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RESUMO

SOUZA, Diego Santos. ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA CALCIO TIPO-L NA
RESPOSTA CARDIODEPRESSORA DO FARNESOL EM CORAQAO DE RATO.
Dissertacdo de mestrado em Ciéncias Fisioldgicas, Universidade Federal de Sergipe, Aracaju,
2016.

O farnesol (CisH260) é um alcool sesquiterpénico encontrado em 6leos essenciais e
ervas aromaticas. Pesquisas evidenciam algumas propriedades benéficas do farnesol como:
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias e quimiopreventivas. Entretanto, o farnesol
promoveu inibigdo dos canais de calcio tipo-L em mdsculo liso. Neste trabalho procurou-se
analisar os efeitos do farnesol sobre os mecanismos contrateis e eletrofisiologicos sobre o
coracdo de rato. Para esse fim, os estudos contrateis foram realizados em atrios esquerdo
estirados a para uma tensao de repouso de 5mN (0,5gf) e submetidos a estimulacdo de campo
com pulsos de corrente supralimiares de 1 Hz, mantido em cuba para érgéo isolado, submerso
em solucdo de Krebs-Henseleit (8 mL) e aerado com mistura carbogénica (95 % O2e 5 % COy).
A forca de contracdo atrial foi captada por um transdutor isométrico. Os registros
eletrocardiogréaficos foram obtidos em coracéo isolado, sob perfuséo aortica de fluxo constante
(10 mL/min), em sistema de Langendorff. Os coragdes foram mantidos com batimento
espontaneo, para determinar a frequéncia cardiaca, e em coracGes estimulados foram
determinados os intervalos PR (PRi), QT (QTi) e complexo QRS. A pressdo ventricular
esquerda foi determinada, em coracdo estimulado eletricamente, por meio de um balonete
insuflado com &gua até uma pressdo de 15 cmHg. Em éatrio esquerdo de rato, a resposta do
farnesol sobre a forca de contracdo apresentou efeito inotrépico negativo, diminuindo a forca
de contracdo em 41,63% na concentracdo maxima usada, apresentando uma CEsp de 2,843 +
0,19 mM. Ao avaliar o efeito do farnesol sobre a resposta inotropica positiva do CaCl; e (z)-
BAY K8644 foi observado que o farnesol deslocou para direita a curva concentragdo-resposta
do CaClz e diminuiu a eficAcia méxima (100% para 23%) e aboliu a curva do (£)-BAY K8644.
Para avaliar a participacdo dos canais para potassio na resposta inotrépica negativa foi utilizado
TEA tendo aumento da eficacia maxima do farnesol de 41,63 para 63,02%. Em coracéo isolado,
foi observado aumento do PRi, QTi e complexo QRS, e reducdo da pressao ventricular esquerda
(37,38%) e frequéncia cardiaca (25,22%). Assim sendo, o farnesol exerce respostas inotropicas
e cronotropicas negativas no coragdo, por reducéo das correntes para Ca* tipo-L.

PALAVRAS-CHAVE: Farnesol; Sesquiterpeno; Contratilidade Miocérdica;
Eletrocardiografia; Canais para Calcio tipo-L
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ABSTRACT

SOUZA, Diego Santos. L-TYPE CALCIUM CHANNELS INVOLVEMENT IN RAT
CARDIODEPRESSANT RESPONSE BY FARNESOL.

Master’s degree dissertation in Physiological Sciences, Universidade Federal de Sergipe,
Aracaju, 2016.

The farnesol (C1sH260) is a sesquiterpene alcohol found in herbs and essential oils.
Research show some beneficial properties of farnesol as: antioxidant, anti-inflammatory and
chemopreventive properties. However, the farnesol futher inhibition of activity of L-type
calcium channels in smooth muscle. This study sought to analyze the involvement of calcium
channels L-type in the cardiodepressant farnesol response in the rat heart. To this, contractile
studies were conducted on left atria drawn to rest tension 5mN (0,5gf) and subjected to field
stimulation with above-threshold current pulses of the 1 Hz, kept in isolated organ vessel,
submerged in Krebs-Henseleit solution (8 mL) and aerated with carbogénica mixture (95% O>
and 5% CO,). The atrial contraction force was capture by an isometric transducer.
Electrocardiographic recordings were performe on isolated heart, aortic perfusion under a
constant flow (10 ml / min) Langendorff type system. The hearts were keep spontaneously
beating, to determine the heart rate, and in heart stimulated were determined PR interval (PRI),
QT (QTi) and complex QRS. Left ventricular pressure was determined in the heart stimulated
electrically by means of a balloon inflated with water at a pressure of 15 cmHg. In rat left
atrium, the farnesol response to the contraction strength showed a negative inotropic effect,
reducing the contraction force at 41.63% at the maximum concentration used, with an EC50 of
2.84 £ 0.19 mM. To evaluate the effect of farnesol of the positive inotropic response of CaCl;
and (x)-Bay K8644 was observed that the farnesol shifted to the right CaCl, concentration-
response curve and decreased maximum efficiency (100% to 23%) and abolished curve of (z)-
Bay K8644. TEA was use to evaluate the role of K+ channels in the negative inotropic response
and the maximum effect by farnesol (41.63 to 63.02%) was increased. In isolated heart, there
was an increase of PRI, QTi and QRS complex, and reduced left ventricular pressure (37, 38%)
and heart rate (25.22%). Thus, farnesol exerts inotropic and negative chronotropic responses in
the heart by reducing current to the L-type Ca?*.

KEYWORDS: Farnesol; Sesquiterpene; Myocardial Contractility; Electrocardiogram; L-Type
Calcium Channels
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1. INTRODUCAO

As utilizagOes de fitocomplexo oriundas de plantas utilizadas na medicina popular a
muitos anos vém sendo estudadas, devido a necessidade de encontrar novos compostos que
possam ser utilizados como farmacos, devido a uma vasta gama de propriedades bioldgicas
que incluem atividades anticancerigena, anti-infecciosa, antioxidante, analgésica, anti-
inflamatoria e anticolinesterase (de Menezes-Filho et al., 2014a; de Siqueira et al., 2014;
Kamatou and Viljoen, 2010; Rocha et al., 2011a).

