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RESUMO

MENEZES-FILHO, José Evaldo Rodrigues. O GERANIOL REDUZ A
CONTRATILIDADE E BLOQUEIA CANAIS IONICOS NO CORACAO DE
MAMIFERO. Dissertacdo de mestrado em Ciéncias da Salide, Universidade Federal de
Sergipe, Aracaju, 2014.

O geraniol (C10H150) é um monoterpeno alcodlico aciclico, presente no éleo essencial de
algumas plantas medicinais, frutas citricas e ervas aromaticas, principalmente espécies do
género Cymbopogon. Sdo descritas propriedades bioquimicas e farmacoldgicas, tais como
acdo anticonvulsivante, analgésica, anti-inflamatoria, antioxidante, anticancerigena e
antimicrobiana. Neste trabalho buscou-se caracterizar os efeitos produzidos pelo geraniol
sobre a contratilidade, atividade elétrica e seu possivel potencial antiarritmico em coracdo de
mamifero. Para tanto, foram utilizados cobaia (Cavia porcellus) e camundongos (Mus
musculus) da linhagem C57BI/6J. Os estudos contrateis foram realizados em atrio esquerdo
estirado a 1gf e estimulados com pulsos de corrente supralimiares, mantido em cuba para
orgdo isolado, submerso em solucdo de Tyrode modificada (8 mL) e aerado com mistura
carbogénica (95 % O, e 5 % CO,). A forca de contragéo atrial foi captada por um transdutor
isométrico. Os registros eletrocardiograficos foram realizados em coracdo isolado, sob
perfusdo adrtica de fluxo constante (8 mL/min), em sistema de Langendorff. Para estudar os
efeitos do geraniol sobre as correntes de membrana, foram executados experimentos atraves
da técnica de “patch-clamp”, na configuracao “whole-cell”, em cardiomiocitos ventriculares
de camundongo. No atrio, o geraniol reduziu a forca de contracdo (~ 98%, ECso = 1510 + 160
uM) enquanto que a nifedipina, usada como controle positivo, apresentou uma ECso de 0,90 +
0,66 uM. O geraniol, na concentracdo de 3 mM, diminuiu o inotropismo positivo de ambos
CaCl, e BAY K8644. Em cardiomidcito ventricular, a lc, . foi reduzida em 50,7% (n =5, p <
0,0001), apds a perfusdo com 300 uM de geraniol. Além disso, o geraniol prolongou a
duracdo do potencial de acdo (DPA), medida a 50 % da repolarizacdo (49,7%, n =5, p <
0,05), sem alterar o potencial de repouso. O aumento da DPA pode ser atribuido ao bloqueio
dos canais para K* “transient-outward” (I (59,7 %, n = 4, p < 0,001), canal de K" nio-
inativado (lss) (39,2 %, n = 4, p < 0,05) e do canal para K" “inward rectifier” (Ix1) (33,7% , n =
4, p < 0,0001). Em coracéo isolado (n = 6), o geraniol aumentou o PRi e QTi sem afetar a
duracdo do complexo QRS, reduzindo a pressdo ventricular esquerda (83%) e a frequéncia
cardiaca (16,5%). Além disso, o geraniol retardou o tempo para o inicio das arritmias
induzidas por ouabaina em 128%, evitando em 30% o aumento da tensdo diastolica sem,
contudo, afetar o efeito inotropico positivo da ouabaina (n = 6). O geraniol exerce respostas
inotropicas e cronotropicas negativas no coracdo de mamifero, por meio da diminuicdo das
correntes para Ca?" tipo-L e, prolonga a duracdo do potencial de agdo ventricular por reduzir
as correntes para K™ dependentes de voltagem. Tais efeitos podem ser responsaveis pelo
efeito antiarritmico do geraniol frente as arritmias induzidas por ouabaina “in vitro”.

PALAVRAS-CHAVE: Geraniol, monoterpenos, canais i6nicos, contratilidade miocéardica,
arritmias cardiacas.



ABSTRACT

MENEZES-FILHO, José Evaldo Rodrigues. GERANIOL REDUCES THE
CONTRACTILITY AND BLOCKS ION CHANNELS IN MAMMALIAN HEART.
Dissertacdo de mestrado em Ciéncias da Saude, Universidade Federal de Sergipe, Aracaju,
2014.

The geraniol (C10H150) is an acyclic monoterpene alcohol, present in the essential oil of some
medicinal plants, herbs and citrus fruits, especially species of the genus Cymbopogon. Were
described biochemical and pharmacological properties such as anticonvulsant action,
analgesic, antinflammatory, antioxidant, anticancer and antimicrobial activities. In this study
we sought to characterize the effects produced by geraniol on contractility, electrical activity
and its possible antiarrhythmic potential in mammalian heart. For this, we used guinea-pig
(Cavia porcellus) and mice (Mus musculus) of C57BI/6J strain. The contractile studies were
performed in the left atria drawn 1GF and stimulated with pulses of suprathreshold current,
maintained in Cuba for isolated organ submerged in modified Tyrode solution (8 mL) and
aerated with carbogenic mixture (95% O, and 5% CO,). The force of atrial contraction was
recorded by an isometric transducer. Electrocardiographic recordings were performed on
isolated heart under constant aortic perfusion flow (8 mL/min) in a Langendorff system. To
study the effects of geraniol on current membrane, experiments were performed using the
technique of patch-clamp in rat ventricular cardiomyocytes setup whole-cell. In the atrium,
geraniol reduced the force of contraction (~ 98%, ECsp = 1510 + 160 uM) whereas nifedipine,
used as positive control, showed a ECs, 0f0.90 + 0.66 uM. Geraniol, at 3 mM, decreased the
positive inotropism of both CaCl, and BAY K8644. In ventricular cardiomyocytes, the lca
was reduced by 50.7% (n = 5, p < 0.0001) after perfusion with 300 uM of geraniol.
Furthermore, geraniol prolonged the action potential duration (APD) measured at 50% of
repolarization (49.7%, n = 5, p < 0.05), without changing the resting potential. The increase in
APD can be attributed to blockade of K* channel transient outward (l) (59.7%, n = 4, p <
0.001), the K" current non-inactivated (lss) (39.2 %, n = 4, p < 0.05) and K" current to inward
rectifier (Ix1) (33.7%, n = 4, p < 0.0001). In isolated heart, geraniol increased PRi and QTi
without affecting the QRS (n = 6) complex, and reduced both left ventricular pressure (83%)
and heart rate (16.5%). Furthermore, geraniol delayed time for the start of ouabain-induced
arrhythmias in 128%, preventing in 30% the increase of diastolic tension, however, without
affect the positive inotropic effect induced by ouabain (n = 6). Geraniol exerts negative
inotropic and chronotropic responses in the mammalian heart by decreasing the L-type Ca®*
current and prolongs the duration of ventricular action potential by reducing potassium
currents voltage-dependent. Such effects may be responsible for the antiarrhythmic effect of
geraniol front the arrhythmias induced by ouabain in vitro.

Keywords: Geraniol, monoterpenes, ion channels, myocardial contraction, cardiac
arrhythmias.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas aromaticas e medicinais como medicamento é tdo antiga
quanto a propria civilizacdo, quando o homem primitivo ao se alimentar de determinadas
plantas, observava que estas Ihe traziam alivio para seus males. Também por observacao dos
animais, que por instinto, se alimentavam de algumas ervas, quando estavam adoentados
(Correa Junior 1994).

O potencial curativo apresentado pelas plantas medicinais deve-se a compostos
complexos (metabdlitos) que sdo sintetizados pelo proprio vegetal a partir de substancias
simples (Maciel et al. 2002). Assim, tem-se isolado e identificado diversas substancias que se
tornaram instrumentos valiosos para a descoberta de novas drogas mais eficazes e seguras
(Peixoto Neto 2005).

Dentre os produtos naturais com interesse pela industria farmacéutica utilizados no
aumento de novas propostas terapéuticas para o uso de doencas cardiovasculares, sobressaem
0S monoterpenos, que sdo constituidos por duas unidades isoprénicas, as quais sdo formadas
por cinco carbonos cada, representando cerca de 90% dos constituintes dos 0leos essenciais
(Bakkali et al. 2008). Eles apresentam diversas propriedades farmacologicas, incluindo as
atividades antioxidante, antifungica e antimicrobiana (Al Nomaani et al. 2013) e analgésica
(Melo et al. 2010, Guimaraes et al. 2013). Diversos estudos indicam que o0s terpenos podem
interagir com os canais idnicos de membrana, alterando suas propriedades biofisicas (Silva et
al. 2011). Sobre o sistema cardiovascular, estudos mostram que diferentes monoterpenos séo
capazes de promover, entre outras acOes, hipotensdo, vasorelaxamento, reducdo da
contratilidade e da frequéncia cardiaca (Santos et al. 2011). Podemos citar como exemplo a
acdo dos monoterpenos citronelol (Bastos et al. 2010), carvacrol (Joca et al. 2012), timol
(Magyar et al. 2004), mentol (Baylie et al. 2010) e R-(+)-pulegona (de Cerqueira et al. 2011)
que atuam blogueando canais para calcio e sodio sensiveis a voltagem.

A regulacdo da contracdo do musculo cardiaco desempenha um papel integral em
muitos processos fisiopatologicos, dessa forma, o musculo cardiaco possui um importante
papel em todos os sistemas bioldgicos, e ainda representa uma ferramenta Gtil para a
investigacdo das atividades bioldgicas de substancias de origem natural ou sintética
(Watterson et al. 2005).

A busca de substancias que alteram a atividade elétrica no coracdo continua a ser uma

importante &rea de investigacdo, como muitas doencas cardiacas estdo relacionadas as



mudangcas na atividade do canal idnico. Substancias que alteram o Ca®" intracelular podem ser
drogas potenciais candidatos. Apesar da utilizacdo humana do geraniol em alimentos, bebidas,
medicamentos e produtos bucais pouco se sabe sobre 0s seus efeitos bioldgicos, em especial,
sobre o miocardio de mamiferos. Para este fim, foi investigada a acdo de geraniol nas
atividades contrateis e elétricas do coracdao dos mamiferos, bem como a sua possivel acéo de
uma droga com potencial antiarritmico de um modelo de arritmia induzida por RS sobrecarga
de Ca?*.

E muito importante caracterizar essas novas moléculas para ter uma melhor idéia de
seu potencial terapéutico. Como ndo foi possivel encontrar na literatura nenhum estudo
cientifico mostrando a acdo do geraniol sobre o musculo cardiaco, decidimos investigar o
geraniol, utilizando medidas de tensdo isométrica, técnica de “patch-clamp” e modelo de
arritmia “in vitro” para explorar o possivel mecanismo de acdo responsavel pelos seus efeitos
cardiovasculares.

Dessa forma, espera-se obter com este estudo, um conhecimento mais aprofundado
dos efeitos do geraniol sobre as atividades mecénica e elétrica do miocardio e sua agédo sobre
as principais correntes idnicas da membrana. Assim, os resultados obtidos com este trabalho
foi inéditos e abrira espagco para descoberta de novas substancias de origem natural,

farmacologicamente ativas no coragéo.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ESTRUTURA DO CARDIOMIOCITO

O cardiomiécito ventricular de mamifero possui  um comprimento de
aproximadamente 100-150 um, largura entre 10-20 um e altura de 10 um (Guatimosim et al.
2002). O musculo cardiaco, visto ao miscroscopio Optico, apresenta um padrdo regular de
estriagdes transversais, semelhante as células do musculo esquelético (McNutt 1975). A Fig.1,
obtida por meio do miscroscopio eletronico, mostra duas linhas Z. A disposicéo dessas linhas
sdo responsaveis pelo padrdo estriado visto ao miscroscopio éptico. A estrutura compreendida
entre duas linhas Z denomina-se sarcomero. Cada um deles possui fisiologia e microanatomia
que se assemelha, e por esse motivo ele é considerado a unidade funcional do sistema de
miofilamentos capaz de gerar for¢ca no musculo (Voet et al. 2008).

Existem duas bandas entre as linhas Z, a banda | (representada pelas regifes claras) e
abanda A (representada pelas regides escuras). Podemos observar na Fig. 1, que na regido
central da banda | ha uma linha Z onde os miofilamentos finos (70 A) de actina-F se
interconectam. A banda A, mais escura, é formada por filamentos de actina e
miosinasobrepostos. Dentro desta banda existe uma regido mediana mais clara, a zona H. Ela
é constituida de filamentos grossos (150 A) formados por miosina, que se conectam entre si
formando o disco M (McNutt 1975, Voet et al. 2008).

Filamentos de miosina

Filamentos de actina Filamentos de actina

| T | | _Zona Zona Zona____ | DI |
Disco 2 Al AH Al Disco Z
—Banda | Banda A Banda | —

L |

Sarcomero

| m

L J

Figura 1. Micrografia eletrdnica, em corte longitudinal, mostrando o sarcémero limitado por
duas linhas Z. No centro da banda A encontra-se a linha M (Fonte:
http://wwwe.efisioterapia.net/articulos/graficos/221-14.jpg.;imgrefur, acesso em 11/08/2013).



2.2 FISIOLOGIA DO CORACAO

O coracdo € o 6rgao responsavel pela fungdo do sistema cardiovascular de distribuir
sangue aos tecidos, fornecendo-lhes nutrientes essenciais ao metabolismo celular e
removendo-lhes os catabdlitos. O mdsculo cardiaco funciona como uma bomba que, ao
contrair-se, impulsiona o sangue através dos vasos sanguineos para os pulmdes onde sera feito
as trocas de oxigénio e didéxido de carbono, e também, propulsiona o sangue para os tecidos
do corpo.

Ele é dividido em duas partes: o &pice, que contém as paredes ventriculares; e a base, a
qual contém a maioria das artérias e veias que permitem a entrada e saida de sangue. A
circulacdo coronariana, responsavel pelo fluxo sanguineo que irriga as células cardiacas,
também é um importante aspecto da fisiologia do 6rgéo, sendo que defeitos associados a esse
sistema podem acarretar o desenvolvimento de patologias (Fuster et al. 1998).

