB; MCMONAGLE;
MCMENAMIN, 2000; MATSUYAMA et al., 2009; GLARBORG; MARSHALL, 2013).
Ambas as oxidacdes desses grupamentos levam a mudancas conformacionais e
degradacéo das proteinas, levando ao aumento e/ou reducdo de corrente de canais
ibnicos e enzimas responsaveis pela respiracao celular e manutencao da célula, tais
como proteina quinase A, proteina quinase C e célcio/calmodulina quinase Il. De fato,
diversas modificacbes pos-traducionais nos grupamentos tiol, encontrado no
aminoécido cisteina ou no grupo sulfidrila, e oxidacdo do residuo de lisina em um
grupo carbonila tém sido descritos durante o estado redox excessivo tais como
oxidacao, nitrosilagéo, glutationilagcéo, sulfenilacdo e ligacdes dissulfeto. Todos esses
fatores estdo envolvidos e sdo importantes vias de sinaliza¢gdes intracelulares durante
a disfuncéo cardiaca causada pelo IM (CHUNG et al., 2013).

Logo, pode-se observar na Figura 10C e D que durante o periodo de IM houve
aumento da carbonilacao das proteinas em 97% e do grupo sufidril em 72% (n =5, *p
> 0,05) comparado com o controle, tal fato foi revertido com uso do d-limoneno, sendo
impedidas tais modificacdes oxidativas pés-traducionais por completo (n = 5, *d-
limoneno + IM vs IM, p > 0,05).

As EROs, além de modificar diretamente as estruturas celulares, também
estdo envolvidas na regulacéo da expressao de varios genes (KIM et al., 2003).

Estudos tém relatado o papel das citocinas, quimiocinas, leucécitos e proteinas
de fase aguda - como a proteina C-reativa de alta sensibilidade, na patogénese do
estresse oxidativo (BOWIE; O'NEILL, 2000; CHUNG et al., 2001). EROs e inflamacéo
estdo ligados de uma maneira que € muito dificil de dissecar. No tecido cardiaco,
relacionam-se a ativacao de multiplos mecanismos que causam remodelamento do
tecido e, portanto, aumentam a suscetibilidade a arritmias (KIM et al., 2003). Esses
fendbmenos proé-inflamatérios sao ativados molecularmente na presenca de EROs
(VOLTAN et al., 2016). Dentre essas moléculas, uma amplamente estudada € o fator
transcricional NF-kB, um fator que responde a alteragdes do estado oxidativo celular,
isquemia-reperfusdo e moléculas inflamatorias (CHANDRA; SAMALI; ORRENIUS,
2000; VOLTAN et al., 2016).
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O cofator inibidor (Ik-B) do NF-kB é fosforilado na presenca de EROs, ativando
o NF-kB. Uma vez ativado, o NF-kB promove a transcricdo de genes envolvidos na
resposta inflamatdria e pro-fibrética, tais como a IL-6 e os fatores de crescimento TGF-
B e TNF-a (CHANDRA; SAMALI; ORRENIUS, 2000; VOLTAN et al., 2016). Essas
moléculas atuam em varios tecidos, mas particularmente no coracdo, produzindo
remodelamento da matriz extracelular e fibrose (remodelamento estrutural), o que
altera as propriedades eletrofisiologicas do coragdo. Varios estudos associaram a
ativacdo do NF-kB com disfungdo cardiaca, hipertrofia ventricular e crescimento
cardiaco mal-adaptativo (CHANDRA; SAMALI; ORRENIUS, 2000; VOLTAN et al.,
2016).