A Organizacdo Mundial de Saude no inicio da década de 1990 divulgou que 65-80% da
populacdo de paises subdesenvolvidos utilizam as plantas medicinais como forma de acesso a
salde, e desde a década de 70 que tal organizacéo incentiva a elaboracéo e execucgdo de politicas
publicas para o uso coerente das plantas medicinais e estudos cientificos (Veiga Junior et al.,
2005).

A evidéncia de constituintes operantes nas plantas, componentes que apresentam
diversificadas atividades bioldgicas, nos traz estimulos para elucidar tais mecanismos de acéo,
conduzindo a pesquisas na area de farmacologia, quimica, bioquimica, fisiologia e biofisica
(Maciel et al., 2002)

Os terpenoides constituem uma classe de derivado lipofilico oriundo do mevalonato que
ocorrem amplamente na natureza, tendo como principais representantes os monoterpenos e
sesquiterpenos, representando 0 grupo mais antigo de produtos de pequenas moléculas
sintetizadas por plantas e cupins do género Nasutitermes (la Cruz et al., 2014). Esta classe
(terpenos) denota propriedades farmacoldgicas que engloba atividades antioxidante,
antifungica e antimicrobiana (Rocha et al., 2014), anti-inflamatoria, gastroprotetora (Rocha et
al., 2011b), pro-apoptose (Chen et al., 2010), vasodilatadora (de Siqueira et al., 2014) e
analgésica (Guimaraes et al., 2013). Algumas pesquisas demonstram que 0s terpenos exercem
interacdo com os canais idnicos de membrana, alterando suas propriedades biofisicas (Chen et
al., 2010; de Cerqueira et al., 2011; de Menezes-Filho et al., 2014b; de Siqueira et al., 2014).

Monoterpenos e sesquiterpenos sdo compostos geralmente encontrados em o6leos
essenciais de varias plantas aromaticas, enquanto 0s outros terpenoides sao componentes de
balsamos, resinas, ceras e borrachas (Kamatou and Viljoen, 2010).

Nesse contexto, o farnesol € um alcool sesquiterpénico encontrado em 06leos essenciais
extraido do capim-limao, citronela, neroli, rosa, tuberose e principalmente espécies do género
Vachellia farnesiana, presente em folhas utilizadas como fitoterdpicos e em diversos utensilios
decorativos, produtos de higiene e perfumaria (Lapczynski et al., 2008; Trimble, 1885).



Pesquisas realizadas com o farnesol evidenciaram que essa substancia foi capaz de
aumentar o nivel de todas as enzimas antioxidantes no tecido do c6lon em ratos pré-tratados,
atenuando a acdo do 1,2-dimetil-hidrazina e diminuiu significativamente a atividade da
caspase-3 no tecido do colon que séo induzidas por estresse oxidativo em cancer de célon em
ratos Wistar. (Khan and Sultana, 2011).

O farnesol foi capaz de diminuir a expressdo do interferon gama (IFN-y) e a citocina
indutora de Thl, IL-12 em ratos, melhorarando a inflamacéo da lesdo pulmonar induzida por
instilacdo intratraqueal de extrato da fumaca do cigarro. (Qamar and Sultana, 2008).

O farnesol também evitou a ativacdo da proteina quinase C por forbol-12-miristato-13-
acetato, mostrando que o farnesol inibe a proteina quinase C de células de origem neoplésica
(Yazlovitskaya and Melnykovych, 1995).

Sziics (2013) evidenciou que o farnesol apresenta efeito cardioprotetor reduzindo o
tamanho do infarto no coracdo de ratos apds isquemia/reperfusdo aumentando a
geranilgeranilacéo de proteinas cardiacas. (Szucs et al., 2013).

O farnesol inibiu a atividade dos canais de calcio tipo-L em musculo liso sem modificar
a liberacdo dos estoques intracelulares. (Luft et al., 1999; Roullet et al., 1997).

E cAgnito que os principais mecanismos patoldgicos do coracdo envolvem alguma
relagdo com a mudangas na atividade dos canais ionicos presentes na membrana do
cardiomidcito, como também € sabido que a principal causa de morte no mundo se da por
doencas cardiovasculares. Dessa forma, faz-se necessario estudar o mecanismo de acéo de tal
substancia no musculo cardiaco, uma vez que ndo ha pesquisas demonstrando essa interagéo,
que pode ser de grande valia no tratamento de varias patologias cardiacas (Bansilal and Fayad,
2014).



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Canais para calcio

No coragdo, existem dois tipos de canais para célcio: canal para célcio tipo-L e tipo-T.
O canal para célcio tipo-L (“Large conductance”) foi denominado assim por possuir alta
condutancia (25 pS), abertura do canal com longa duracdo e ativacdo em voltagens mais
positivas. O canal para calcio tipo-T (“Tiny conductance”) caracteriza-Se por possuir uma baixa
condutancia (8 pS), abertura transitoria do canal e ativacdo em voltagens mais negativas (Bers,
2001).

A corrente do canal para calcio tipo-L (lca-L) € a corrente de maior magnitude no
miocardio, e estd envolvida em dois importantes eventos que acontecem no coragao: o primeiro
evento se caracteriza pela sua contribuicdo na manutencdo do platd do potencial de acdo
cardiaco e o segundo evento quando a corrente de entrada de célcio forma a unidade liberadora
de célcio (ULC), complexo estrutural e funcional do acoplamento excitacdo-contracao (Balke
and Goldman, 2003a).

O influxo de Ca* nos cardiomidcitos provoca varios processos fazendo parte da
regulacdo da contracdo da célula e também participa do processo de regulacdo da expressdo
génica celular (Resende et al., 2012). Os canais de célcio 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: 029, 2 e y. Ha trés subfamilias de canais de calcio
(Caval, Cava2 e Cava3). Dentro da subfamilia Caval, existem 4 tipos de proteinas que podem
ser expressas (Cavl.l, Cavl.2, Cavl.3 e Cavl.4). No cardiomidcito, a principal familia que
gera corrente de célcio tipo-L ¢ a que tem o fenotipo correspondente a Cavl.2 alC . A proteina
responsavel pela expressdo da corrente de célcio tipo-T é a Cav3.1 e Cav3.2. Na literatura, ainda
ha divergéncias em relacéo a essa subdiviséo (Catterall, 2011).