Para o exercicio dessa fungédo, varios mecanismos de controle, de natureza mecénica e
elétrica convergem para que o 0rgdo, como resposta, produza as contracGes necessarias para
impulsionar o sangue a todos os tecidos do corpo (Berne 2004).

Embora isso ocorra, ha propagacdo de ondas elétricas por todo tecido cardiaco
promovendo a contracao das fibras miocardicas permite o funcionamento da eficiente bomba
cardiaca (Garcia 1998). Tal sistema é composto pelo nodo sino-atrial, pelas vias atriais
internodais, pelo nodo atrio-ventricular, pelo feixe de His e suas ramificagdes, e pelo sistema
de Purkinje. O inicio do sinal elétrico se d& no nodo sino atrial, e as demais partes sdo
responsaveis pela conducdo desse sinal por todo o drgdo. Por esse motivo, as células
miocardicas possuem fisiologia adaptada a geracdo e conducdo de sinais elétricos, em
detrimento da funcéo contratil (Katz 1992).

O nddulo sinusal, que tem fungdo de marcapasso, € uma estrutura importante para o
funcionamento do musculo cardiaco, pois ele comanda o ritmo cardiaco e é a partir dele que €
gerado o sinal elétrico para as outras partes do coracdo. Ele controla o ciclo cardiaco que €
dividido em duas fases: diastole e sistole. A primeira é responsavel pela entrada de sangue nos
atrios e ventriculos e a Ultima pela saida desse sangue para a circulacdo (Katz 1992).

No coracdo podem ser vistos, ao microscopio eletrdnico, os discos intercalares. Eles
apresentam as seguintes estruturas: a) fascia adherens, b) desmossomos ou macula adherens,

c) nexus e d) regides ndo-diferenciadas. As regides do fascia e da macula adherens sdo



eletricamente densas e entre as membranas opostas ha uma espaco extracelular. J& os nexi, sdo
segmentos curtos, densos, e ddo a impressdo de ser uma membrana Unica, pois ndo possuem
um espaco entre as membranas juncionais. As regides n&o-diferenciadas possuem as
membranas celulares separadas pelo meio extracelular e apresentam densidade normal ao
feixe eletrénico. Os nexi estdo relacionados com o acoplamento elétrico nas células cardiacas
(McNutt 1975).

Estudos confirmaram que o acoplamento elétrico entre as células miocardicas estava
ligado a integridade dos nexi (Demello 1982). H& um sincronismo entre as células que fazem
com que a comunicacgdo elétrica seja eficiente. Foi observado que, quando essas células se
tocavam o valor da resisténcia era alto (100 MQ) e quando elas contraiam ao mesmo tempo, a
resisténcia caia (20 MQ). Dessa forma, confirmou-se que a baixa impedancia existente entre

as células tornava a comunicagéo entre elas eficiente (Clapham et al. 1980).

2.3 CONTRATILIDADE CARDIACA

A funcéo contratil cardiaca é mantida gracas a geracdo e conducao do estimulo elétrico
sendo regulada pelo nivel de célcio citosolico e pela sensibilidade dos elementos contrateis ao
calcio (Karaki et al. 1997), regulando a forca e a frequéncia dos batimentos cardiacos (Bers
1991). O sistema excito-condutor cardiaco € composto pelo nodo sinoatrial (NS), pelas vias
atriais internodais, pelo nodo atrioventricular (NAV), pelo feixe de His e suas ramificacdes, e
pelo sistema de Purkinje. O NS é responsavel pelo inicio do sinal elétrico, e os demais
componentes sdo responsaveis por conduzir tal sinal pelo coragdo (Katz 1992, Berne 2004).

O fendbmeno da contracdo cardiaca pode ser mais bem compreendido a partir do
conhecimento da fisiologia contratil dos cardiomiécitos e dos componentes estruturais
envolvidos neste processo. A alteracdo brusca na permeabilidade da membrana aos ions
através da membrana plasmatica permite que ocorram mudancas significativas no potencial de
repouso da célula cardiaca, gerando o potencial de acdo (PA) e, consequente, contracdo
celular. A contratilidade celular cardiaca é governada por um rigido controle da concentracao
de céalcio intracelular ([Ca*']}). O mecanismo basico de ativacdo da maquinaria contratil
celular pelo PA ocorre, inicialmente, pela ativacdo dos canais idnicos sensiveis a voltagem
presentes na membrana plasmatica celular, sendo que a abertura de canais para calcio de tipo-

L permite o influxo de calcio (Ca®*) no miécito cardiaco (Bers 1991).



A principal organela que estoca o célcio intracelular é o reticulo sarcoplasmatico (RS).
No RS sdo encontrados receptores, canais e proteinas, que regulam a entrada e a saida de Ca*
desse compartimento. O efluxo de Ca?* do RS, durante a contragdo celular, ocorre através do
canal para calcio denominado receptor de rianodina (RyR), presente na membrana da organela
(Bers 1991). No interior do RS, pode-se encontrar uma proteina que apresenta alta capacidade
e baixa afinidade para se ligar aos fons Ca*. Ela é conhecida como calsequestrina e uma das
suas funcBes sdao minimizar a energia necessaria para 0 bombeamento dos ions célcio para o
interior do RS (Bers et al. 1985, Bers 2002).

Mudancas nas concentracdes de célcio podem ser resultado do influxo de célcio do
meio extracelular e/ou pela liberacdo de calcio dos estoques intracelulares, através da ativacéo
receptores de RyR e receptores para o IP; (trisfosfato de inositol) (Somlyo e Somlyo 1994,
Karaki et al. 1997, Laporte et al. 2004). Esse mecanismo inclui canais de calcio dependente
de voltagem do tipo-L, canais de cations ndo-seletivos, canais de célcio ativados por liberagdo
de célcio (Karaki et al. 1997).

Quando o PA resultante ativa um canal de Ca®* na membrana de um tabulo T (TT),
um influxo de Ca*" gera a abertura de canais de liberacéo de Ca** no RS. O Ca* que flui para
0 citosol d&, entdo, inicio a contragdo de cada miofibrila. Sabendo que o sinal proveniente da
membrana citoplasmatica da célula é transmitido em milissegundos (através dos TT e do RS)
para cada sarcomero dos cardiomiocitos, todas as miofibrilas contraem ao mesmo tempo. A
elevacdo do Ca®* é transiente, pois 0 Ca** é rapidamente bombeado de volta a0 RS por uma
bomba dependente de ATP (também chamada de Ca®*-ATPase ou SERCA) abundante nesta
membrana (de Tombe 2003).

Os filamentos finos sdo formados pelas trés primeiras, ja os filamentos grossos séo
formados pela miosina. O filamento de actina pode ser isolado na forma de actina G
(globular) e actina F (filamentosa). A proteina actina G se polimeriza para formar a actina F,
gue se apresenta com estrutura filamentosa em forma de dupla hélice. A tropomiosina €
formada por duas subunidades filamentosas em forma de hélice. Ela esta situada ao lado das
cadeias de actina F. Quando a fibra muscular ndo esta contraida, ela se posiciona bloqueando
os sitios de interacdo entre os filamentos de actina e as cabecas de miosina (Voet et al. 2008).

A contracdo cardiaca esta intimamente associada a proteinas como a tropomiosina
(68 kD), uma molécula longa que esta posicionada no sulco da dupla hélice de actina (42 kD).
Outra é a troponina (80 a 90 kD), um complexo de trés polipeptidios: 1) troponina C (Tn-C),

que é o sitio de ligacdo para o Ca®"; 2) troponina | (Tn-1), que cobre o sitio que permite a



interacdo da actina com a miosina e 3) troponina T (Tn-T), que é uma proteina que se liga
fortemente a tropomiosina (de Tombe 2003).

A miosina € uma proteina composta por seis cadeias polipeptidicas. Ela possui
duascadeias pesadas e quatro cadeias leves. Essas Ultimas sdo denominadas de cadeias leves
essenciais (CLE) e cadeias leves regulatdrias (CLR). A regido amino-terminal de cada cadeia
pesada é responsavel pela formacdo de uma cabeca globular alongada, e a ela se ligam uma
subunidade leve e uma regulat6ria. A metade carboxi-terminal é responsavel pela formacao de
uma cauda em a-hélice que é longa, fibrilar e que se associa em pares em forma de espiral
enrolada (Piazzesi e Lombardi 1995, Voet et al. 2008) (Fig. 2)
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Figura 2. Estrutura do sarcomero. As proteinas contrateis que estdo envolvidas no processode
ativacdo e regulacéo da contracdo estdo representadas no painel superior (diastole) e no painel
inferior (sistole). Tn, troponina; S1, cabeca globular da miosina; S2, pescoco da miosina; LC1
e LC2, cadeias leves de miosina A haste de miosina contém a proteina C (Piazzesi e Lombardi
1995).

Tanto no sarcolema, quanto nos TT, existem canais idnicos, proteinas receptoras,
trocadores idnicos e outras estruturas especializadas. Canais para Na®, canais para K* e
bombas de Na'/K" sdo mais abundantes no sarcolema do que nos TT do misculo esquelético.
Por outro lado, a densidade de canais para calcio operados por voltagem (como os canais das
diidropiridinas — DHPRs, também chamados de canais para calcio tipo-L) é quatro vezes
maior nos TT do que no sarcolema (Palade e Almers 1985). A distribuicdo de canais para
calcio ao longo da membrana plasmatica, ndo é uniforme, ao estudar a membrana de células
miocéardicas de coelho, observou que nela existia uma alta concentracdo de receptores das

DHPRs nos TT, quando comparada a concentracao existente no sarcolema (Bers 2002).



O conjunto formado pelo TT com as cisternas dos RS que se dispdem a sua volta, é
conhecido como triade. Ao conjunto formado pelo TT com uma das cisternas do RS,
denomina-se de diade. As diades sdo consideradas unidades funcionais para o0 processo
excitagcdo-contracdo do muasculo cardiaco (Sun et al. 1995).

A juncdo diédica é representada pela membrana sarcolemal do TT, pela fenda diadica
e pela cisterna do RS. Nesta estrutura, estdo os “couplons” formados por 10 a 25 DHPR
situados no sarcolema e que estdo posicionados em frente a 100 RyR, estes localizados na
membrana do RS (Gathercole et al. 2000). Esta proporg¢do cria uma margem de seguranca
para garantir que cada “couplon” desenvolva a liberacdo de Ca** dos estoques intracelulares,
quando for solicitado pela despolarizacdo da membrana celular (Franzini-Armstrong et al.
1999).

As mitocondrias respondem a elevacdo do Ca*" intracelular e contribuem para a
regulacdo espacial e temporal dos niveis citoplasmaticos deste ion, sobretudo durante os picos
dos transientes de calcio intracelular livre. Por conseguinte, a mitocéndria estd também
envolvida na recaptagdo e na liberagdo do célcio intracelular, contribuindo assim para a
recarga de Ca* existente no RS. A homeostase mitocondrial de Ca®* é complexa e regulada
por numerosos canais para Ca®*, bombas e trocadores (Graier et al. 2007). Além de gerar
energia para a contracdo muscular, as mitocéndrias possuem um papel direto, ainda que
pequeno, no acoplamento excitacdo-contracao da célula miocardica. A mitocondria possui um
sistema uniporte de fons Ca®* que serve para capturar o fon para o interior da organela,
contribuindo, assim, para reduzir sua concentracdo citoplasmatica e, por isso, para 0
relaxamento da célula muscular cardiaca. Esta contribuicdo, contudo, é de 1 a 3% do total de

fons Ca®* que sdo recaptados durante o relaxamento muscular (Bers 2002).



2.4 ACOPLAMENTO EXCITACAO-CONTRACAO DO CORACAO (AEC)

O AEC é o processo que ocorre desde a despolarizacdo da membrana excitavel até a
liberacdo de célcio do RS e a contracdo da célula muscular (Bers 2002). Para isso, hd a
necessidade de que exista um influxo de ions célcio proveniente do meio extracelular (Hobai
e Levi 1999). O célcio penetra nas células através de dois tipos de canais chamados de canais
de célcio tipo-L e tipo-T, ambos operados por voltagem (VOCs) “voltage-operated channels”
(De Paoli et al. 2002).

A Fig. 3 mostra esquematicamente 0 AEC no musculo estriado cardiaco. O Ca’* é
essencial para atividade elétrica cardiaca juntamente com outros ions. Ele é o ativador direto
dos miofilamentos, induzindo a contracdo e permitindo que o sangue seja propelido para as
grandes artérias. Durante o PA cardiaco, o Ca** proveniente do meio extracelular alcanga o
meio intracelular principalmente através dos canais de calcio do tipo-L, contribuindo para a
formacdo do platd do PA. Além disso, existe uma contribui¢do, de menor significancia, o
trocador Na*/Ca®* (NCX) que, agindo no sentido reverso, ajuda a elevar os niveis
intracelulares de Ca®* (Blaustein 1999, Bers 2000, Bers 2006)

O aumento do Ca’" intracelular estimula a abertura de canais liberadores de Ca**
(RyR) existentes na membrana do RS, um processo denominado de liberacdo de célcio
induzida por célcio (CICR), “calcium-induced calcium release” (Fabiato 1983). A entrada de
Ca”" na célula muscular, juntamente com o Ca** que é liberado do RS, eleva a concentragédo
intracelular deste ion e, como consequéncia, proporciona sua ligacdo com a troponina C,
iniciando o processo de geracdo de forca contréatil. E notavel o fato de que é necessério que
apenas uma pequena fracdo dos canais para Ca* tipo-L do sarcolema e dos RyR existentes na
membrana do RS sejam ativados para que a contracdo muscular possa ocorrer (Bers 2002). O
Ca*" é um agente inotropico positivo. Assim, uma diminuicdo da concentracdo extracelular
deste ion reduz a forca de contracdo miocardica o que reduz o débito cardiaco (Bers 2006).