Diversos estudos anteriores demonstraram que o d-limoneno possui agao
antioxidante e anti-inflamatéria em diversos tecidos néao cardiacos (VICTOR ANTONY
SANTIAGO et al., 2012; MURALI; KARTHIKEYAN; SARAVANAN, 2013; BAI et al.,
2016; BACANLI et al., 2017; YU; YAN; SUN, 2017). Experimentos em figado de ratos
com diabetes tipo 1 induzidos com estreptozotocina, demonstraram que o d-limoneno
reduziu os niveis de MDA aumentando significativamente os niveis da atividade das
enzimas CAT, SOD e GSH-Px (BACANLI et al., 2017). Outro estudo demonstrou que
suplementacdo com d-limoneno reverteu as alteragdes induzidas por dois modelos
experimentais de doenca hepatica gordurosa ndo alcodlica - DHGNA (esteatose
hepética ndo alcodlica) alimentacdo com alto teor de gordura (high-fat diet — HFD) e
por N-nitro L-arginina metil éster (L-NAME) que produzem metabdlicos induzidos na
sindrome associada ao aumento na geracdo de EROs, sendo a principal causa da
cirrose hepética induzida pela DHGNA, e o d-limoneno restaurou a alteragdo
patologica do figado e do pancreas e também reduziu os niveis de MDA (VICTOR
ANTONY SANTIAGO et al., 2012).

O d-limoneno também demonstrou ter importantes propriedades
imunomoduladoras, sendo capaz de aliviar asma e alergias. Além disso, foi observado
efeitos anti-inflamatérios em modelo de rato com colite ulcerativa. O d-limoneno
reduziu os niveis de expressdo de NF-kB, TNF-a, IL-1B e IL-6, indicando o seu
potencial antioxidante e propriedades anti-inflamatérias (YU; YAN; SUN, 2017).

No presente estudo, observou-se que o IM causa producdo aumentada de
EROs, com consequentes lipoperoxidacéo e oxidacao proteica. P6de-se verificar que

o d-limoneno reduziu as modificagces da lipoperoxidacdo e carbonilagdo de proteinas
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em modelo de IM induzida por isoproterenol, logo, investigou-se as enzimas

antioxidantes para saber se o d-limoneno atua por esse mecanismo em modelo de IM.

5.4. D-limoneno restauraa atividade da SOD nalesao cardiacainduzida por
IM

Para melhor compreender os mecanismos pelos quais o d-limoneno reduziu o
dano produzido pelo estresse oxidativo na les&o por IM, avaliou-se a atividade das
enzimas antioxidantes endogenas SOD e CAT. Conforme pode-se observar na Figura
11A, aleséo por IM promoveu reducéo da SOD (-55%, n = 5, *p<0,05) comparado ao
grupo controle, contudo, no grupo d-limoneno + IM houve aumento da SOD a valores
normais ( 24,35 + 3,87 U/mg proteina, n = 5, #p > 0,05) quando comparados ao grupo
IM. Entretanto, ndo houve alteracdo da atividade da CAT (n = 5, Figura 11B) em

nenhum dos grupos.
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Figura 11. D-limoneno restaura a atividade da SOD na lesado cardiaca induzida por IM.
A, atividade de superdxido dismutase (SOD); B, atividade da catalase. Os dados foram
representados como médias + EPM (n = 5). * p < 0,05 (IM) vs. (Controle); # p < 0,05 (DL+IM)
vs. (IM). ANOVA de uma via seguido pelo pos-teste de Tukey.

Estudos com os monoterpenos carvacrol (25, 50 e 100 mg/kg; i.p.) € mirtenol
(50 mg/kg; v.0.) em ratos Wistar observaram aumento na atividade das enzimas CAT
e SOD e redugédo na formagcdo de MDA (tratamento por 7 dias consecutivos em
modelo de IR cardiaca ex-vivo por isquemia global no sistema de perfusao aortica do
tipo langendorff) (CHEN et al., 2017; BRITTO et al., 2018). Outros trabalhos com ratos
pré-tratados por 3 dias consecutivos com ginsenoside Rb3 (5,10 e 20 mg/kg, V.0.) e

asperosaponina VI (5, 10 e 20 25 mg/kg, 1.V.) demonstraram a reducdo da formacéo
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de MDA e aumento da atividade da CAT e SOD no tecido cardiaco, protegendo das
lesGes envolvidas no infarto do miocéardio (LI et al., 2010; SHI et al., 2011).