A maior parte do Ca*? que entra no cardiomidcito durante a contragio, ocorre através
da lca-L. A inativagio da lca depende do aumento de Ca*? intracelular, que pode ocorrer pelo
influxo deste e pela sua libera¢do no citosol através do reticulo sarcoplasmético pelos canais
presentes nos receptores de rianodina. Como a inativacdo do canal depende da concentracdo de
calcio, é provavel, que com a entrada desse ion haja uma sinalizacdo direta no canal. Essa
inativacdo dependente de Ca*2 gera um mecanismo de feedback que limita o influxo de Ca* na
célula (Bers, 2001).



A calmodulina (CaM) é um critico mensageiro que participa da sinalizacdo de varios
eventos que ocorrem na célula. A interagio Ca*2-CaM regula proteinas envolvidas no transporte
de Ca*?, em canais para fons, na contracdo celular, no metabolismo celular, na expressdo génica,
na expressao de proteinas quinases e na proliferacio celular. A CaM se liga a 4 fons Ca*?, e os
dominios de ligacdo I e Il possuem maior afinidade para o Ca* do que o 11l e IV. Os sitios de
ligacdo para 0 Ca*? quando a célula esta no repouso, estdo desocupados, mas quando a célula
contrai 0s niveis deste ion aumentam e como consequéncia, a CaM muda o0 seu estado
conformacional se ligando ao Ca*? e se torna ativa ligando-se a proteinas alvo com alta
afinidade (Bers, 2002).

2.2.  Fisiologia do Coracao

O coracdo pode ser descrito como sendo um 6rgao que atua como uma bomba dupla. O
coracdo direito que impulsiona o sangue para a circulacdo pulmonar, e o coracdo esquerdo
responsavel por ofertar sangue aos tecidos, munindo-lhes de nutrientes e oxigénio essenciais ao
metabolismo celular. Ao todo o coracdo € formado por quatro cAmaras, duas atriais e duas
ventriculares (Kronenberg et al., 2008).

Os éatrios atuam como camaras de ponderacao, equilibrando a pressdo venosa pulmonar
durante variacdes do retorno venoso e da demanda ventricular, e funcionam como bomba de
escova para os ventriculos (primer pump) ajudando no enchimento completo das cameras
ventriculares (Hall, 2012). O ventriculo direito ejeta 0 sangue pobre em oxigénio e rico em gas
carbonico para os pulmdes, o ventriculo esquerdo ejeta 0 sangue rico em oxigénio para todo o
corpo. Para tanto, o coracdo exercera uma pressao elevada para bombear esse sangue, isso €
possivel devido a uma espessura maior da parede do ventriculo esquerdo. Para que ocorra o
perfeito funcionamento da bomba, existem quatro valvas, duas localizadas entre os atrios e
ventriculos, denominadas valvas atrioventriculares, e duas na entrada das grandes artérias,
denominadas valvas adrtica e pulmonar. Tais estruturas sdo de extrema importancia durante as
fases de relaxamento (diastole) e contracdo (sistole), pois permitem o fluxo de sangue em um
unico sentido ndo permitindo que este retorne, fechando-se quando o gradiente pressorico se
inverte.

O que regula a abertura e fechamento das valvas sdo as pressdes dentro das camaras
cardiacas, nas valvas atrioventriculares hd um alto grau de superposi¢do dos folhetos quando a

valvula esta fechada. As cordas tendinosas, que se originam dos muasculos papilares, se prendem



as bordas livres das valvulas e impedem sua eversdo durante a sistole ventricular. As valvulas
semilunares impedem a regurgitacdo do sangue para 0s ventriculos ap0s a sistole ventricular,
porque num breve periodo de inversdo de fluxo as cuspides sao abruptamente aproximadas pelo
sangue. (Stradins et al., 2004)

O sistema de conducéo cardiaco € composto pelo nodo sinusal ou sinoatrial, pelas vias
internodais, nodo atrioventricular, feixe de His e suas ramificagdes, e pelo sistema de Purkinje.
O potencial elétrico se inicia no nodo sinusal, sendo que todas as outras estruturas sao
responsaveis pela conducéo uniforme do estimulo para todo o érgéo (Guyton, 2008).

O coracao é formado por dois sincicios: atrial e ventricular. Esses sincicios sdo formados
por células musculares estriadas que estdo acopladas entre si por jungGes comunicantes, com
um nucleo menor que a do musculo esquelético, possuindo muitas mitocéndrias que fornecem
a energia necessaria para a contracdo (DE MELLO AIRES, 2008).

Uma caracteristica do musculo cardiaco é a presenca de faixas escuras espagados entre
midcitos, conhecidos como discos intercalares. Estes sdo formados por areas onde as
membranas dos midcitos adjacentes estdo muito proximas entre si (3 nm). Trata-se de
complexos juncionais dotados de regides especializadas, para fixacdo mecéanica, transmissdo de
corrente elétrica e para a comunicacdo quimica. Classicamente, os discos intercalares sao
descritos como contendo trés “zonas" funcionais: fascia adherens, desmossomos ou macula
adherens e nexus. Porém, uma nova regido chamada de transitional junction, situada no
perimetro da fascia adheren, é considerada como sendo um local onde os sarcdmeros podem
ser adicionados durante o crescimento e desenvolvimento das miofibrilas, a exemplo da
hipertrofia (Bennett et al., 2006).

As regibes da fascia adherens transmitem a contracdo entre as células acopladas,
proporcionando um apoio entre as miofibrilas, onde os filamentos espessos da miosina e 0s
filamentos finos de actina se conectam com as proteinas da fascia adherens, que, por sua vez,
se fixam a membrana do disco intercalar. A fascia adherens contém uma proteina
transmembrana chamada catenina que se liga as caderinas nos sarcomeros, formando um
contato intercelular (Peters et al., 1994).