Trés diferentes genes (ryrl, ryr2 e ryr3) expressam diferentes isoformas de RyR,
estando presente no coracdo a isoforma do tipo 2 (RyR2). O RyR1 é o principal canal
liberador de calcio do RS no musculo estriado (Samso 1998), seguido do canal para Ca*

ativado pelo IP3; (Ogawa 1994).
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Figura 3. Mecanismos celulares da contracdo muscular mostrando que o fendémeno da
liberacdo de Ca** induzido por Ca®* (CICR) envolve canais de célcio tipo L sarcolemais e
receptores de rianodina (RyR) da membrana do RS. Na figura inserida, estdo curvas relativas
ao potencial de acdo (PA), & concentragdo intracelular de célcio [Ca?*]; e a forca de contracéo
muscular; NCX: trocador sddio/calcio; PLB: fosfolambam (Bers 2006).

Uma caracteristica importante do mecanismo de CICR € a sua capacidade para
amplificar a informacéo recebida, pois uma pequena entrada de calcio na célula leva a uma
grande elevacdo do Ca®* citosolico. A elevacdo do Ca®* no citoplasma contribui para que,
num mecanismo de “feedback” positivo, ocorra uma maior ativacdo dos RyRs, elevando,
assim, rapidamente a concentracdo de Ca** intracelular livre (Niggli 1999).

O processo de AEC apresenta-se de forma diferente nas células atriais e ventriculares.
As células ventriculares evocam o processo de CICR no RS através da entrada de Ca®* por
canais do tipo-L localizados nas invaginacdes do sarcolema (TT). Tais estruturas, garantem
uma intima conexdo entre os canais do tipo-L e 0os RyR, permitindo haver uma liberacdo mais
uniforme de célcio (Blatter et al. 2003).

Nos midcitos atriais, 0 mecanismo de AEC e a regulacdo da concentracdo intracelular
de Ca?* parece ser um evento mais complexo. Estudos ultra-estruturais realizado por (McNutt
1975) e (Tanaka et al. 2001), mostraram a auséncia de TT nas células atriais. Além disto, dois
tipos de membrana do RS foram identificados: um deles situado perifericamente, isto &,

voltado para o sarcolema (membrana juncional — jRS) e que esta em intima associa¢do com a



11

membrana plasmética e outro localizado mais para o centro da célula, este chamado de
membrana ndo-juncional do RS (njRS). Os RyRs estdo ancorados nos dois tipos de membrana
do RS e, provavelmente, participam do AEC. Devido ao padréo ultra-estrutural do RS atrial, a
elevacéio da concentracéo intracelular do Ca®* durante o AEC néo é uniforme, mas aumenta
progressivamente a partir da regido sub-membranar, em direcdo ao centro do midcito
(Gondim et al. 2009). Com o auxilio da microscopia confocal, foi possivel registrar um
transiente de Ca?* intracelular em forma de U, indicado que primeiramente ha um aumento de

Ca’®" na periferia da célula antes que ele se propague para o citosol (Figs 4 e 5).
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Figura 4. Representacdo esquematica da organizacdo ultra-estrutural do miécito ventricular
(A) e atrial (B). No midcito ventricular, o influxo de Ca?* sarcolemal dispara a liberacéo de
Ca”* a partir de canais de Ca®* na membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS) resultando em
um aumento simultaneo do Ca** no citoplasma. No midcito atrial (B), o influxo de Ca®*
sarcolemal dispara a liberagdo de Ca®* do RS subsarcolemal e uma onda de liberagdo de Ca’*
induzida por Ca** propaga-se para o interior da célula (Tanaka et al. 2003).
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Figura 5. Acoplamento excitagdo-contracdo (AEC) do midcito atrial. Em A, pode-se observar
fluorescéncia (sonda di-2-ANEPEQ) apenas na regido subsarcolemal confirmando a auséncia
de tubulos T no interior da célula. Em B, pode se observar que o Ca®* comeca a aumentar na
periferia da célula e depois se espalha para o seu interior (Tanaka et al. 2003).

2.3 RELAXAMENTO DA CELULA CARDIACA

Apos a contracdo muscular, os masculos retornam a sua condicdo inicial, processo
conhecido com relaxamento muscular. Do ponto de vista fisioldgico, o relaxamento rapido e
completo € um pré-requisito para a adaptacdo cardiaca a mudancas nas condicdes de carga,
estimulacdo inotropica ou alteracdo na frequéncia cardiaca (Chemla et al. 2000).

Para que o relaxamento da fibra muscular ocorra, é necessario que a concentracdo
intracelular de Ca** diminua para os valores de repouso. Esse processo é iniciado pela
dissociacdo do Ca** dos miofilamentos e pela diminuicdo de sua concentracdo no citosol. Séo
cinco os principais mecanismos de remocéo do célcio do citosol: 1) ativacdo da Ca**-ATPase
do reticulo sarcoendoplasmatico (SERCA) na membrana do RS, que promove a recaptacao do
ca* para o limen do RS; 2) ativagdo da Ca®*-ATPase do sarcolema, que bombeia este fon
para 0 meio extracelular; 3) o NCX presente na membrana celular, que, utilizando a energia
proveniente do gradiente eletroquimico do fon sodio, transporta trés jons Na* para o meio

intracelular e um fon Ca** no sentido inverso. Tal mecanismo pode operar também em sentido
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reverso. Este sistema contribui tanto para a elevacdo quanto para a diminuicdo da
concentracido do Ca®* livre intracelular, modulando a intensidade da contragdo ou a
velocidade do relaxamento (Bers 2006); 4) inativacéo dos canais de Ca** do tipo-L (DHPRYS),
que ocorre com a repolarizacao celular, impedindo o influxo deste ion para o sarcoplasma; 5)
sistema uniporte mitocondrial que remove o Ca** do sarcoplasma, sequestrando-o no interior
das mitocondrias, porém a contribui¢do deste sistema para o relaxamento € pequena (Maack
2007).

A SERCA esta presente na membrana do RS, sendo responsavel pela remoc¢édo da
maior fracdo do Ca’* citoplasmatico para o limen do reticulo (Bers 2002). Sua ativacéo é
regulada pelo fosfolambam (PLB), o qual, em estado desfosforilado, inibe a SERCA. Assim,
a fosforilacdo do PLB acelera a captacdo de Ca”** pelo RS (Orchard 2008).

2.4 POTENCIAL DE ACAO RAPIDO OU COMPLETO

Quando a diferenca de potencial entre os lados da membrana de uma célula
miocardica atrial ou ventricular atinge o potencial limiar, os canais rapidos de Na,
inicialmente fechados, comecam a abrir-se rapidamente permitindo que este ion se mova do
meio externo, onde estd mais concentrado, para 0 meio intracelular. Esse rapido influxo de
Na* promove uma despolarizagdo rapida e o potencial elétrico do interior da célula acaba por
inverter sua polaridade, deixando de ser negativo (fase de repouso) para se tornar positivo
(fase 0). O influxo de Na* é limitado pela propria despolarizacdo celular, pois, neste tipo de
canal, ocorre um processo de inativacdo. No final da fase 0, ocorre diminuicdo da condutancia
da membrana ao K" através dos canais K; ou Kj “inward rectifier channel”. Durante a fase
seguinte (fase 1), acontece uma repolarizacdo parcial da célula que se deve ao efluxo de K*
através dos canais Ki, “transient outward channel” e ao influxo de ions CI. Na fase 2, também
chamada de plat6, ocorre o influxo de Ca®* que passam pelo canal de célcio tipo-L existentes
na membrana celular. A voltagem limiar para a abertura destes canais estd em torno de —40 a
—50 mV. Ainda na fase 2, os canais K; permanecem com baixa condutincia ao K*, permitindo

que a célula mantenha-se despolarizada. Somente na fase 3, a condutancia global ao K* volta
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a aumentar, ocorrendo efluxo de K* permitindo a repolarizacio da célula (Garcia 1998, Berne
2004) (Fig. 6).
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Figura 6. Potencial de acdo cardiaco tipico e suas correntes nas principais fases responsaveis
pelo potencial de acéo de coracdo canino. Na parte inferior, principais correntes envolvidas no

formato do potencial de acdo cardiaco, assim como as fases do PA em que elas atuam
(Nerbonne 2005).

2.5 CANAIS IONICOS

Os potenciais elétricos que sdo gerados na membrana das células dependem de
correntes idnicas. Essas correntes atravessam a membrana e transportam ions como: sodio,
calcio, potassio, entre outros. Esses ions atravessam o sarcolema através de canais idnicos que
possuem seletividade variada. Existem varias isoformas de canais idnicos operados por
voltagem e a grande maioria possui uma subunidade alfa responsavel pela formacgéo do canal.
Essa subunidade possui 4 dominios homologos, de | a IV, e cada dominio possui 6

subunidades (6 a-hélices) que atravessam a membrana, de S1 a S6. No segmento quatro (S4)
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h& o sensor de voltagem, esta caracteristica € a principal na identificacdo da familia desses
canais. Existe uma alga entre os segmentos S5 e S6 que forma o canal e o filtro seletivo, este é
responsavel pela propriedade de especificidade do canal, como por exemplo, qual o ion seréd
transportado por ele. Esses canais ainda possuem outras subunidades que permitem que haja a
modulacgéo do canal (Yang e Horn 1995, Garcia 1998, Hille 2001).

2.5.1 CANAIS PARA SODIO

Os canais para Na* estdo presentes em varias estruturas como neurdnios, masculo
esquelético e cardiaco, e glandulas enddcrinas. Eles sdo responsaveis por varias funcdes e,
dentre elas, destaca-se a conducdo dos PA. Ha uma grande variedade de canais para Na*, mas
aqui trataremos daqueles que se classificam como operados por voltagem. O canal para Na*
cardiaco possui estrutura homologa ao canal para sédio do masculo esquelético (Bers e Ziolo
2001, Vora et al. 2005). Existem 10 tipos de canais para Na', classificados até ento, e nas
células cardiacas estdo presentes 0s seguintes tipos: Nav (Canal para sddio dependente de
voltagem) 1.1, 1.3, 1.4, 1.5 e 1.6. No cardiomidcito, o mais encontrado é o subtipo Nav 1.5
(Nerbonne 2005). Sua estrutura apresenta-se como uma grande proteina continua, uma
subunidade a e 1 ou 2 subunidades B auxiliares menores. A subunidade o possui o sensor de
voltagem, o “gate” de ativagdo, o poro do ion e o “gate” de inativacdo. Essas subunidades sdo
importantes na biofisica do canal (Amir et al. 2006). A subunidade a do canal Nav 1.5, que
predomina no coracao, € codificada pelo gene SCN5A. Ele possui muitas variantes que séo
importantes no estudo das cardiopatias (Schroeter et al. 2010).

A funcéo do canal para Na* é gerar uma corrente positiva para o interior da célula, de
forma réapida e iniciando o PA. A corrente de Na* (Ino) € responsavel pela rapida
despolarizacdo cardiaca que ocorre no inicio do potencial de acdo (Sakmann et al. 2000).

As caracteristicas que favorecem a participacdo dos Nav 1.5 na origem do PA é a
magnitude da corrente gerada pela ativacdo desses canais (corrente > 200 nA) além de
possuirem uma cinética de ativacdo (ordem de microssegundos) e inativacdo (ordem de

milissegundos) extremamente rapidas (Nerbonne 2005).
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2.5.2 CANAIS PARA CALCIO

No coracéo, existem dois tipos de canais para Ca?*, canal para Ca?* tipo-L e tipo-T.
O canal para Ca** tipo-L “large conductance” foi denominado assim por possuir alta
condutancia (25 pS), abertura do canal com longa duracdo e ativagdo em voltagens mais
positivas. O canal para Ca?* tipo-T caracteriza-se por possuir uma baixa condutancia (8 pS),
abertura transitéria do canal e ativacdo em voltagens mais negativas (Nowycky et al. 1985,
Bers 2002).

A corrente de Ca®* tipo-L (lcar) é a corrente de maior magnitude no miocardio,
sendo que a lca 1, como ja foi dito, encontra-se em menor magnitude. A lc, esta envolvida
em dois importantes eventos que acontecem no coragdo: 0 primeiro evento se caracteriza pela
sua contribuicdo na manutencgéo do platé do PA cardiaco e o segundo evento acontece quando
a corrente de entrada de Ca®* dispara a liberacdo de Ca®* do RS. Esse Ca** que é liberado no
citosol ativa os miofilamentos (Roden et al. 2002).

O influxo de Ca*" nos cardiomiécitos provoca varios processos fazendo parte da
regulacdo da contracdo da celula e também participa do processo de regulacdo da expresséo
génica celular (Benitah et al. 2010). Os canais para Ca”* tipo-L sdo 0s canais que predominam
em pequenos roedores. Existem diversas subunidades que funcionam como regulatérias ou
auxiliares nessa familia de canais, que sdo: a2, B2 e y. Ha trés subfamilias de canais para
Ca”" (Cavyl, Cav,2 e Cav,3). Dentro da subfamilia Cav,1, existem 4 tipos de proteinas que
podem ser expressas (Cavl.1l, Cavl.2, Cavl.3 e Cavl.4). Todos esses canais produzem a lca .
No cardiomidcito, a principal familia que gera a Ica. € a que tem o fendtipo correspondente a
Cavl.2 alC. As proteinas responsaveis pela expressio da corrente de Ca”" tipo-T sdo as
Cav3.1 e Cav3.2. Na literatura, ainda ha divergéncias em relacao a essa subdivisdo (Nerbonne
2005).

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

A calmodulina (CaM) é um critico mensageiro que participa da sinalizacdo de varios

eventos que ocorrem na célula. A interagdo Ca’*-CaM regula proteinas envolvidas no
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transporte de Ca”*, em canais idnicos, na contragdo celular, no metabolismo celular, na
expressao génica, na expressao de proteinas quinases e na proliferagdo celular. A CaM se liga
a quatro fons Ca?*, e os dominios de ligag&o | e Il possuem maior afinidade para o Ca®* do que
o Il e IV. Os sitios de ligacdo para o Ca’* quando a célula estd no repouso, estdo
desocupados, mas quando a célula contrai os niveis de Ca** aumentam. Como consequéncia, a
CaM muda o seu estado conformacional, se liga a0 Ca*" e se torna ativa para se ligar a
proteinas alvo com alta afinidade (Maier 2002).