Nossos resultados ndo apresentaram reducao da CAT no grupo IM; todavia
sabe-se que em resposta a exposi¢cdo as EROs o organismo, a fim de obter um efeito
cardioprotetor durante o periodo de isquemia miocéardica, apresenta 0 mecanismo
compensatorio de aumento na atividade de enzimas e expressao de proteinas que
estdo associadas ao sistema de defesa antioxidante (RODRIGO et al., 2013).

O estresse oxidativo no IM induzido por ISO promove leséo cardiaca devido ao
desbalanco nos sistemas pré e antioxidante (DIAZ-MUNOZ et al., 2006) e, nesse
ponto, é interessante ressaltar que pesquisas demonstraram diferentes intensidades
na atividade da catalase no referido contexto. Esse efeito pode ser explicado devido
a grande quantidade de O2° nas primeiras horas apés a IM, levando a inibicdo da
SOD e CAT e, apos 24 h do IM, segue-se a normalizacdo na atividade da CAT na
tentativa de restabelecer as condi¢cdes basais de H202 (DIAZ-MUNOZ et al., 2006;
PENDERGRASS KARL D. et al., 2011).

O mecanismo molecular responsavel por essa mudanca adaptativa que
envolve o aumento da atividade antioxidante € (parcialmente) o Nrf2 (fator 2
relacionado ao fator nuclear-eritréide 2). O Nrf2 é normalmente encontrado no citosol
e quando oxidado sofre translocacéo nuclear. No nucleo, Nrf2 estimula o aumento da
expressao de enzimas antioxidantes (KOBAYASHI; YAMAMOTO, 2005; ZHU et al.,
2008), tais como CAT, GSH-Px, glutationa redutase, tornando a via de sinalizacao
Nrf2 um mecanismo importante para a citoprotecdo miocardica (KOBAYASHI,
YAMAMOTO, 2005; ZHU et al., 2008). E interessante notar que os niveis de EROs
podem ser responsaveis pela ativacdo das vias NF-kB e Nrf2.

Nossos resultados suportam a hipétese de que a cardioprotecao induzida pelo
d-limoneno pode ser mediada pela inibicdo da formacéo de EROs. A SOD transforma
o radical O2°- em uma forma menos danosa as células, o peréxido de hidrogénio,
sendo este entéo eliminado por catalase e peroxidases ou liberado para as células e
utilizado por fagocitos, contudo, em altas concentragdes, possui efeito deletério as
células (HAYYAN; HASHIM; ALNASHEF, 2016).

O O2° possui alta capacidade oxidativa (GASCHLER; STOCKWELL, 2017) e
pode-se verificar que o d-limoneno reduziu a fluorescéncia pelo DHE, que marca
principalmente o O2°. Ainda, o d-limoneno também reduziu a lipoperoxidacao, sendo

esta causada principalmente pelo O2°". Medindo a atividade da enzima, foi observado
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maior atividade no grupo tratado com d-limoneno, sendo assim, até o presente
momento, podemos constatar que o d-limoneno atua de forma a aumentar a atividade
da SOD, reduzindo os efeitos lesivos do O2°".

Para avaliar a capacidade do d-limoneno em atuar como antioxidante nao
enzimatico, foi utilizado o método FRAP (Fator Antioxidante Redutor Férrico - ferric
reducing antioxidant power) que se baseia na reducdo pelos antioxidantes do
complexo ion férrico-TPTZ (2,4,6-tri (2-piridil) - 1,3,5-triazina) (ALAM; BRISTI,
RAFIQUZZAMAN, 2013). Como pode ser visto na Figura 12 nao houve alteragédo em
nenhum dos grupos experimentais, indicando que o d-limoneno, neste modelo de 1M,

nao atua como antioxidante ndo enzimatico.
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Figura 12. Atividade do fator antioxidante redutor férrico (FRAP). Os dados foram
representados como médias + EPM (n = 4-5). ANOVA de uma via seguido pelo pés-teste de
Tukey.