As maculas adherens sdo estruturas das células especializadas na adesao de célula-a-
célula, trabalhando como um complexo juncional, dispostas aleatoriamente nas laterais da
membrana plasmatica, ajudando a resistir a forcas de cisalhamento (Cooper, 2000).

Os nexus sdo juncBes que fornece continuidade elétrica, por possuirem proteinas
denominadas conexinas, tais proteinas permitem ao potencial de a¢do propagar-se rapidamente

para varios cardiomiocitos adjacentes, comportando-se como um sincicio funcional por



possuirem juncdes de baixa resisténcia elétrica, as juncdes do tipo gap (jun¢bes comunicantes)
(Wilson et al., 2011).

No sarcomero pode ser visto duas bandas: banda A e banda I. A forca gerada pela
miosina presente na banda A, sendo esta mais escura e de maior densidade (cerca de 2,5 um de
comprimento e 1 um de didmetro) por possuir filamentos de miosina e actina, é transmitida ao
longo dos filamentos de actina (presentes na banda I) para os discos Z nas extremidades do
sarcémero, e portanto, ao longo de miofibrilas adjacentes até que a forca atinja as membranas
dos discos intercalares nas extremidades da célula (DE MELLO AIRES, 2008).

A capacidade contratil da célula cardiaca esta diretamente associada a homeostasia do
Ca*2 no processo que vai da excitacdo elétrica do cardiomidcito até a contragdo do coragéo,
fendmeno denominado acoplamento excitagio-contracdo (AEC) (Bers, 2001). O Ca* esta
envolvido tanto na excitabilidade dos cardiomidcitos, quanto na ativagdo final dos filamentos
contratéis, causando a contracédo (Bers, 2002).

A despolariazacgdo do sarcolema durante o potencial de acdo cardiaco faz com que haja
um influxo de Ca*? para o interior da célula (Fabiato and Fabiato, 1975). O influxo de Ca*? para
o interior do cardiomidcito ocorre por meio da abertura de duas classes de canais dependentes
de voltagem (Fig. 1), os canais para Ca*2 do tipo-L e do tipo-T (Bers, 2001). Tal movimentac&o
de Ca*? gera uma corrente de entrada de Ca*™ (lca) (Mitra and Morad, 1986), que nos
cardiomidcitos de ratos representa principalmente a lca do tipo-L (Bers, 2002). Os canais para
Ca*? do tipo-L, também chamados de receptores de dihidropiridina (DHPR), estdo expressos
em sua maior parte nos tubulos transversos da membrana plasmatica, com sua porcao
intracelular voltada para o reticulo sarcoplasmatico (RS) (Scriven et al., 2000). O espaco entre
a membrana plasmatica e a membrana do RS é chamado de subespaco (Cheng and Lederer,
2008). Estes arranjos funcionais de colocalizacdo e formacdo de microdominios de Ca*? sdo
fundamentais para o processo de AEC (Berridge, 2006). Na membrana do RS esta a unidade
liberadora de Ca*?, que compreende um grupo especifico de receptores chamados de rianodina
(RyR). Atualmente, foram identificados trés tipos de genes (ryrl, ryr2 e ryr3) que expressam
diferentes isoformas de RyR, sendo que a isoforma RyR2 localiza-se principalmente no
musculo cardiaco. Tal arranjo funcional entre os DHPR e os RyR2, juntamente com o
subespaco entre eles formam a unidade liberadora de célcio (ULC), complexo estrutural e
funcional do AEC (Cheng and Lederer, 2008; Franzini-Armstrong et al., 1999). O influxo de
Ca*? através do DHPR para o subespaco promove a liberagdo de Ca*? pelo RS, processo
conhecido como liberacdo de Ca*? induzida por Ca*?, do inglés calcium-induced calcium
release — CICR (Fabiato, 1985).



A ativacéo dos RyR2 provoca aumentos transitorios na concentracéo citoplasmatica do
Ca*2. Estes eventos elementares, representados por aumentos transitorios de Ca*?, podem variar
desde eventos mais discretos, como, por exemplo, as sparks de Ca*?, que ocorre em apenas uma
ULC (Cheng and Lederer, 2008), como em toda a unidade celular, transiente intracelular global
de Ca*? (Bers, 2001). Neste ultimo, a ativagdo dos RyR2 pelo Ca*2 é suficiente para aumentar
as concentracdes deste ion, fazendo-o variar de 100 nM a 1 uM na fase sistdlica. O célcio livre
liga-se a troponina-C que é parte do complexo de regulacao ligado aos filamentos finos. Quando
o célcio se liga a troponina-C, este induz uma alteracdo conformacional no complexo de
regulacdo de tal forma que a troponina | expde um local na molécula de actina, que é capaz de
se ligar a miosina ATPase localizada na cabeca da miosina. Esta ligacéo provoca a hidrdlise do
trifosfato de adenosina (ATP) que esta ligado a cabeca leve da miosina, em difosfato de
adenosina (ADP), esta hidrélise fornece energia para que ocorra mudanga conformacional no
complexo actina-miosina. Estas mudangas promovem um movimento tipo "catraca" entre as
cabecas de miosina e actina, de tal forma que os filamentos de actina e miosina deslizam umas
sobre as outras encurtando assim o comprimento do sarcémero (de Tombe, 2003).