Em canais para célcio tipo-L, a CaM atua como mediador da inativacdo da lca
agindo sobre esses sitios na regido carboxi terminal da subunidade o1C. Quando os canais
para Ca’* est&o abertos o Ca?*, que entra e 0 Ca** que é liberado do RS, se ligam & CaM que
interage com a regido 1Q (modula a inativacdo do canal), produzindo sua inativagdo. A CaM
dependente de proteina quinase Il (CaMKII), também faz parte do processo de regulacdo da
Ica (Maier 2002).

2.5.3 CANAIS PARA POTASSIO

Os canais para potassio apresentam uma diversidade molecular ainda maior do que 0s
canais para sodio e célcio. A familia de proteinas sintetizadas no miocardio possui uma
grande variedade e € através delas que as correntes macroscépicas sdo formadas. Embora
exista essa diversidade, ha basicamente trés tipos de corrente de potassio: correntes
transientes, com ativacdo e inativacdo rapidas, correntes retificadoras retardadas, que
apresentam diferentes cinéticas de ativacao e inativacdo, e correntes retificadoras de entrada,

todas estas estdo presentes no coracdo (Nerbonne 2005).

2.5.3.1 CORRENTE DE POTASSIO TRANSIENTE DE SAIDA (I1o)

A corrente transiente de potassio € muito importante na fase inicial da repolarizacdo
incompleta do PA. Essa corrente possui grande densidade e uma cinética de ativacdo rapida.
Existem duas formas de corrente de potassio transiente de saida: Iy, rapida (l) € a Il lenta

(los). A s € mediada pelo canal Kv 4.2 e/ou Kv 4.3 e a Iy s pelo canal Kv1.4 (Bers 2002).
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Essas duas correntes sdo ativadas de forma muito rapida, mas a inativacao da I s ocorre antes
da inativagcdo da li,s. Em midcito de mamifero hd principalmente a participacdo da li .
Ambas |yt € lis podem ser bloqueadas por 4-aminopiridina, mas somente a Iy € sensivel a
heteropodatoxina 2 e 3 (Xu et al. 1999).

2.5.3.2 CORRENTE DE POTASSIO RETIFICADORA DE ENTRADA

Ha trés tipos principais de correntes retificadoras de entrada presente nos
cardiomidcitos: Ix; (Kir 2), IKate (Kir 6) e 1Kach (Kir 3), embora nem todos 0s tipos sejam
expressos no coragdo. Alguns estudos demonstraram que 0S canais para potassio possuem
diferentes papeis. Eles ndo so participam do controle do potencial de membrana, mas também
contribuem para a fase final do PA (Anumonwo e Lopatin 2010). Em estudos anteriores, 0
fendmeno de retificagdo desses canais era entendido de forma diferente, ou seja, isso era
relacionado a um mecanismo préprio do canal ou essa retificacdo dependia do Mg?*. Porém,
outros estudos relataram que esse fendmeno pode ocorrer através da dependéncia de voltagem
do canal, podendo ser bloqueado por poliaminas como: espermina, espermidina, putrescina e
cadaverina (Bers 2002).

2.5.3.3 CORRENTES RETIFICADORAS RETARDADAS

Além dos canais citados, existe um canal retificador com retardo: o canal para K* ou
canal Kgy “delayed rectifier channel”. A condutancia ao potéassio, por esse canal, aumenta de
forma progressiva a medida que o PA vai se desenvolvendo. Assim hd uma corrente maxima
de saida no término da fase 2 (platd). Ha dois subtipos de canais K: 0 Ks (que ndo € sensivel
ao sotalol) e o K, (sensivel ao sotalol). Quando esse canal € ativado é gerada a corrente Ik que
é reduzida pela amiodarona. Ao se opor ao aumento da condutancia desse tipo de canal, essa
substancia age retardando a repolarizacdo da célula alongando a duracdo do PA cardiaco
(Garcia 1998).
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2.6 ARRITMIAS CARDIACAS

As arritmias cardiacas sdo perturbagdes do ritmo cardiaco decorrentes de
anormalidades na geracdo dos impulsos elétricos, na sua conducdo ou uma combinacdo de
ambos (Kastor 1996). Anormalidades da propagacdo do impulso incluem bloqueio de
conducdo e reentrada do impulso cardiaco. A combinacdo de anormalidades de formacdo de
impulsos e de propagagédo pode produzir arritmias complexas. As arritmias supraventriculares
e ventriculares sdo diferentes com relacdo a sua origem, alteracdes no ECG e manifestacdes
clinicas (Azevedo 1999). Dessa forma, é importante distinguir as arritmias supraventriculares
das arritmias ventriculares. Os mecanismos subjacentes clinicos das arritmias cardiacas sao de
grande importancia, entretanto, essas arritmias ndo sdo facilmente estudadas em situacGes
clinicas. Hoje em dia, sofisticadas técnicas eletrofisioldgicas estdo disponiveis para estudar a
fisiopatologia cardiaca, tanto “in vivo” como “in vitro”. Estas técnicas permitem estudar os
mecanismos subjacentes de arritmias e os disturbios de conducdo os modelos experimentais e
em pacientes. Embora o conhecimento dos mecanismos de arritmias e disturbios da conducéo
tenha aumentado bastante, ainda ha muito a ser explorado (Bhatt et al. 2005).

Véarios modelos animais de arritmia supraventricular e taquicardia ventricular foram
desenvolvidos para compreender a causa béasica, a origem, 0S mecanismos possiveis, as
manifestacdes e para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas no tratamento das
arritmias cardiacas (Blatter et al. 2003). Embora a arritmia desenvolvida em animal ndo seja a
mesma observada em humano, mecanismos arritmogénicos derivados a partir de
experimentacdo animal tém auxiliado bastante no diagndstico e na adaptacdo de estratégias
terapéuticas. As estratégias terapéuticas para o tratamento de arritmias cardiacas incluem
abordagens farmacologicas, ablacdo de focos especificos envolvidos na arritmogénese,
cirurgias antiarritmicas e dispositivos implantaveis projetados para responder a eventos de
taquiarritmias e bradiarritmias sintomaticas.

Os farmacos antiarritmicos podem ser classificados de acordo com o proposto por
Vaughan Williams (1970) que classifica as drogas antiarritmicas de acordo com suas
propriedades eletrofarmacoldgicas e eletrofisioldgicas. As drogas da classe | possuem acéao
anestésica local ou promovem estabilizacdo da atividade da membrana. Eles agem
blogueando os canais rapidos para sodio produzindo uma diminuicdo na taxa maxima de
despolarizacdo da fase 0 do PA ventricular e retardando a conducédo intracardiaca. Estes

agentes podem ser ainda sub-classificados como classe la, I1b ou Ic em funcdo dos seus efeitos
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sobre os aspectos especificos da conducao intracardiaca e refratariedade. Os antiarritmicos da
classe Il blogueiam os receptores R-adrenérgicos e, assim, reduzem a frequéncia cardiaca,
diminuindo o célcio intracelular e inibindo a automaticidade da despolarizagdo marcapasso.
Os antiarritmicos de classe Ill prolongam a duracdo do PA, provavelmente, através do
blogueio dos canais para K*. Os antiarritmicos da classe IV bloqueiam canais para Ca®*
prejudicando a propagacdo de impulsos em regides nodais e em areas lesadas do miocardio.
Uma maneira de induzir arritmia cardiaca “in vitro” é com a utilizacdo de uma
substancia chamada ouabaina. A ouabaina, é um glicosideo cardiotdnico, que inibe a Na*/K"-
ATPase na membrana plasmatica, levando a um aumento dos niveis intracelulares de Na*. O
aumento do Na* intracelular ativa 0 NCX na configuragio “outward” que passa a transportar
trés fons Na* para o meio extracelular e um ion calcio para o meio intracelular. Esse
mecanismo provoca 0 aumento na concentracdo interna de Ca®* pelo NCX (Khatter et al.
1989). A sobrecarga de Ca** intracelular aumenta a recaptacéo e o estoque de célcio dentro do
RS através da SERCA. Ap6s a saturacdo de calcio no RS, o Ca®* passa a ser liberado de forma
oscilatéria pelos RyR. A oscilacdo de Ca?* induz um influxo de Na* através do NCX na sua
configuracdo “inward” e também atraves de canais catidnicos ndo-seletivos. O influxo de
sodio forma uma corrente ibnica identificada como corrente transiente de entrada (It
(Lederer et al. 1984). A corrente induz uma despolarizacdo oscilatoria e, quando a
despolarizagdo alcanca o limiar, os canais para Na' voltagem-dependentes sdo ativados,
resultando na geracdo de um PA. Este PA ndo gera um batimento regular, gera uma

extrassistole iniciando o aparecimento de arritmias cardiacas (Kass et al. 1978, Wier 1984).

2.7 OLEOS ESSENCIAIS E SEUS CONSTITUINTES

Os Oleos essenciais (OEs) sdo misturas complexas de compostos organicos que
apresentam natureza volatil e sdo produzidos pelo metabolismo secundario das plantas, os
quais sdo constituidos por hidrocarbonetos (monoterpenos e sesquiterpenos) e compostos
oxigenados (alcodis, ésteres, aldeidos, cetonas, lactonas e derivados fendlicos) (Guenther
1948).

Esses 6leos sdo muito utilizados na fabricacdo de produtos de uso diario, tais como
perfumes, sabonetes, desinfetantes, conservantes, dentre outros (Serafini et al. 2002). Embora

0s 0leos essenciais sejam bastante utilizados na vida cotidiana, as atividades referentes & acéo
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destes compostos na salde ainda € relativamente pouco abordada. Uma das grandes
dificuldades para o estudo das atividades biologicas desempenhadas por estes dleos, muitas
vezes, se deve ao fato da atividade biolégica ndo depender necessariamente da acdo de apenas
um composto ativo. Dessa forma, ndo se pode atribuir explicagdes acerca de atividades a
apenas uma molécula disposta em uma mistura, uma vez que a mesma apresenta composicdo
bastante variada (Nakatsu et al. 2000).

Os monoterpenos sdo substancias isoladas que pertencem ao grupo dos terpendides,
cuja estrutura corresponde a duas unidades de isopreno formadas por uma base de cinco

carbonos (C5) (Fig. 7) cada uma, ligadas entre si.

Figura 7. Estrutura molecular plana do isopreno

Dos 0leos essenciais estudados, cerca de 90% sdo compostos por monoterpenos
(figura 8), os quais sdo moléculas relativamente pequenas que apresentam em sua constituicdo
duas unidades isoprénicas, geralmente com dez atomos de carbono ligados entre si. (Matich et
al. 2007). Séo classificados como metabdlitos secundarios porque sdo considerados como néao
essenciais para a viabilidade das plantas, no entanto, medeiam importantes interacdes entre as
plantas e o seu ambiente (Chappell 1996). Os monoterpenos podem ser divididos em trés
subgrupos: aciclico (mirceno, linalol, geraniol), monociclico (a-terpineol e terpinoleno), e
biciclico (a-pineno, tujona, canfora, fenchona). Em cada um destes subgrupos, ha outras
classificacdes: hidrocarbonetos insaturados (limoneno), alcoois (mentol), aldeidos e cetonas

(mirtenal, carvona), lactonas (nepetalactona) e tropolonas (y- tujaplicina) (Sim&es 2007).
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Figura 8. Estrutura quimica dos monoterpenos (Guimaraes et al. 2013).

Os monoterpenos representam destaque também na economia mundial, onde se
enquadram na categoria de nutracéuticos, os quais corresponderam, nos EUA, a cerca de 75,5
bilhdes de ddlares em 2007, obtendo um crescimento para 167 bilhdes de ddlares em 2010
(Basu et al. 2007).

Dessa forma, o geraniol (2,6-dimethyl-trans-2,6-octadien-8-ol) (Fig. 9) é classificado
como um monoterpeno alcoolico aciclico com a formula quimica C10H180. Pode ser
encontrado em frutas criticas e em dleos de ervas aromaticas (Simon et al. 1986). Este
monoterpeno exerce varias propriedades bioguimicas e farmacoldgicas (Clark 1996). O
geraniol e o nerol apresentam a mesma estrutura quimica, ou seja, sdo isdmeros no qual o

geraniol apresenta conformacdo molecular trans e o nerol cis (Chen 2010).
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Figura 9. Estrutura molecular plana do geraniol

O geraniol foi aprovado, em 1965, pelo “Food and Drug Administration” (FDA) para
ser utilizado como um condimento e adjuvante, sendo considerada uma substancia segura
(Lapczynski et al. 2008). Além de ser usado nos alimentos para consumo humano, o geraniol
apresenta atividade antinflamatoria (Choi et al. 2000), antimicrobiana (Bard et al. 1988,
Viollon 1994), antineoplasica (Burke et al. 1997, Carnesecchi et al. 2001, Polo 2006). A
toxicidade do geraniol foi investigada em varios organismos e demonstraram que 1000 ou
10.000 ppm de geraniol, na dieta dos ratos, ndo foi capaz de promover quaisquer efeitos
adversos nos animais (Hagan et al. 1967).

O geraniol apresentou atividade antioxidante frente ao 1,1 difenil-2-picrilhidrazila
(DPPH), promovendo aumento significativo da viabilidade celular, aumentando em 45% e
120% a atividade da superoxido dismutase. Além disso, foi observado que o geraniol
restaurou o potencial de membrana mitocondrial, diminuiu significativamente a peroxidacéo
lipidica, inibiu a liberacdo de 6xido nitrico em 64,61% e a geracdo de EROS nas células pré-
tratadas, em comparacao com células estressadas (Chen 2010)

O geraniol demonstrou atividade anticancerigena “in vitro” e “in vivo” em modelos de
cancer humano. Exibiu atividade de quimioterapico para o cancer de pancreas e outros tipos
de cancer (Burke et al. 1997), com efeitos antiproliferativos em hepatoma e melanoma (Polo
2006). Os efeitos antiproliferativos de geraniol sobre o cancer de célon humano foram
relacionados com a sua capacidade de reduzir a sintese de DNA e um bloqueio das células na
fase S do ciclo celular (Carnesecchi et al. 2001).