5.5. D-limoneno suprime via pré-apoptotica cardiaca induzida por lesao de
IM

Mudltiplas linhas de evidéncias demonstram gue o estresse oxidativo promove a
ativacado de vias pré-apoptoéticas. Sendo assim, foi investigado acdo do d-limoneno
sobre a relagcdo Bax/Bcl apos a lesdo cardiaca (Figura 13A - D).

Na Figura 13A observamos a imagem representativa da expressao proteica do
Bax, Bcl-2 e do GAPDH (a proteina GAPDH foi usada como controle, pois ndo se
altera durante o tratamento). Podemos observar que o grupo IM aumentou a
expressao da proteina Bax em 46,78% (Figura 13B, n = 4, * p<0,05) em relacéo ao
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controle, sendo que o tratamento com d-limoneno reduziu a Bax a parametros iguais
ao controle (p > 0,05). Contudo ndo houve alteracéo na expressao da proteina Bcl-2
(Figura 13C, n =4, p > 0,05).

Ainda, observa-se que a IM induziu aumento da relagédo Bax/Bcl-2 em 78,5 +
17,65%, conforme mostrado na Figura 13D, o que foi totalmente revertido pelo
tratamento com o d-limoneno (n = 4, #p<0,05). A relacdo Bax/Blc-2 é uma medida do
equilibrio das vias pré e antiapoptoticas, tal relacdo indica que o tratamento com d-
limoneno promove cardioprotecdo por inibir a ativacdo da via pré-apoptética. Na
Figura 13E - F podemos observar que a pro-caspase-3 apresentou reducao no grupo
IM (45, 61 £ 4,37%, *p < 0,05). Nesse ponto, faz-se importante mencionar que a
referida proteina, pré-caspase-3, encontra-se inativada. Assim, quando ha diminuicao
em sua medida, assume-se que a maior parte da proteina esta ativada. No grupo
tratado com d-limoneno, a expressao da pro-caspase-3 foi restaurada, ndo havendo

diferenca quando comparado com o grupo controle (n = 5).
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Figura 13. D-limoneno suprime via pré-apoptética cardiaca induzida por leséo de IM. A,
a imagem representativa da expressao proteica do Bax, Bcl-2 e do GAPDH; B, anélise
guantitativa da relacdo Bax/GAPDH; C, andlise quantitativa da relacdo Bcl-2/GAPDH; D,
relacdo Bax / Bcl-2; E, imagem representativa da expresséo proteica da procaspase 3 e 3
actina; F, andlise quantitativa da expressdo proteica para caspase-3. Os dados foram
representados como médias + EPM (n = 5). * p < 0,05 (IM) vs. (Controle); *p < 0,05 (DL+IM)
e vs. (IM). ANOVA de uma via seguido pelo pés-teste de Tukey.

Diversos pesquisadores tém investigado a via de apoptose durante o processo
de IM induzida pelo isoproterenol. Os resultados mostram que a administragéo de

isoproterenol em ratos resultou na regulacao positiva das expressdes de proteinas de
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sinalizacdo pro-apoptoticas do miocardio, incluindo Bax, caspase-3, caspase-9,
citocromo C e P53, e regulacéo negativa da expressao Bcl-2. Durante o processo de
apoptose, o estresse oxidativo pode influenciar as mitocondrias e os lisossomas a
ativar vias pro-apoptéticas (OTHMAN et al., 2017; TASATARGIL et al., 2017; ZHANG;
LI; GE, 2017; YU et al., 2018).