Por outro lado, para que o musculo cardiaco relaxe é necessario a dissociacio do Ca*?
dos sitios de ligacdo com a troponina C e sua remocdo do citoplasma (Khan et al., 2004). A
remocao do Ca*? citosélico ocorre por meio de quatro processos: pela ATPase de calcio do RS
(sarco(endo)plasmic reticulum Ca?* -ATPase - SERCAZa), ativagio da Ca™-ATPase do
sarcolema (plasma-membrane Ca?*-ATPases -PMCAs), do trocador Na'/Ca*® (Na‘/Ca*?
exchangers - NCXs) e recaptacdo do Ca*? para mitocondria. A atividade da SERCA2a €é o
principal destes mecanismos (Tada and Katz, 1982), correspondendo por aproximadamente 92
% da recaptacdo do Ca* em cardiomidcitos de ratos (Bassani et al., 1994). A atividade da
SERCAZ2a é regulada pela fosfolambam (PLB), o qual, em estado desfosforilado, inibe a
SERCAZ2a. Assim, a fosforilagio do PLB acelera a captagio de Ca*? pelo RS. A concentragéo
de Ca*? intracelular é impotante para determinar a afinidade da atividade da SERCA2a. Em
concentracdes de Ca*? de 100 nM a 1 uM, ocorre diminuicio da atividade da SERCA2a. No
entanto, a atividade pode ser aumentada pela fosforilagdo da PLB por qualquer PKA (como
ocorre por estimulagéo p2-adrenérgica), PKC (estimulagao a1- adrenérgica) ou proteina quinase
dependente de Ca*?/calmodulina (CaMK 11) (Bassani et al., 1995; MacLennan and Kranias,
2003). Assim sendo, a diminui¢do da concentracao citosélica do calcio para valores inferiores
a 100 nM, promove a dissociagao do calcio que esta ligado a troponina C. Os locais ativos da
actina com a miosina se inativam, ADP € substituido por outra molécula de ATP na cabeca da

miosina, até que um novo evento aconteca (Grimm et al., 2015).
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Figura 1. Mecanismos intracelulares de regulacdo do Acoplamento Excitacdo-Contracdo do
Coracio (AEC) mostrando a entrada de Ca*? pelos canais tipo-L e o receptores de rianodina
(RyR) da membrana do RS (Reticulo sarcoplasmatico) tal fendmeno acarreta a liberagcdo de
Ca*? induzido por Ca*? (CICR) (MacLennan and Kranias, 2003).

2.3. Potencial de repouso e acéo

O potencial de membrana de uma célula depende, basicamente, da diferenca entre as
concentracfes dos varios ions entre 0os meios intra e extracelular, formando um potencial
elétrico (voltagem) entre as duas faces da membrana plasmatica. Assim, todos 0s ions presentes
nos diferentes meios (intra e extracelular) podem contribuir para formacdo do potencial
transmembranar (Wilson et al., 2011).

Tal valor pode ser expresso pela equacdo de Goldman-Hodgkin-Katz, onde Vm
representa o potencial elétrico da membrana; Gna, Gk € Gca, representam as condutancias
respectivamente do sédio, potassio e célcio; e Ena, Ek € Eca representam os potenciais de

equilibrio desses ions (Bowman and Baglioni, 1984; Garcia, 1998).

_ EngGng + ExGy + EcqGeq +

Vm
GNa + GK + GCa +



Para determinar qual o ion mais importante para manter o potencial de repouso da
membrana do miocardio, foi demostrado em atrio de coelho, que no miocardio o ion mais
importante para determinar o potencial de repouso é o potassio(de Carvalho et al., 1969).
Considerando apenas os dois ions com maior concentragdo na composi¢do do meio intracelular
(potéssio) e extracelular (s6dio) poderemos descrever que:

Gnag (VM — Eyg) =- Gg(Vm — Eg)

Portanto, dessa igualdade poderemos obter que:
EnaGna + ExGy

Vm =Vr =
m=vr G + G

Sendo que, Vr corresponde ao potencial de repouso.

No miocéardio, durante o repouso, a condutancia para o potassio é cerca de 50 vezes
maior que a condutancia para o sodio. Isto implica que, na equacdo de Goldman-Hodgkin-Katz,
nos termos que contém G serdo maiores do que os que contém Gna (Wilson et al., 2011). E por
esta razéo, que o potencial de repouso depende muito mais do K™ do que do Na* tendo um valor
mais proximo ao potencial de equilibrio do potassio (-92 mV) (DE MELLO AIRES, 2008).

O potencial de acdo corresponde ao sinal elétrico que se propaga para transmitir
informacdo ou para iniciar uma contracdo, podendo, em algumas células haver a ultrapassagem
da voltagem 0 mV, chamado assim de overshoot. Os potenciais de a¢do sdo gerados com a
participacdo de canais i6nicos dependentes de voltagem localizados na membrana plasmatica
da célula (Rudy, 2008).

Paes de Carvalho, Hoffman e Langan, em 1966, demonstraram que o potencial de acéo
cardiaco poderia ser separado em dois componentes (rapido e lento), levando em conta o nivel
do potencial de repouso e a velocidade de despolarizacdo da fase 0. O componente rapido
apresenta cinco fases durante o potencial de acdo, jA& o componente lento apresenta trés fases
(de Carvalho et al., 1969).

2.3.1 Potencial de acao lento

O potencial de acdo (PA) lento ocorre nas células marcapasso, células com propriedade

de automatismo. Essas células se encontram em maior quantidade no nodo sinusal e no nodo
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atrioventricular, mas podem ser encontradas em qualquer ponto do tecido cardiaco. As trés fases
correspondentes desse tipo de PA sdo: fase 4, fase 0 e fase 3 (Boyett and Dobrzynski, 2007).

A fase 4 caracteriza-se pela variacdo continua do potencial de membrana, chamado de
despolarizacédo diastélica lenta (DDL) do PA. A DDL ocorre devido a progressiva reducao a
permeabilidade da membrana aos ions potassio, abertura do canal de Na" denominado Funny
(Ir) , abertura dos canais para célcio do tipo-L e tipo-T e a corrente do trocador Na/Ca*?
(Catterall, 2011; DiFrancesco, 2006; Rudy, 2008).