A atividade imunossupressora do geraniol revelou que ele pode evitar a rejeicdo aguda

do enxerto cardiaco. Foi constatado atividade antiinflamatéria de alguns éleos essenciais,
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contendo geraniol, na ativacdo de neutrofilos por medigcdo de fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a) (Ji et al. 2002, Abe et al. 2003).

Outros autores tém mostrado que o geraniol € eficaz como repelente de insetos
(Barnard e Xue 2004) e seu potencial como um agente antimicrobiano foi destaque em vérios
estudos. Estudos, “in vitro”, mostraram a ac¢do antimicrobiana do geraniol contra o
Cryptococcus neoformans, um fungo causador da infeccdo durante os Gltimos estagios da
AIDS (Bard et al. 1988, Viollon 1994)

A investigacdo, desenvolvimento e uso de produtos naturais como possiveis agentes
terapéuticos, especialmente aqueles derivados de plantas, tém aumentado nos ultimos anos.
Apesar do fato de saber que as plantas sdo fontes ricas de novos compostos biologicamente
ativos, apenas uma pequena percentagem vem sendo farmacologicamente investigada e
estudada pelo seu potencial medicinal. E muito importante caracterizar essas novas moléculas
para ter uma melhor idéia de seu potencial terapéutico.

A literatura mostra que os monoterpenos sdo moleculas que apresentam atividade
sobre o sistema cardiovascular com acdo sobre canais idnicos de membrana. Entretanto, ndo
ha relato na literatura mostrando os efeitos do geraniol sobre a contratilidade miocardica,
eletrofisiologia do musculo cardiaco e seu possivel efeito antiarritmico. Dessa forma, o
presente trabalho propde investigar os efeitos cardiacos do geraniol tanto em nivel funcional

quanto sub-celular, assim como investigar o seu potencial antiarritmico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Caracterizar os efeitos produzidos pelo geraniol sobre a contratilidade e a

atividade elétrica do miocardio de mamifero.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar os efeitos inotropicos do geraniol em atrio de cobaia;

e Estudar a acdo deste monoterpeno sobre o influxo de calcio na célula atrial;

e Auvaliar a agdo do geraniol sobre a corrente de célcio tipo-L em cardiomiocito

ventricular isolado;

e Investigar os efeitos do geraniol sobre o potencial de a¢éo ventricular;

e Pesquisar o envolvimento de canais para potassio na resposta inotropica do

geraniol em cardiomidcito ventricular isolado;

e Caracterizar os efeitos eletrocardiograficos deste composto em coracdo isolado

de cobaia;

e Investigar o possivel efeito antiarritmico do geraniol em modelo de arritmia

induzida pela ouabaina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Drogas

As seguintes drogas foram adquiridas da Sigma-Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA):
geraniol (pureza de 97%, lote 01202ME), nifedipina, reserpina, ouabaina, (-)-BAY K8644
(1,4-diidro-2-6-dimetil-5-nitro-4-[2-(trifluorometil)fenil]-3-piridina &cido carboxilico metil
éster), K-aspartato, protease tipo XXIII, tripsina de pancreas suina, insulina, albumina de soro
de bovino, HEPES (N-[2-hidroxietil] piperazina-N’-[2-acido etanosulfénico]), EGTA (etileno
glicol bis-B-aminometilester-N,N,N’,N’-4cido tetraacético), NMDG (N-metil-D-glucamina),
cloreto de tetraetilaménio (TEA), cloreto de cadmo (CdCly) , cloreto de césio (CsCl),
hidroxido de de césio (CsOH) e penicilina/estreptomicina. A colagenase do tipo Il foi
comprada da Worthington Biochemical Co. (Freehold, NJ, EUA). Dimetilsulfoxido (DMSO),
cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potéassio (KCI), hidréxido de potassio (KOH), cloreto de
magneésio (MgCl,), bicarbonato de sodio (NaHCO3), cloreto de célcio (CaCl,), fosfato acido
de sodio (NaH,PO,), hidroxido de sodio (NaOH) e glicose (C¢H1206) foram adquiridos a
partir de Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) ou Merck (Darmstadt, Alemanha). A heparina foi

adquirida da Roche (S&o Paulo, Brasil).

4.2 Animais

Para avaliar os efeitos do geraniol sobre a contratilidade cardiaca, eletrocardiograma
e arritmia cardiaca foram realizados experimentos com cobaias machos (Cavia porcellus, 400
a 700 g). Para investigar os efeitos do geraniol sobre as correntes de Ca**, K* e parametros do
potencial de acdo, foram realizados experimentos em midcitos cardiacos ventriculares
isolados de camundongos (Mus musculus) adultos machos (C57BL/6J). Os animais foram
alimentados com racdo comercial (Nutricobaia, Agribrands do Brasil LTDA, Brasil) e
submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas. Durante a execucdo dos experimentos, foram
obedecidas as normas de manipulacdo dos animais propostas pela Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). Apds sacrificio, os animais foram descartados
segundo as recomendacdes do Departamento de Fisiologia/CCBS/UFS. Este trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (Protocolo n © 49/12, Anexo 1), da

Universidade Federal de Sergipe, Brasil.
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4.3 Protocolos experimentais

4.3.1 Efeitos do geraniol sobre a contratilidade do atrio esquerdo de cobaia

As cobaias foram sacrificadas por decapitacdo, os coracfes foram retirados e o atrio
esquerdo isolado foi montado em cuba para 6rgdo com solucdo de Tyrode modificada de
acordo com (Dorigo et al. 1990) (em mM: NaCl 120, KCI 2,7, MgCl, 0,9, NaHCO3 11,9,
CaCl, 1,37, glicose 5,5, NaH,PO,4 0,4, pH 7,2). Os étrios foram mantidos a 29 + 0,1 ° C,
oxigenados com uma mistura de carbogénio (95% O, e 5% de CO,) e estirados para uma
tensdo de repouso de 10 mN. O musculo foi submetido a estimula¢do do campo de 1 Hz, 70
V, durante 1,5 ms (3072 Digitimer estimulador controlado por um programador D4030
Digitimer; Welwyn Garden City, Hertfordshire, AL7 3BE, Inglaterra). A forca atrial foi
captada utilizando um transdutor de for¢a isométrico (HP FTA 10-1 Sunborn, HP 8805B,
Chicago, Hllinois, EUA), os sinais foram digitalizados (DATAQ DI400, DI 205, Windaq PRO
Aquisicdo, Ohio, Akron, EUA) e armazenados em um computador (Fig. 10). A nifedipina foi
utilizada como controle positivo para o efeito inotropico negativo. A forca atrial foi medida
em situacdo-controle e também apds a incubacgéo de concentracdes crescentes do geraniol (3 a
6000 uM) e da nifedipina (0,01 a 40 uM). Para cada concentracdo, a amplitude da forca atrial
foi determinada, permitindo, assim que fossem determinadas as respectivas CEsp
(concentracdo da droga capaz de reduzir em 50% a resposta méaxima). O geraniol
foisolubilizado em DMSO a 0,04% foram também realizadasa curvas concentacdo efeito para

avaliar também sua resposta inotrépica.
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Figura 10. Esquema da montagem experimental usada para determinar a forca de contragéo
atrial. A forca atrial serd medida com um transdutor isométrico (HP FTA 10) acoplado a um
amplificador (HP 8805B). Os sinais serdo registrados em poligrafo (HP7754A, 7754B) e
armazenados em computador (Datag D1205, DI1400, Windag Pro Acquisition). O atrio sera
estimulado a 1 Hz, 70 V e 1,5 ms (Digitimer D3072, Digitimer D4030).

4.3.2 Efeitos do geraniol no influxo de Ca®* em atrio esquerdo de cobaia

Duas abordagens farmacologicas foram utilizadas para investigar o efeito de geraniol
sobre o influxo de Ca** no tecido atrial. Estes experimentos foram realizados em atrios
obtidos de cobaias previamente reserpinisadas (5 mg/kg, ip, 24 h antes do experimento). As
curvas de concentracdo-resposta para CaCl, (0,6 a 8 mM) e BAY K8644 (0,005 a 5 uM) (um
agonista seletivo do canal para célcio do tipo-L) foram obtidas antes e depois da pre-
incubacdo dos atrios com 3 mM de geraniol, durante 15 min. Os resultados foram expressos

em porcentagem da resposta contratil atrial maxima do CaCl, e BAY K8644.

4.3.3 Avaliacdo do efeito do geraniol sobre as correntes de calcio tipo-L (Icay)

Os cardiomidcitos ventriculares de camundongos foram isolados conforme protocolo
descrito anteriormente por (Shioya 2007). Os registros eletrofisiolégicos foram obtidos
utilizando-se a técnica de patch-clamp na modalidade whole-cell voltage-clamp para as
medidas das correntes de potassio e célcio. Para isto, foi empregado um amplificador EPC-10
(HEKA Instruments, Alemanha) controlado pelo software PULSE (HEKA Instruments). Os

midcitos cardiacos foram colocados em solucdo externa (em mM): NaCl 140, KCI 5,4; MgCl,
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1; CaCl, 1,8; HEPES 10 e glicose 10 (pH 7,4) contida em camara de fundo transparente, que
foi fixada & platina de um microscopio invertido (Axiovert 20, Zeiss, Alemanha). Para o
registro das lca, foram utilizadas pipetas de borossilicato preparadas com “puller” de dois
estagios (PP830, Narishige, Japdo), com resisténcia entre 1,0 a 2,0 MQ, preenchidas com
solucéo interna (em mM): CsCl 120, TEA 20, NaCl 5; HEPES 10 e EGTA 5 (pH foi ajustado
para 7,2 utilizando CsOH).

Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente (22-25 °C). Apés o
estabelecimento da configuracdo “whole-cell”, as células foram mantidas em repouso por 3
minutos, para que a solucdo da pipeta se equilibrasse com o meio intracelular. As células, em
que apos o estabelecimento da configuracdo “whole-cell” apresentavam resisténcia em série

superior a 8 MQ, foram descartadas.

4.3.3.1 Avaliacéo do efeito do geraniol sobre o curso-temporal da lca .

Para investigar os efeitos de 300 puM geraniol sobre o curso temporal da Ica., foi
utilizado o seguinte protocolo de pulsos: inicialmente a voltagem da membrana foi mantida
em -80 mV “holding” e, a partir dela, foi aplicado um pré-pulso de -40 mV por 50 ms (a cada
10 s), a fim de inativar os canais rapidos de sédio e canais para Ca** tipo-T. Em seguida, foi
aplicado um pulsos-teste, despolarizando a membrana para 0 mV (300 ms), retornado em

seguida ao potencial “holding” original (Fig. 11).

0mV
300 ms

-40 mV
50 ms

-80 mV -80 mV

Figura 11. Protocolo de pulso executado para avaliar o efeito do geraniol sobre o curso-
temporal da corrente de célcio tipo-L (Ica).
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4.3.3.2 Avaliacgéo do efeito do geraniol sobre a relacéo corrente-voltagem da lca,

Para investigar os efeitos de 300 uM de geraniol sobre a relacdo corrente-voltagem da
lcaL foi usado o seguinte protocolo de pulsos: inicialmente a voltagem da membrana foi
mantida em -80 mV “holding” e, a partir dela, foi aplicado um pré-pulso de -40 mV por 50 ms
(a cada 10 s). Em seguida, foram aplicados pulsos-teste que variaram de -50 mV a +50 mV
(300 ms), em intervalos de 10 s e, apds cada um deles, retornou-se ao potencial ‘holding’
original (Fig. 12). Nesse pulso-teste foram medidas as Ica. A curva de ativagdo foi ajustada
pela equagdo de Boltzmann: G/Gmax=1/1+exp[(V—Vos)/k onde 0 V5 é a voltagem em que
50% da condutancia maxima foi alcancada e k é o fator “slope”.

30 mV

- 40 mV

>0 ms 300 ms

-80 mV -80 mV

Figura 12. Protocolo de pulso executado para avaliar o efeito do geraniol sobre o a relacéo
corrente-voltagem da corrente de célcio tipo-L (Icay).

4.3.4 Avaliacéo do efeito do geraniol sobre as correntes de potassio

Para avaliar o efeito de 300 uM de geraniol sobre a corrente de potassio “transient
outward” (ly,), as células foram mantidas a um potencial de membrana de -90 mV e, entdo, foi
aplicado um pulso despolarizante de +50 mV por 500 ms, em intervalos de 15 s. Nesses
experimentos, as células foram perfundidas com solucdo de Tyrode modificada, no qual o
NaCl foi substituido pelo NMDG, a fim de anular a corrente de sédio, e também foi acrescido
100 uM de CdClI, com o objetivo de bloquear as correntes de calcio (Fig. 13). As células que
apresentaram um padrdo de corrente estavel, por no minimo dois minutos, foram utilizadas

nos estudos. Apds 2 minutos de registro estavel, as células foram perfundidas com solucéo
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contendo geraniol (300 uM), por no minimo trés minutos e, entdo, a solucdo controle foi
perfundida novamente “washout ”.

Para investigar o efeito do geraniol sobre a ativacdo dependente de voltagem para as
correntes l, e a corrente de potéssio ndo-inativada (ls), curvas corrente-voltagem foram
obtidas na auséncia e presenca de geraniol. Para tanto, as células foram mantidas a um
potencial de membrana de - 90 mV e, entdo, pulsos de -60 a +50 mV (duracéo de 4 s e
incrementos de 10 mV) foram aplicados a cada 15 s (0,066 Hz). As correntes para potassio (i
and Is) foram cineticamente isoladas como descrito previamente (Xu et al. 1999).
Resumidamente, o pico da corrente de saida de K" observada no inicio do pulso
despolarizante foi assumido ser Iy, € a amplitude da corrente medida no final do impulso de 4
s foi considerado como I (fig. 14) Para estudar a dependéncia de voltagem dessas correntes,
a amplitude de corrente em cada potencial de membrana foi normalizada pela amplitude de
corrente observada em +50 mV. As curvas foram normalizadas em funcdo do potencial teste e
foram ajustadas utilizando a equac¢édo de Boltzmann

Para avaliar o efeito de 300 UM de geraniol sobre a corrente de potassio “inward
rectified” (Ik1), as células foram mantidas a um potencial de membrana de -90 mV e, entéo,
foi aplicado um pulso hiperpolarizante de -140 mV por 500 ms em intervalos de 15 s. As
células foram perfundidas com solucéo de Tyrode contendo NMDG (Fig. 15). Foram tambem
realizadas curvas corrente-voltagem para lg; na auséncia e na presenca de 300 uM de
geraniol. Para tanto, as celulas foram mantidas a um potencial de membrana de -90 mV e,
entdo, pulsos de -140 mV a -60 mV (duracdo de 500 ms e incrementos de 10 mV) foram
aplicados a cada 15 s (Fig. 16). A composi¢cdo da solucdo interna para todas as medicoes de
corrente de K* foi a seguinte (em mM): 130 K-aspartato, 20 de KCI, 10 HEPES , 2 MgCl; , 5
de NaCl e 5 EGTA (pH ajustado para 7,2 usando KOH).