Bax € um promotor de apoptose, sob a influéncia de estimulos apoptoticos,
como o estresse oxidativo, o Bax pode causar a liberacéo do citocromo C e estimular
a morte celular programada (SAHU et al., 2014). Bcl-2 € um membro anti-apoptético,
capturando EROs dentro das células e reprimindo a liberacdo do citocromo C no
citoplasma. Ambos desempenham papéis importantes na regulacdo da via apoptética
(CHANG et al.,, 2015). As enzimas caspases, incluindo caspase-3 e caspase-9,
também desempenham um papel essencial no processo de apoptose (ZHANG; LI;
GE, 2017) - a caspase-3 ativada causa apoptose no estagio final.

Os nossos resultados convergem com os de outros trabalhos e sugerem que o
tratamento com d-limoneno promove reducéo da via pro-apoptética (Bax e caspse-3)
induzida pela IM (BAI et al., 2016; VERMA et al., 2019). Sabe-se que a sobrevivéncia
celular depende do balanco da regulacéo das vias pro e antiapoptoticas, e no presente
trabalho demonstrou-se que o d-limoneno restaurou completamente o equilibrio das
proteinas pré e antiapoptoticas (razdo Bax/Bcl-2). Zhang (2017), também demonstrou
que apds o tratamento com crocetina (substancia natural encontrada na flor do
acafrdo), o nivel de caspase-3 e Bax diminuiu significativamente e o Bcl-2 aumentou
nos tecidos miocéardicos de ratos com IM em comparagdo com o grupo IM sem
tratamento (BAI et al., 2016; ZHANG,; LI; GE, 2017).

Nos ultimos anos, a compreensdo dos mecanismos envolvidos na regulacao
das vias de sinalizacdo da apoptose evoluiu significativamente. No entanto, muitas
guestBes importantes permanecem sem resposta. I1sso inclui maior esclarecimento
dos elos moleculares que desencadeiam a transi¢do entre a sobrevivéncia celular e a
morte celular para cada uma das vias de sinalizac&o do receptor de morte envolvendo
as EROs.

As EROs desempenham um papel central na sinalizacdo celular e na regulagéo
das principais vias de apoptose mediadas pelas mitocondrias. As EROs também estdo
envolvidas em outras vias reguladoras de sobrevivéncia e morte celular, como
autofagia. A desregulacédo dessas diferentes vias de sobrevivéncia e morte celular

provavelmente tera consequéncias patolégicas importantes para doencas associadas
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ao estresse oxidativo, como cancer (KUMARI et al, 2018), doencas
neurodegenerativas (KIM et al., 2015), lesédo por isquemia-reperfusdo evidenciada no
IM (BRITTO et al.,, 2018) e diabetes (FAKHRUDDIN; ALANAZI; JACKSON, 2017).
Avancos em nossa compreensao de como diferentes sensores de estresse, como as
EROs, permitem uma mudanca da sobrevivéncia para a morte devem levar a novas

estratégias para prevenir ou tratar algumas dessas doencas.
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6. CONCLUSAO

O trabalho evidencia os efeitos cardioprotetores do d-limoneno em modelo de
infarto do miocardio induzido por isoproterenol em cora¢do de camundongo Swiss. O
d-limoneno impede as alteracdes eletrocardiograficas - elevacdo do segmento ST,
aumento do intervalo QTc e frequéncia cardiaca. Atua também na reducéo da area de
infarto, prevencédo de alteracdes histologicas como descontinuidade, degeneracéao,
espacamento amplo e vacuolacdes, diminuicdo do dano oriundo do estresse oxidativo
— diminui geragdo de EROs, restaura a atividade da SOD, diminui oxidagdo de
proteinas e lipidios. No que se refere ao equilibrio das vias pré e antiapoptéticas,
essencial a sobrevivéncia do organismo, o tratamento com d-limoneno exibe

supressao da via pré-apoptética.

Os achados do presente estudo indicam que as a¢des farmacoldgicas do d-
limoneno, na concentracdo de 10 uM, ocorrem por promover efeito anti-apoptético,
reduzindo a area de infarto e a producdo de EROs, aumentando a atividade da SOD

e reduzindo as enzimas pré-apoptoticas (Bax e caspse-3).
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