A fase 0 corresponde a abertura dos canais para célcio do tipo L — high-threshould
transiente current (IcaL) uma vez que ndo ha participacdo dos canais para soédio na génese do
PA nodal (Grant, 2009). Os Ica,L sd0 ativados em potenciais de -30 a -20 mV e se inativam mais
lentamente, a inativacdo nao depende de voltagem mas ocorre pela prépria cinética do canal
(Catterall, 2011). Os PAs dessas regides ndo apresenta fase 1, nem propriamente um platd (fase
2) (Verkerk et al., 2009). Apos a fase 0, ocorre uma repolariza¢do mais lenta e continua que
corresponde a fase 3, sendo mais rapida ao final, j& que nessas células ndo foram encontradas
evidéncias da ocorréncia da corrente transiente de efluxo (lwi), sendo entdo os canais
retificadores retardados (Ik) do tipo lkr e Iks que constituem as principais vias de repolarizacao.
Estes canais s@o denominados retardados por sua ativagdo tardia, comparada com as outras
correntes de K™ (Schmitt et al., 2014).

INa/Ca

Figura 2. Potencial de acdo cardiaco de célula nodal e as correntes envolvidas, assim como as
fases do PA em que elas atuam. k1 — corrente retificadora de entrada; If — corrente de Na* tipo
funny; Ica-t — corrente de calcio pelos canais tipo-T; lca-L — corrente de célcio pelos canais tipo-
L; Ina/lca corrente de sodio e calcio; IK — corrente de potéssio.
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2.3.2 Potencial de acéo rapido

O potencial de acéo rapido é caracteristico de miocardio atrial, ventricular, feixe de His
e fibras de Purkinje, correspondem a cinco fases: fases 0, 1, 2, 3, e 4 (Fig. 2) (Grant, 2009). A
fase O corresponde a corrente de despolarizacdo, sendo a corrente de sodio dependente de
voltagem (Ina) responsavel por essa fase. Este tipo de canal possui 3 estados conformacionais:
fechado (quando o canal esta apto a se abrir apos o estimulo atingir o limiar de despolarizacéo),
aberto (quando ocorre o influxo de ions pelo canal) e inativado (ndo responde a estimulo). A
fase 0 é ativada quando a membrana celular recebe uma estimulacéo e ocorre a despolarizagéo,
promovendo a abertura do poro do canal e o influxo de Na*. Uma caracteristica dessa fase € a
alta condutancia ao Na*, levando o potencial da membrana préximo ao Ena (Chen-lzu et al.,
2015). Nesta fase o canal para potassio retificador de influxo (lk1, inward rectifier channel) se
fecha quase que instantaneamente apds a despolarizacdo permanecendo assim durante todo o
platd. Esse canal se abre no final da fase 3 e permanece aberto durante todo o repouso
contribuindo para a manutencdo do potencial de repouso do cardiomidcito proximo ao Ek (fase
4), (Grant, 2009).

Na fase 1 ocorre uma réapida e transitdria repolarizacdo, que esta associada a inativacéo
da Ina € abertura do canal para potassio transiente de efluxo (lw1) que é ativado por
despolarizacdo (Duan, 2013). A fase 1 também conta com uma corrente repolarizante através
de um canal para cloreto (l2). Devido ao seu potencial de equilibrio estar proximo de -50 mV,
o CI" tende a entrar na célula por gradiente eletroquimico durante quase toda a fase de
repolarizacdo (Hiraoka et al., 1998).

Durante a fase de platd (fase 2), ocorre a abertura dos canais para calcio do tipo-L (IcaL).
Esses canais sdo lentos para abrir e atingir sua condutancia maxima, porém se inativam mais
lentamente ainda, sendo que esta corrente de influxo, juntamente com a reducédo da Ikz, s&o as
principais responsaveis por manter o platd da fase 2. A lca.também é responsavel por liberar o
Ca*?2 do RS, aumentando o transiente de Ca*? intracelular, resultando na ativagdo dos
miofilamentos, promovendo a contracdo cardiaca (Balke and Goldman, 2003b).

No final da fase 0 e inicio da fase 3 (repolarizacdo completa) ocorre a abertura dos canais
retificadores retardados (delayer rectifier channel - Ik) S8o0 3 subtipos desses canais: de
ativacdo ultra rapida (Ikur), rapida (l:) e lenta (Iks) (Tamargo et al., 2004).A corrente lks, que
ndo responde ao sotalol, se ativa no final da fase 2 sendo responsavel por iniciar a fase 3 do PA,
permanecendo aberto durante toda esta fase. O Ikr, que responde ao sotalol, tem uma

condutancia baixa no final da fase 2, porém alcanca sua condutancia maxima durante a fase 3
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(Garcia, 1998). O Ikur foi encontrado em células atriais, ndo estando presentes em tecido
ventricular de humano. S&o correntes ativadas no inicio do platd, acarretando na reducao
temporal do plat6 das células atriais. Eles sdo inativados muito lentamente durante o PA, sendo
também responsavel pela fase de repolarizagéo atrial (Tamargo et al., 2004).

Durante o final da fase 03 ocorre a abertura da corrente retificadora de influxo (Ik1),
responsavel por atuar na fase tardia da repolarizacdo e manter o potencial de repouso (fase 4)
(Schmitt et al., 2014).

-
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Figura 3. Potencial de acdo cardiaco ventricular e as correntes envolvidas em seu formato,
assim como as fases do PA em que elas atuam (Nerbonne and Kass, 2005). Corrente de sédio -
Ina; Corrente de calcio pelos canais do tipo-L (lca-L); Corrente transiente de efluxo de inativacéo
rapida (ko ), inativacao lenta (los); Corrente de potassio retificador retardado lento (Iks), rapido
(Ikr), ultrarrapido (Ikur); Corrente de potassio de baixa condutancia (I siow1; lksiowz: Iss); Corrente
transiente de influxo (Iki); Corrente de potassio dependentes de ATP (Ikate).
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2.4  Bases do eletrocardiograma (ECG)

Anteriormente a gravacdao do ECG, usando o eletrdmetro de Lippmann feita por
Augustus Waller em 1887, ja se sabia que o funcionamento do coracéo produzia flutuacdes
periddicas no potencial elétrico da superficie corporal. Porém gracas aos trabalhos
desenvolvidos por Willem Einthoven em 1901, obteve-se o desenvolvimento de um sistema
capaz de registrar tais flutuaces do campo elétrico cardiaco, as quais eram transformadas pelo
galvandmetro de corda, em ondas eletrocardiograficas (Cooper, 1986).