+50 mV

500 ms

-90 mV -90 mV

Figura 13. Protocolo de pulso executado para avaliar o efeito do geraniol sobre o curso-
temporal da corrente de potassio (lv).
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-90 mVv

Figura 14. Protocolo de pulso executado para avaliar o efeito do geraniol sobre o a relagéo

corrente-voltagem das correntes de potassio (I € Iss).

-90 mv

500 ms

- 140 mV

-90 mv

Figura 15. Protocolo de pulso executado para avaliar o efeito do geraniol sobre o curso-

temporal da corrente de potassio (Ix1).

- 60 mV

-90 mV

-90 mv

- 140 mV

Figura 16. Protocolo de pulso executado para avaliar o efeito do geraniol sobre o a relacdo
corrente-voltagem da corrente de potassio (Ix1).
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4.3.5 Efeitos do geraniol sobre o potencial de acdo ventricular

Os registros do potencial de acdo (PA) foram obtidos utilizando-se a técnica de “patch
clamp” na modalidade “whole-cell current-clamp”. Para avaliar o efeito do geraniol sobre os
diversos parametros do PA, as pipetas foram preenchidas com solugéo contendo (em mM):
130 K-aspartato, 20 KCI, 10 HEPES, 2 MgCl,, 5 NaCl e 5 EGTA, com pH ajustado para 7,4
com KOH. Foi utilizada solucéo de Tyrode como solugdo de banho, a qual era composta (em
mM): 140 NaCl, 5,4 KCI, 1 MgCl,, 1,8 CaCl,, 10 HEPES e 10 glicose. As células foram
mantidas a um potencial de membrana de -80 mV e, entdo, foram aplicados pulsos de
amplitude de 1 nA, com duracdo entre 3 a 6 ms, a uma frequéncia de 1 Hz a fim de induzir a
geracdo de PA (Fig. 17). As células que apresentaram um padrdo de geracao de PA estavel,
por no minimo 2 minutos, foram utilizadas nos estudos. Apos 2 minutos de registro estavel, as
células foram perfundidas com solucdo de Tyrode contendo 300 UM de geraniol por no
minimo 2 minutos e, entdo, a solucdo controle foi perfundida novamente “washout”. A
solucéo interna foi a mesma usada nas medidas de corrente para potassio. Os parametros do
PA avaliados foram: duracdo do PA (DPA) medido a 10%, 50% e 90% da repolarizacéo; taxa
de despolarizacao (dV/dt), e as alteragdes no potencial de repouso. As analises de duracdo do
PA, bem como da taxa de despolarizacdo foram realizadas com a ajuda do software Pulsefit
(Versdo 8.31, HEKA. Alemanha).

1 nA

-80 mV -80 mV

200 ms
3-6 ms

Figura 17. Protocolo de executado para avaliar o efeito do geraniol sobre a modulacdo do
potencial de acdo de cardiomidcitos.
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4.3.6 Efeitos do geraniol sobre o perfil eletrocardiografico e a pressdo ventricular

esquerda

O eletrocardiograma pode ser definido como uma sequéncia de grupo de ondas
positivas e negativas, intercaladas por espacos, 0s quais sdo repetidos sucessivamente e
correspondem a cada ciclo cardiaco. Na maioria dos sinais eletrocardiograficos adquiridos por
cardioscopio € possivel observar trés resultantes elétricas dos eventos cardiacos:
despolarizacdo atrial (onda P), despolarizacdo ventricular (complexo de ondas QRS) e
repolarizagdo ventricular (onda T) (Garcia 1998, Azevedo 1999). A perfusdo aodrtica
retrograda, do tipo Langendorff, em coracdo isolado representa um bom modelo para uma
grande diversidade de descobertas acerca da fisiologia, patologia e farmacologia cardiaca,
uma vez que grandes foram as contribui¢des obtidas com este modelo nos ultimos cem anos,
sendo considerado como um dos modelos mais populares em pesquisas com enfoque
cardiovascular e farmacologico (Skrzypiec-Spring et al. 2007).

Apos a administracdo subcutanea de heparina (1000 IU, ip, 30 min), o coracdo da
cobaia foi cuidadosamente removido e montado sobre um sistema de perfusdo adrtica de fluxo
constante (Bomba peristaltica, Milan). O coracao foi perfundido com uma solucédo de Tyrode,
que havia sido previamente filtrado através de uma membrana de acetado celulose (0,45 pum)
para evitar a microembolia (Harrison e Raymond 1951) oxigenada (95% O, + 5% CO,) e
aquecida a 34 = 0,1° C (Haake F3, Berlim, Alemanha). O coracdo foi estimulado
eletricamente com um par de elétrodos de aco inoxidavel ligados ao atrio direito (Unidade
Isoladora de Estimulo, SIU5, GRASS, Warwick, EUA). Para captar o sinal
eletrocardiografico (ECG), trés eletrodos (Ag/AgCI/NaCl, 1 M) foram colocados mergulhados
na solucdo de Tyrode onde o coracdo estava imerso. Esses sinais foram amplificados
(HP7754A, HP7754B, Hewlett-Packard, Chicago, Illinois, EUA), digitalizados (DI- 710,
Windaq Pro, DATAQ, 241 Springside Drive Suite 200, Akron, Ohio 44 333, EUA) e
armazenados em num computador para processamento “off-line”. A preparacdo bioldgica foi
deixada a estabilizar durante 30 min.

Para medir os parametros do ECG, tais como os intervalos PR, intervalos QT, e a
duracdo do complexo QRS, o coracdo foi estimulado eletricamente. Para medir a frequéncia
cardiaca (batimentos por minuto), o coracdo permaneceu com batimento espontaneo. A
pressdo intraventricular (PVE) foi determinada, em coracdo estimulado eletricamente e

medida usando um balonete cheio de &gua introduzido na cavidade do ventriculo esquerdo
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insuflado com &gua até uma pressdo de 15 cmHg. Este dispositivo foi acoplado a um
transdutor de pressdo (HP 1290A). Os sinais foram amplificados (HP7754A, HP7754B,
Hewlett-Packard, Chicago, Illinois, EUA), enviado a um conversor AD (DI- 710, Windaq
Pro, DATAQ, 241 Springside Drive Suite 200, Akron, Ohio 44 333, EUA) e armazenados em
um computador (Fig. 18).
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Figura 18. Representacdo esquematica do sistema de perfusdo adrtica de fluxo constante do
tipo Langendorff usado para obter os sinais eletrocardiograficos e a freqiiéncia espontanea do
marcapasso dominante. UIE, unidade isoladora de estimulo (Vasconceslos 2005).

4.3.7 Efeitos de geraniol sobre a arritmia induzida por ouabaina em atrio esquerdo de

cobaia

Apos a estabilizacdo do atrio esquerdo de cerca de 30 minutos, substituindo a solucao
de Tyrode a cada 15 min, a ouabaina (1 pM) foi adicionada ao banho de 6rgdo isolado. Para
avaliar o efeito do geraniol sobre a arritmia induzida pela ouabaina foi feita a pré-incubacao

(15 minutos) de geraniol (1,5 mM) e, apds a estabilizacdo, foi adicionado ouabaina ao banho
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(Fig. 19). Foram avaliados os efeitos de geraniol sobre o inotropismo méaximo (expresso em
%), tonotropismo maximo (expresso em %) e sobre o tempo de aparecimento de arritmias
induzidas pela ouabaina. Dois antiarritmicos, nifedipina (1 pM) e tetraetilamdnio (20 mM),
bloqueadores dos canais para Ca** e K*, respectivamente, foram utilizados como controle

positivo.

Grupo 1 - Terpeno

-15 0 60
T TTerpeno Observagéo do efeito do terpeno

Estabilizagédo

Grupo 2 — Quabaina
-15 0 60
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Figura 19. Diagrama do protocolo experimental que sera usado para avaliar o possivel efeito
antiarritmico do geraniol sobre a arritmia induzida pela ouabaina.

4.4 Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como médias £ S.E.M. O GraphPad Prism
(GraphPad Software 5.0, CA, EUA) foi utilizado para andlise estatistica. Os valores médios
foram comparados utilizando a analise de variancia one-way ou two-way (ANOVA), a
depender do caso, seguido do teste de Tukey, p < 0,05 foi utilizado como o critério para

significancia estatistica.
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5 RESULTADOS
5.1. Efeito do geraniol sobre a forca contratil do atrio esquerdo de cobaia

Em éatrio esquerdo, estimulado eletricamente, o geraniol diminui a forca contrétil de
maneira dependente da concentracao, e este efeito foi parcialmente restaurado apos a retirada
da droga ao banho. Nifedipina, um bloqueador de canais para Ca®" tipo-L foi usado como
controle positivo. Tracados representativos que ilustram o efeito inotrépico negativo do
geraniol (painel superior) e nifedipina (painel inferior) sdo mostrados na Fig. 20 A. Em
concentracdes superiores a 3 mM, a diminuigdo da contratilidade do miocéardio promovida
pelo geraniol foi de aproximadamente 98 %. A nifedipina reduziu a amplitude da contragdo
em 75 % em concentracOes iguais ou superiores a 20 uM. A Fig. 20 B mostra as curvas de
concentracdo-resposta do inotropismo negativo provocado por geraniol (n = 6, triangulos) ou
nifedipina (n = 4, quadrados). Os valores de CEsg calculados foram 1510 + 160 uM e 0,90 £
0,66 UM para geraniol e nifedipina, respectivamente. O DMSO a 0,04% utilizado como

veiculo ndo alterou a contratilidade do atrio.
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Figura 20. Efeito do geraniol sobre a forca contratil do atrio esquerdo de cobaia. (A)
Tracados representativos mostrando a reducdo da forca atrial em resposta ao geraniol (painel
superior) e nifedipina (painel inferior). (B) Curvas de concentracdo-efeito do efeito inotropico
negativo do geraniol (CEsp = 1510 £ 160 uM, n = 6) e nifedipina (CEsp = 0,90 £ 0,66 uM, n =
4).
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5.2 Efeito do geraniol sobre o influxo de Ca?* no atrio esquerdo de cobaia

Para investigar se o efeito cardiodepressor evocado pelo geraniol estava relacionada a
mudancas no influxo de Ca**, o CaCl, foi adicionado cumulativamente ao banho. Em resposta
ao aumento crescente do calcio extracelular, um novo estado inotrépico cardiaco foi
alcancado uma vez que ocorre aumento do influxo de Ca?* quando a concentracdo do Ca”* é
elevada. Assim, as drogas que modificam a curva de concentragcdo-resposta para CaCl,,
provavelmente, estdo agindo através de Cav. O geraniol (3 mM) deslocou a curva do CaCl,
para a direita, aumentando o valor CEsg de 2,49 + 0,39 mM pra 5,37 £ 0,47 mM (Fig. 21 A, n
=6, p < 0,05). Estes resultados sugerem que o geraniol diminui o influxo de Ca®* nas células
cardiacas. Para dar suporte a essa hipotese, foi avaliado o efeito de geraniol sobre a resposta
inotrépica positiva evocada por BAY K8644, um agonista seletivo para o canal de Ca* tipo-
L. O geraniol também deslocou a curva do BAY K8644 para a direita aumentando a CEsg de
0,72 £ 0,44 uM para 1,10 + 0,38 uM (Fig. 21 B, n=6, p < 0,05).
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Figura 21. Efeitos do geraniol sobre a curva concentracdo-resposta do CaCl2 (A) e do BAY
K8644 (B). O geraniol (3 mM) reduziu o efeito inotropico positivo tanto do CaClz quanto do
BAY K8664 (n = 6).
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5.3 Efeito do geraniol sobre a corrente de Ca** tipo—L em cardiomidcito ventricular

Para testar se o geraniol bloqueia diretamente os Cav, medimos a corrente de Ca?*
tipo-L (lca) em cardiomidcitos ventriculares isolados utilizando a técnica de “patch-clamp”.
A Fig. 22 A demonstra o efeito de geraniol (300 pM) sobre a lc,. em funcdo do tempo. O
geraniol diminuiu o pico da lc,. de -5,68 A/F para -3,05 A/F, ap6s 2 min de perfusdo, e este
efeito foi quase completamente revertido apds remocéo do geraniol (-5,14 A/F). A Fig. 13 A
mostra tragados representativos do efeito de geraniol sobre a lc, . Os resultados mostraram
que o geraniol (300 uM) reduziu 0 Ica €m 50,70 £ 3,18% (Fig. 22 B, n =5, P < 0,0001). Foi
observado também que o geraniol ndo alterou a curva corrente-voltagem do canal para Ca®*
tipo-L. A Fig. 22 C ilustra tracados tipicos de Ic,. em diferentes voltagens de membrana (-40
mV a 0 mV), antes (painel superior), durante a perfusdo com 300 UM de geraniol (painel do
meio), e apds a remocdo do geraniol (painel inferior). Como representado na Fig. 13 D, o
geraniol reduziu significativamente a I, nas voltagens de -10 mV a40 mV (n =5, p <0,05).
A curva de condutancia (Fig. 13 E) revelou que o geraniol ndo alterou o Vo5 (-8,06 £ 0,85 mV
vs -11,27 £ 0,54 mV, n =5, p > 0,05) nem alterou o fator de inclinacdo da curva (6,05 + 0,79
vs 6,19 + 0,51, n = 5, p > 0,05). Estes dados sugerem que geraniol ndo altera a ativagédo

dependente de voltagem dos canais para calcio tipo-L.
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Figura 22. Efeito do geraniol sobre as correntes de célcio tipo-L (IcaL) em cardiomidcitos
ventriculares de camundongos. (A) Curso-temporal do efeito do geraniol (300 uM) sobre a
densidade da IcaL. A insercdo mostra registros da lcaL antes, durante e depois da exposicéo ao
geraniol. As barras de tempo e densidade de corrente correspondem a 50 ms e 1 A/F,
respectivamente. (B) Efeito médio do geraniol sobre as IcaL. (C) Tragados tipicos das IcaL de -
40 mV a 0 mV (em incrementos de 10 mV) em condi¢des controle, com 300 uM de geraniol,
e apos “washout” (n = 5 células, * p < 0,05). (D) Curva da relagdo corrente-voltagem para
IcaL na auséncia, presenca, e apos o “washout”. (E) Curva de ativacdo dependente de
voltagem da lcaL em midcitos ventriculares (n = 5 células).

5.4 Ac¢ao do geraniol sobre a configuracédo do potencial de acéo ventricular

Uma vez identificado que o geraniol inibiu canais de Ca®* do tipo-L, resolveu-se
avaliar se este monoterpeno também era capaz de modular a configuracdo do potencial de
acdo (PA) ventricular. A Fig. 23 A mostra registros de PA obtidos a partir de cardiomiécitos
ventriculares (painel superior) na situacdo de controle (painel esquerdo), durante a perfusdo
com 300 UM de geraniol (painel central) e depois do “washout” (painel direito). O respectivo
dV/dt de cada PA é mostrado abaixo de cada PA. Como podemos observar o geraniol

aumentou a duracdo do PA (DPA) e diminuiu a dV/dt de 376,7 /s de 345,8 V/s (8,2%, n = 5,
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p < 0,05). A Fig. 23 B mostra os aumentos da DPA medidos em 10 % (0,77 = 0,12 ms para
0,93 + 0,11 ms, 20,78 %, n = 5, p < 0,05), a 50% (3,94 £ 0,99 ms para 5,90 = 1,38 ms,
49,75%, n = 5, p < 0,05) e a 90% da repolarizagdo (19,43 £ 2,76 ms para 26,35 = 4,1 ms,
35,61 %, n = 5, p < 0,05) induzida por 300 pM de geraniol. E importante ressaltar que estes
efeitos foram completamente revertidos apds a remocgdo do geraniol da solugcdo externa. Por
outro lado, o geraniol foi incapaz de alterar o potencial de membrana (Fig. 23 C) ou o
“overshoot” do PA.
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Figura 23. Modulacdo da configuracdo do potencial de acdo (PA) e potencial de repouso da
membrana pelo geraniol em cardiomidcitos ventriculares de camundongos. (A) Tracados
representativos do PA cardiaco (painel superior) e a taxa de despolarizacdo (fase 0) (dV/dt) de
cada PA (painel inferior) na auséncia, presenca e apds lavagem de 300 puM de geraniol. (B)
Efeito de 300 uM de geraniol na duracdo do PA medido a 10%, 50% e 90% da repolarizacdo
(n =5 células, *p < 0,05) e (C) sobre o potencial de membrana (n = 5 células).
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5.5 Efeitos do geraniol sobre as correntes para potéssio em cardiomidcito ventricular

Muitos tipos de correntes para K estdo envolvidos no processo de repolarizacdo do
musculo cardiaco. J& que o geraniol prolongou significativamente a DPA em cardiomidcitos
ventriculares, investigamos se ele afetaria as correntes para K*. A Fig. 24 A ilustra o efeito de
300 uM de geraniol sobre a I, em fungdo do tempo. O geraniol inibiu significativamente a
densidade da I, na voltagem teste de 50 mV (de 64,65 para 28,38 A/F). Este efeito foi
completamente reversivel apos a retirada do geraniol.

A Fig. 24 A exibe tracados representativos sobrepostos da I, registrados na auséncia
ou na presenca de geraniol e, ap6s o “washout”. Apds normalizacdo da amplitude da Iy, (Fig.
24 B), observou-se que 300 uM de geraniol reduziu a I, de 61,11 £ 17,90 A/F para 24,59 *
9,95 A/F (59,76 %, n = 4, p < 0,001). A Fig. 24 C mostra as correntes de potassio Iy, € Iss que
foram medidas antes (painel superior), durante (painel central) e depois do “washout” do
geraniol (painel inferior). Os resultados mostraram que 300 puM de geraniol inibiu
significativamente ambas as correntes Iy, e Iss (mostradas pelas setas no painel superior da Fig.
24 C). A relacdo corrente-voltagem indicou que o geraniol diminuiu a densidade da corrente
de Iy, (Fig. 24 D) nas voltagens de -20 a +50 mV (n = 4, p < 0,05) e reduziu a amplitude de Iss
(Fig. 24 E), nas voltagens de 40 a 50 mV (n = 4, p < 0,05). A dependéncia de voltagem para
ativacdo da Iy, ndo foi alterada por 300 uM de geraniol. Em contraste, o geraniol deslocou a
curva de ativacdo dependente de voltagem da I para a esquerda, diminuindo o Vo5 de 12,80
+0,8para2,73+1,31 mV (n=4, p<0,05).
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Figura 24. Efeito de 300 pM de geraniol na corrente de saida de K* (lt) em cardiomiocitos
ventriculares de camundongos. (A) Curso-temporal do efeito do geraniol (300 uM) na
densidade da lw. A insercdo mostra tracados caracteristicos de lw antes, durante e depois da
exposicdo ao geraniol. As barras de densidade do tempo e corrente correspondem a 50 ms e
20 A/F, respectivamente. As células foram mantidas num potencial de repouso de -90 mV,
entdo despolarizadas para 50 mV (por 300 ms) em um intervalo de 15 s. (B) O efeito médio
do geraniol na amplitude da I (n = 4 células, *p < 0,05). (C) Tragados de correntes de K* em
midcitos ventriculares no controle (painel superior), com geraniol (painel médio), e “washout”
(painel inferior). Os registros representam correntes obtidas de -50 até 50 mV (por 4 s) em
incrementos de 20 mV (potencial de repouso de -90 mV). As setas mostram onde as corrente
de lw e Iss foram medidas. A relacdo de corrente-voltagem para lw (D) e Iss (E) sob condicGes
de controle e durante a exposi¢ao de 300 uM de geraniol (n = 4 células, * p <0,05).

A Fig. 25 A mostra o efeito do geraniol sobre a Ix; em funcdo do tempo. O geraniol
diminuiu significativamente, e de maneira reversivel, a densidade da Ix;. A Fig. 25 A mostra
tracados sobrepostos da Iy no controle e durante a exposi¢do do geraniol (300 uM). Os
valores médios da lxy sdo mostrados na Fig. 25 B no qual foi observado que o geraniol
reduziu a amplitude da Ix; de -18,43 £ 2,45 A/F para 12,21 + 1,65 A/F (33,76%, n =4, p <
0,0001). A Fig. 25 C mostra também a relacdo corrente-voltagem (-140 a -60 mV) para lks.

Os tracados representativos da Ix; no controle (painel esquerdo), durante a perfusdo com o
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geraniol (painel central) e, apds “washout” da droga (painel direito) sdo mostradas na Fig. 25
D. Os dados indicam que o geraniol inibiu a Ix; em potenciais de membrana que variaram de -
140 a -110 mV (n = 4, p < 0,05). N&o foram observadas altera¢cdes no potencial de equilibrio

de K" na presenca de geraniol.
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Figura 25. Efeito do geraniol sobre a corrente de K" “inward rectifier current’ (Ix1) em
cardiomiocito ventricular. (A) Curso temporal do efeito de 300 uM de geraniol sobre a
densidade de corrente Ix;. A figura inserida mostra tracados representativos da lk; antes,
durante, e ap06s o “washout”. As barras de tempo e densidade de corrente correspondem a 50
ms e 10 A/F, respectivamente. As células foram mantidas em potencial holding de -90 mV e,
entdo, hiperpolarizadas para -140 mV (300 ms) em intervalos de 15 s. (B) Valores médios da
corrente lx; relativa (n = 4 células, * p < 0,0001). (C) A relacdo corrente-voltagem para Ik
sobre condicdo controle e durante a exposicdo a 300 UM de geraniol (n = 4 células, *p <
0,05). (D) Tracados da Ik; registrados em midcitos ventriculares antes (esquerda), durante
(central), e na presenca de geraniol (direita). Os registros representam correntes evocadas por
pulsos de -140 to -60 mV (por 300 ms) em incrementos de 10 mV (potencial holding foi de -
90 mV).
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5.6 Efeitos do geraniol sobre parametros eletrocardiogréficos e pressao ventricular

esquerda (PVE)

Para avaliar os efeitos do geraniol sobre as propriedades mecénicas e elétricas no do
coragéo inteiro, foram feitas medidas simultaneas da PVE e do ECG. A Fig. 26 A e B exibem
tracados tipicos da PVE (painel superior) e do ECG (painel inferior) do coragdo durante a
perfusdo com solucdo de Tyrode (controle) e 300 uM de geraniol, respectivamente. No
coracdo estimulado eletricamente, o geraniol reduziu significativamente a PVE em 80% e
aumentou o PRi (linha tracejada). A Fig. 26 C mostra que o geraniol aumentou o PRi de 84,4
+ 0,93 ms para 127,9 £ 0,43 ms (n = 6, p < 0,001) e 0 QTi de 190,9 + 0,32 ms para 199,6 =
0,57 ms (n = 6, p < 0,001) ap6s 6 min de perfusdo. A duracdo do complexo QRS nao foi
alterada por 300 puM de geraniol. Semelhante a reducéo observada na forca atrial, o geraniol
marcadamente reduziu a PVE (Fig. 26 D) em 83% (15,62 + 0,03 mmHg para 2,57 + 0,05
mmHg, n = 6, p < 0,001). Em coragdes batendo espontaneamente, o geraniol reduziu a
frequéncia cardiaca em 16,5% (n = 6, p < 0,05).

5.7 Efeitos do geraniol sobre a arritmia induzida pela ouabaina

Os resultados mostraram que o geraniol bloqueou algumas correntes de membrana
(lcaL, lo, Ik1 € lss) €, portanto, resolveu-se investigar o possivel efeito antiarritmico do
geraniol. Para este fim, foi usado um modelo experimental, em éatrio isolado, no qual a
arritmia foi induzida pela ouabaina, um inibidor da bomba de Na'/K*. A Fig. 27 A mostra
registros tipicos da forca contratil do atrio. O painel superior mostra que 1 uM de ouabaina
induziu um efeito inotropico positivo e transitorio, seguido pelo aparecimento de batimentos
extras sistolicos (inicio da arritmia esta representado pelas setas). Na situacdo controle, as
arritmias foram inicialmente observadas aproximadamente 10 min ap6s a incubacdo da
ouabaina. A ouabaina também aumentou a tensdo diast6lica (efeito tonotropico) do miocardio
atrial. O painel A inferior mostra que a pré-incubacdo do tecido atrial com geraniol (1,5 mM)
aumentou o tempo para o inicio das arritmias induzidas pela ouabaina para aproximadamente
22 min. Além disso, € importante destacar que a pré-incubacdo com o geraniol também
diminuiu o efeito tonotrépico induzido pela ouabaina. A Fig. 27 B sumariza o tempo para o

inicio das arritmias induzido por ouabaina em varias condi¢cBes experimentais. A pré-
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incubagdo com geraniol aumentou o tempo de aparecimento de arritmias de 7,94 + 0,86 min a
18,14 + 1,77 min (n = 6, p < 0,01). A nifedipina (1 uM) e o TEA (20 mM) foram usados
como controle positivo para a atividade antiarritmica. Ambas as drogas prolongaram o tempo
de inicio de arritmia (Fig. 27 B). Além disso, foi verificado que o geraniol, nifedipina e TEA
ndo interferiram com a resposta inotrépica positiva de ouabaina. No entanto, o aumento na
tensdo diastolica induzida pela ouabaina (88,80 + 12,13%) foi reduzido na presenca de
geraniol (59,0 = 6,59%, n = 6, p < 0,05) e quase abolida pela nifedipina (0,83 £ 0,47%, n = 6,
p < 0,001) ou TEA (1,50 + 0,72 %, n = 6, p < 0,001).
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Figura 26. Efeito do geraniol sobre parametros do ECG e pressdo ventricular esquerda
(PVE). (A) Tracados representativos de PVE (painel superior) e ECG (painel inferior) em
coracdo de cobaia em condigdo controle e (B) durante a exposi¢do a 300 uM de geraniol. (C)
Curso-temporal do efeito do geraniol sobre o intervalo PR (PRi), intervalo QT (QTc) e
duracdo do complexo QRS. (D) Curso-temporal do efeito do geraniol sobre a PVE (n = 6,
***p < 0,001).



47

A Arritmia
|

=]

da
g

Controle

wRR

Ouabaina 1 pN EaE

w
T

0.5gf

Arritmia
(time para o inicio, min)
)
T

—
i

=

0«
Arritmia
Geraniol 1.5 mM C
1254
Ouabaina 1 pM " 9
< 1004
0.5gf z T
=3
f s -
£
- z 50
E
150's -
5 sl
L I 1 ] l I | ] £ °°
0 5 10 15 20 5 30 35 0 Y
Time (min
( ) [ ouabaina B ouabaina + nifedipina

[ ouabaina + geraniol  [[J Ouabaia + TEA

Figura 27. Tracados experimentais da contratilidade do atrio esquerdo de cobaia mostrando
os efeitos inotropico e arritmogénico de 1 uM de ouabaina sob condicdo controle (A, painel
superior) e apos a pré-incubacdo com 1,5 mM de geraniol (A, painel inferior). Efeito de 1,5
mM de geraniol, 1 uM de nifedipina e 20 mM de TEA sobre o tempo de inicio das arritmias
(B) e (C) efeito tonotropico induzido pela ouabaina (n = 6, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p <
0,001).
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6 DISCUSSAO

Dentre as atividades biolégicas verificadas, nesse estudo para o geraniol, destacamos a
reducdo da forca contrétil do coracdo de forma dependente da concentracdo e reversivel
parcialmente ap6s o “washout”. A reversibilidade da forca contrétil atrial, ap6s a remocéo do
geraniol do banho de 6rgdos, é um parametro importante pois indica que ele ndo exerceu
qualquer efeito toxico sobre as células cardiacas na faixa de concentracao estudada.