Durante cada batimento cardiaco, observa-se que o ciclo cardiaco origina-se com uma
progressdo ordenada de despolarizacdo, que se inicia com as células marcapasso do nodo
sinusal. Tal despolarizacédo é conduzida pelas vias inter nodais, através do atrio direito e depois
0 esquerdo, passando através do nodo atrioventricular para o feixe de His e fibras de Purkinje,
espalhando para baixo e para a esquerda ao longo dos ventriculos. Este padrdo ordenado de
despolarizacéo e, posteriormente, a repolarizacdo origina o tracado de ECG caracteristico
(Hollman, 1996)

O ECG (Fig. 4) é o registro grafico da projecdo dos vetores de ativacao elétrica (PA) do
coragdo nas diferentes linhas de derivacdes durante um periodo de tempo, utilizando eletrodos
colocados no corpo. Esses eletrodos detectam pequenas correntes elétricas que surgem a partir
da despolarizacéo e repolarizacdo do musculo cardiaco durante cada ciclo cardiaco (Walker et
al., 1990).

Atrios Ventriculos

l l l ¥ ¥ Intervalo RR ¢

+1,0

Segmento
S-T

2
©
= f /\
= 6. 2l
A
Intervalo P-R = 0,16 s S Intervalo Q-T
—0,5 T T T T T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1.2 1,4 1,6

Tempo (s)

Figura 04. Eletrocardiograma normal, mostrando as ondas de despolarizacdo (P, QRS) e
repolarizacgéo (T), e os principais intervalos (PR, QT e RR) e segmentos (ST) (Hall, 2010).
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2.4.1 Registro de despolarizacéo atrial, geracéo da onda P

Em um ritmo normal, o PA é gerado pelo nodo sinusal, que fica localizado na parede
postero lateral do atrio direito, na conexdo das veias cavas com o atrio, tal nodo tem as células
com maior grau de automatismo cardiaco, por isso denominado marcapasso cardiaco (Hall,
2010).

A atividade gerada pelo nodo sinusal se propaga pelo atrio direito, através das cristas
terminalis, despolarizando o septo atrial e posteriormente o atrio esquerdo. As ativacdes das
camaras cardiacas atriais podem ser representadas por dois vetores: o primeiro ligeiramente
voltado para esquerda, para baixo e para frente, e 0 segundo para esquerda, para tras e com uma
pequena inclinacdo para o baixo. Esses dois vetores geram um vetor resultante chamado vetor
P que se orienta, para esquerda e para baixo no plano frontal, e para trds no plano horizontal.
Sendo assim, o vetor P é a resultante da ativacdo dos dois atrios e, portanto, responsavel por
gerar a inscricdo da onda P, que reflete o tempo gasto da despolarizagdo dos atrios(Gacek and
Pedrycz, 2011).

2.4.2. Condugcdo atrioventricular e intervalo PR

Separando os atrios dos ventriculos, existe uma estrutura conjuntiva que funciona como
um isolante elétrico, impedindo a conducdo do estimulo dos atrios para os ventriculos. Deste
modo, existe apenas uma pequena e Unica regido que realiza a conexao elétrica entre as cAmaras
atriais das ventriculares, denominadao nodo atrioventricular (NAV). A passagem da onda
elétrica pelo NAV gera uma linha isoelétrica no ECG denominada seguimento PR, onde ocorre
o retardo fisioldgico no NAV. O intervalo PR se inicia, no comeco da onda P ao inicio do QRS

e varia de acordo com a frequéncia cardiaca e a idade (Pedley et al., 2002).

2.4.3. Geracao do complexo QRS e a ativacao dos ventriculos

Ao passar pela regido do NAV, a propagacéo elétrica chega ao feixe de His, uma area

em gue o estimulo se divide para os ramos direito e esquerdo, atingindo as fibras de Purkinje.

As fibras de Purkinje possuem maior diametro e elevado grau de acoplamento intercelular no
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sentido longitudinal, levando a propagacdo do PA nessas fibras com grande velocidade (Hall,
2010).

A ativacdo do ventriculo se inicia pelo septo interventricular, segue em direcao ao apice
do coracdo propagando-se para baixo e para frente. Terminando com a excitacdo das regides
posterobasais de ambos os ventriculos, gerando um vetor que normalmente esta voltado para

tras, responsavel por gerar a ultima inscricdo do QRS (Gacek and Pedrycz, 2011).

2.4.4 OndaT e arepolarizagdo dos ventriculos

A onda T é gerada pela repolarizacdo dos ventriculos. Como as fibras do epicardio
ventricular ttm uma duracdo de PA ligeiramente menor, essas comecam a se repolarizar
primeiro do que as fibras do endorcérdio, gerando um vetor de repolarizagdo que se dirige do
epicardio para o endocérdio. Dessa maneira, os vetores de despolarizacdo e repolarizacao
ventricular ttm o mesmo sentido elétrico, tornando a onda T positiva (Haarmark et al., 2010).

O intervalo QT é um parametro eletrocardiografico que representa a duracdo da
despolarizacéo e repolarizacdo ventricular, marcado do inicio do complexo QRS até o final da
onda T. O intervalo QT varia com a frequéncia cardiaca e com o aporte do sistema nervoso
autdbnomo, sendo na bradicardia, mais longo, enquanto que na taquicardia é curto. Desse modo,
a duracao do QT deve ser corrigido pela formula de Bazett, se expressando como QTc. Onde o
valor do QT é dividido pela raiz quadrada do intervalo entre duas ondas R (RR). Portanto, QTc
nada mais é que o ajuste do QT para a frequéncia de 1Hz, ou 60 batimentos por minuto
(Hasnain and Vieweg, 2014).