Sabe-se que a forca contratil do miocardio depende da concentracdo de Ca®*
citoplasmatico livre e do seu influxo pelos canais tipo-L. Dentro de uma faixa de voltagem
definida, eles permitem o influxo de célcio através da membrana plasmatica.
Subsequentemente, o influxo de calcio gera liberacdo de célcio de fontes intracelulares
levando ao aumento geral na concentragdo de célcio citosolico (Karaki et al. 1997, Smith et
al. 2003).

Como esse mecanismo € importante na regulacdo da forca contratil do miocardio,
resolvemos investigar se existia uma correlagdo entre a diminui¢cdo da forgca contrétil do
miocérdio promovido pelo geraniol e a diminuicdo na entrada de Ca®" através do sarcolema.
Como foi verificado que o geraniol deslocou para a direita as respostas inotropicos positivas
induzidas tanto pelo CaCl, quanto pelo BAY K8644, podemos inferir que esse monoterpeno
diminui o influxo de Ca®* nas células miocérdicas levando, consequentemente, a diminuicdo
da forca contratil. Para confirmar essa hipétese, foram feitas medidas da corrente de Ca**
tipo-L utilizando a técnica de “patch-clamp”. Como era de se esperar, o geraniol bloqueou 0s
canais para Ca®* do tipo-L sem alterar sua ativacdo dependente de voltagem, ou seja, sem
alteracdo na condutancia do canal. Essa diminui¢do da corrente célcio ja é suficiente para
promover o decréscimo de forca atrial e ventricular promovida pelo geraniol em coracdo de
cobaia.

Drogas que bloqueiam a entrada de Ca®" pertencem a um grupo quimicamente
heterogéneo de substancias que oferecem um potencial beneficio terapéutico para o
tratamento de doencas cardiovasculares, tais como o tratamento da hipertensdo arterial e as
arritmias cardiacas (Luft et al. 1999). Embora o perfil farmacologico e o local exato de acédo
possam ser diferentes, estes compostos partilham a capacidade de inibir o influxo de Ca**, o
qual ocorre principalmente durante a despolarizacdo da membrana.

Os monoterpenos sdo compostos que exibem grande atividade farmacoldgica (Alwan
2011) com capacidade de modular varias correntes i6nicas de membrana, incluindo as

correntes de Ca** (de Aratjo et al. 2011). O bloqueio de correntes de Ca?* foi verificado por
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Varios outros terpenos em células cardiacas, tais como a R(+)-pulegona em cardiomiocito
ventricular de camundongo (de Cerqueira et al. 2011), (-)-mentol em cardiomi6cito
ventricular de coelho (Kastor 1996), o timol agindo tanto em células canina e ventricular
humana (Baylie et al. 2010), e a rotundifolona (Silva et al. 2011) e farnesol em ratos miocitos
(Roullet et al. 1997, Magyar et al. 2004).

Além de reduzir as correntes de Ca®*, o geraniol também prolongou significativamente
a DPA a 90%, 50% e 10% da repolarizagdo do cardiomiécito ventricular, sem alterar o
potencial de repouso. Sabemos que as correntes de K* sdo responsaveis, pelo menos em parte,
pela fase de repolarizagdo do PA cardiaco, de forma que estes dados fornecem fortes
evidéncias para o envolvimento de canais de K*, dependentes de voltagem, no mecanismo de
acdo do geraniol. As correntes de K*através dos canais Iy, Ik € Iks S30 correntes criticas que
controlam o movimento de K" através da membrana do cardiomiécito (Tamargo et al. 2004).
Nesse estudo, foram avaliadas as contribuicdes de Iy, Ik1 € Iss no prolongamento da DPA
induzida pelo geraniol. Os resultados mostraram que o geraniol foi capaz de inibir as trés
correntes: ly,lk1 € lss, de maneira reversivel. A literatura mostra que as correntes de K"
também foram suprimidas por outros compostos naturais, tais como a zingerona (Castle 1992,
Baylie et al. 2010), eugenol (Sensch et al. 2000), de R(+)-pulegona (de Cerqueira et al. 2011)
e timol (Baylie et al. 2010), em varios tipos de cardiomiocitos de mamiferos.

A corrente Ixs pode ser classificada em muitos subtipos, e entre eles, a lIss investigada
no nosso estudo, desempenha um importante papel na eletrofisiologia cardiaca (Nerbonne
2005). A 1, € uma corrente que esta ativa durante a fase inicial da repolarizacdo do PA
cardiaco, e que desempenha um papel crucial na modulacdo do PA (Wang et al. 2013). Tem
sido relatado que a Iy rapida (lofst) pode ser atribuida a Kv4.2/4.3, e Iy lenta(liosiow) €
mediada por Kv1.4/1.7/3.4 (Xu et al. 1999, Nerbonne 2000, Grant 2009). Essas duas
correntes sdo ativadas rapidamente, mas a ly fast € inativada mais rapidamente. A maioria dos
mamiferos apresentam l,fast € lio,siow €M Midcitos ventriculares (Nerbonne et al. 2001). A
reducdo em Iy, controla a duracdo do PA, de maneira dependente de espécie. Em roedores, a
reducdo da I, prolonga a duracdo do PA (Grant 2009). Linz & Meyer (2000) constataram que
o0 musculo ventricular de cobaia ndo expressa a corrente ly,, € como consequéncia, o PA
cardiaco desses animais apresenta a fase 1 (repolarizacdo incompleta) diminuida e elevacéao
da fase de platd do PA (Greenstein et al. 2000). Em grande mamiferos, a reducdo em Iy,

desloca a fase de platd para potenciais mais positivos, aumenta a ativacdo de lss (promotor de
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uma repolarizacdo mais répida) e diminui a forga do gradiente eletroquimico que conduz o
Ca’®* para 0 meio intracelular, levando a uma reducéo da Ica. (Grant 2009).

Em potenciais hiperpolarizados, o canal Ix; apresenta uma condutividade maior do que
qualquer outra corrente, dessa forma, esta corrente determina o potencial de membrana em
repouso (eletronegativo) e contribui também para a fase 3 de repolarizagdo (Lopatin 2001).
Esta corrente diminui quando a célula cardiaca inicia o seu processo de despolarizacéo,
permanecendo com baixa condutancia nas fases 1 e 2 do PA.

O geraniol modulou varias correntes idnicas em cardiomidcitos ventricular isolado,
sugerindo que ele promove alteracGes eletrofisioldgicas significativas em todo o coragdo.
Dessa forma, decidiu-se investigar as alteracdes eletrocardiograficas promovidas pelo
geraniol. Os resultados mostraram que as altera¢cdes no ECG induzidas pelo geraniol foram
consistentes com os efeitos observados ao nivel celular. Foi verificado um aumento do
intervalo PR ou bloqueio atrioventricular de 1° (BAV 1°) em resposta ao geraniol, indicando
que este monoterpeno prejudica a condugdo pelo ndédulo AV. Sabe-se que drogas
bloqueadoras de canal para Ca** afetam os potencial de acdo de tecidos de resposta lenta, tais
como o0 nodulo sinusal e 0 nédulo AV levando a reducdo da frequéncia cardiaca e BAV,
respectivamente. O BAV se faz por uma diminuicdo da velocidade de propagacdo da onda
pelo nddulo AV e/ou por um aumento da refratariedade desse tecido. Este ultimo efeito forma
a base da agdo antiarritmica dos bloqueadores dos canais para Ca?*, que também sio
comumente utilizados para o tratamento da angina de peito e hipertensdo arterial.

Além de aumentar o PRI, o geraniol também induziu bradicardia o que mostra sua
acdo depressora sobre o nodulo sinusal que pode ser decorrente, como dito anteriormente, ao
blogueio de corrente de célcio.

Também foi observado que o geraniol aumentou ligeiramente o QTi, que representa o
tempo necessario para que ocorra a despolarizacdo e repolarizacdo ventricular, sendo um
parametro indireto para estimar a DPA ventricular. O pequeno aumento no QTi, observado
em nossos resultados, pode ser explicado pela auséncia de I, em midcitos ventriculares de
cobaias (Sipido et al. 1995), uma corrente que foi marcadamente inibida pelo geraniol em
cardiomidcito ventricular de camundongo.

Além disso, o geraniol ndo teve nenhum efeito significativo sobre a duracdo do
complexo QRS, o que mostra que este monoterpeno ndo alterou a velocidade de propagacao

do impulso elétrico através dos ventriculos.
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A fase de despolarizacdo da célula ventricular cardiaca é causada pelo influxo de ions
Na® através de canais seletivos (Kleber 2005). Expresso em termos de modelo biofisico
simples, a taxa maxima de despolarizacdo durante o movimento ascendente do PA (dV/dt
maximo) é proporcional & densidade de corrente de Na* (Berecki et al. 2010). Assim, com
base nos resultados aqui observados, pode-se afirmar que o geraniol também modulou canais
para Na', uma vez que diminuiu a taxa maxima de despolarizacdo (fase 0), no entanto, esta
hip6tese requer um estudo mais aprofundado.

A acdo simultanea do geraniol em canais idnicos de membrana, incluindo Ky e Cav,
levanta a hipotese que ele poderia atuar como um agente antiarritmico da classe Il e/ou da
classe 1V, respectivamente. Neste sentido, foram investigados os possiveis efeitos
antiarritmicos do geraniol em modelo de arritmia induzida por ouabaina.

A ouabaina é um digitalico cardiotonico que inibe a Na'/K'-ATPase na membrana
plasmatica, levando a um aumento dos niveis intracelulares de Na*. O aumento do Na’
intracelular ativa 0 NCX na configuracdo “outward”, que passa a transportar trés ions Na*
para 0 meio extracelular e um ion céalcio para o meio intracelular. Esse mecanismo provoca
um aumento na concentracdo interna de Ca®* pelo NCX (Khatter et al. 1989) e,
consequentemente, um aumento da forca de contragdo. Esta sobrecarga de Ca®* intracelular
aumenta a recaptacao e o estoque de célcio dentro do reticulo sarcoplasmatico (RS) através da
bomba de célcio do reticulo sarcoplasmético (SERCA). Apds a saturacdo de calcio no RS, o
calcio passa a ser liberado de forma oscilatdria pelos canais liberadores de calcio do RS, os
canais receptores de rianodina (RyR). Essa oscilacio de calcio induz um influxo de Na*
através do NCX na sua configura¢do “inward” e também através de canais catidnicos nao-
seletivos. Esse influxo de sodio forma uma corrente idnica identificada como corrente
transiente de entrada (I+;) (Lederer e Tsien 1976, Kimura et al. 1987). Essa corrente induz
uma despolarizacdo oscilatoria e, quando a despolarizacdo alcanca o limiar, os canais de Na*
voltagem-dependentes sdo ativados, resultando na geracdo de um potencial de acdo. Este
potencial de acdo gera batimentos irregulares levando ao aparecimento de arritmias cardiacas
(Kass et al. 1978, Wier 1984).

Os resultados aqui apresentados mostraram que o geraniol aumentou o tempo para o
inicio das arritmias induzidas pela ouabaina. Provavelmente, o geraniol retardou inicio das
arritmias por diminuir a sobrecarga intracelular de Ca®* através do bloqueio de canais de Ca**
do tipo-L e/ou por prolongar o periodo refratario do PA, através da inibicdo dos canais de K.

Além disso, este monoterpeno diminuiu a contratura diastélica (efeito tonotropico) induzida
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pela ouabaina sem afetar o seu efeito inotropico positivo. Como o geraniol ndo afetou o efeito
inotropico positivo da ouabaina, conclui-se que ele ndo interferiu na atividade do NCX.

O tratamento da insuficiéncia cardiaca pode ser feito com a utilizacdo de glicosideos
cardiotOnicos, tais como digitoxina e digoxina, que possuem 0 mesmo mecanismo de acdo da
ouabaina (Allen et al. 1984, Wier 1984). Esses digitalicos melhoram a forca de contracéo do
miocardio por aumentar o influxo de calcio via NCX (Eisner e Lederer 1979). Entretanto,
esses digitalicos podem produzir um efeito tdxico (a dose terapéutica efetiva € muito proxima
da dose tdxica) que é o desenvolvimento de arritmias cardiacas. O interessante foi que o
geraniol aumentou o tempo para o0 aparecimento das arritmias cardiacas sem afetar o efeito
inotropico positivo da ouabaina.

Este trabalho buscou contribuir para aprofundar a compreensao sobre efeitos contrateis
e elétricos produzidos pelo geraniol em coracdo de mamifero. Os resultados evidenciaram que
as correntes de calcio, que sdo transportadas pelos canais do tipo-L, participam como agentes
fundamentais do mecanismo de acdo desse monoterpeno. Houve ainda forte evidencia que o
geraniol bloqueia alguns subtipos de canais para potassio. Assim, moléculas que deprimem a
corrente de calcio tém sido util no tratamento de arritmias cardiacas, angina de peito e
hipertenséo arterial e, isso pode, entre outras razdes, servir como uma justificativa suficiente

para que os esfor¢os neste campo continuem a ser realizados.
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7 CONCLUSAO

O geraniol promove em masculo cardiaco de mamifero:

» Diminuicéo da contratilidade atrial e ventricular;

* Reducdo da corrente de célcio tipo-L em midcito ventricular sem alterar a condutéancia

do canal;

* Aumento significante da duracdo do potencial de acdo ventricular associado a

inibicdo de correntes para potassio li, lks € Ik

* Aumento do intervalo PR, intervalo QT, sem alterar o complexo QRS em coragéo

isolado de cobaia;

»  Diminuicdo da frequéncia cardiaca;

* Aumento do tempo de inicio das arritmias e diminuicdo contratura diastolica induzida

pela ouabaina;
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