2.5. Terpenos

Os terpenoides também chamados de terpenos ou isoprenoides constituem uma classe
de derivados lipofilicos do &cido mevaldnico e sdo moléculas que advém da interagdo de
unidades de isoprenos, que ocorrem amplamente na natureza (Fig. 5). Representam o grupo
mais antigo de produtos de pequenas moléculas sintetizadas por plantas e cupins do género
Nasutitermes (Isoptera, Termitidae, Nasutitermitinae). Varios terpenos tém sido aplicados
como matriz para elaboracdo de complexos sintéticos e novos farmacos através da simplificagdo

molecular. Estes sdo compostos derivados de precursores sintetizados pela rota do acido
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mevalbnico, contendo um arcabougo basico com unidades isoprénicas (la Cruz et al., 2014;
Lapczynski et al., 2008; Simoes, 2007).

Os esqueletos carbonados dos terpendides sdo formados por um numero variavel de
unidades isoprénicas, sendo que o pirofosfato de isopentilalila (IPP) e o pirofosfato de
dimetilalila (DMAPP) séo os precursores terpénicos (Fig. 5). Os terpenos séo agrupados quanto
ao numero de unidades isoprénicas e podem apresentar esqueleto aciclico ou com diferentes

ciclizaces (la Cruz et al., 2014; Simoes, 2007).

CH, cH

P
— OH . s] . i~
3 ot T Hcoc\)&/m fosforilagio HOOC-\)‘\/‘O PP descarboxilagdo

_— =

acetil-CoA acido mevalonico / \
_ I . ..
OFP

1SOpreno 3-IPP DMAPP

Figura 5 — Biossintese dos terpenos pela via mevalonato. O mevaldnico proveniente da unido
de unidades de acetil coenzima A (acetil-CoA). Ocorrendo a desfosforilacdo e descarboxilagéo
do &cido mevalbnico originando o pirofosfato de isopentenila (3-IPP) e pirofosfato de
dimetilalila (DMAPP). Em muitos casos o pirofosfato de isopentenila e o pirofosfato de
dimetilalila ligam-se entre si para formar unidades de isopreno (C5) (Simoes, 2007).

Os monoterpenos sdo as moléculas mais encontradas nos Oleos essenciais,
representando 90% da sua composic¢do. Sao moléculas constituidas por 10 atomos de carbono
formados pela justaposicdo de duas unidades isoprénicas. O complexo mais comum para
composicao dos monoterpenos é o pirofosfato de geranila , contendo uma ligacéo dupla, o que
concede reacfes com formacdo de isdmeros, elaborando inUmeros tipos monoterpos,
apresentando cadeias abertas, ciclicas ou biciclicas, oxigenadas ou ndo (Malberg et al., 2015).

Os diterpenos sdo formados de 4 unidades de isoprenos. Seu antecessor comum € 0
geranilgeranilpirofosfato, uma estrutura formada pela adicdo de uma unidade isoprénica (C5)
ao farnesil (C15) formando um diterpeno aciclico com 20 carbonos em sua estrutura,
frequentemente de cadeia aciclica.

Ja foram descritos mais de 1000 tipos de sesquiterpenos em 6leos essenciais. Sendo essa

classe destacada pela complexidade de suas estruturas, e tem como unidade bésica de origem o
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pirofosfato de farnesila, que por sua vez é originado por 3 unidades isoprenas. O pirofosfato de
farnesila expde uma estrutura carbdnica maior e a presenca de trés duplas ligagdes, concebendo
uma variedade de estruturas diferenciadas, com cadeias lineares, monociclicas, biciclicas e
triciclicas.

A natureza dos sesquiterpenos podem ser aciclicos, com atomos de carbono estruturais
em cadeias abertas (farnesol, nerolidol); monociclicos, com um anel benzénico (acido
abscisico); biciclicos, com dois anéis benzénicos (gama-bisaboleno, beta-selineno, cariofileno)
ou lactonas sesquiterpénicas,compostos que ap0s 0 processo de biossintese apresentam uma
lactona em seu esqueleto carb6nico (Simoes, 2007).

Os sesquiterpenos sdo originarios do 2,6-trans-farnesil pirofosfato (Fig. 6) que através
de uma defluéncia de ciclizages, e alguns arranjos mediados por enzimas expdem um esqueleto
carbdénico com presenca de trés duplas ligacoes. Isso concebe uma gama de estruturas distintas,
com cadeias lineares, monociclicas, biciclicas e triciclicas. Tece assim todo o conjunto de
esqueletos carbonicos conhecidos para esta classe de compostos (Filippo D’Antuono et al.,
2016).

I opp

Figura 06. Representacdo da estrutura quimica do 2,6-trans-farnesil-pirofosfato (Cunha
Neto,2006).

Os sesquiterpenos sao utilizados como ingrediente de perfumaria em cosméticos, como
perfumes, shampoos, sabonetes e outros produtos de higiene pessoal, e em produtos nao

cosmeéticos, tais como produtos de limpeza e detergentes (de Siqueira et al., 2014)

2.5.1. Farnesol

O farnesol (Fig. 7) € um alcool sesquiterpénico encontrado em 0leos essenciais extraidos

do capim-limdo (Cymbopogom citratus), citronela (Cymbopogom nardus), neroli (Citrus
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aurantium), rosa (Rosa centifolia) e tuberose (Polianthes tuberosa). O farnesol foi assim
nomeado devido a farnese acécia (Vachellia farnesiana), ja que as flores desta arvore eram a
fonte comercial da esséncia floral em que foi identificada esta substancia quimica, a adi¢do do
ol foi devido a tal substancia ser quimicamente um alcool (Trimble, 1885). O farnesol é um
liquido incolor, oleoso com um suave e delicado odor doce, utilizado como ingrediente de
perfumaria, cosméticos decorativos, perfumes finos, shampoos, sabonetes e outros produtos de

higiene pessoal (Lapczynski et al., 2008).

= = =
OH

Figura 07 — Representacao da estrutura quimica da estrutura quimica do farnesol

Pesquisas evidenciam algumas propriedades benéficas do farnesol como: propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e quimiopreventiva (Khan and Sultana, 2011; Qamar and
Sultana, 2008; Yazlovitskaya and Melnykovych, 1995).

Estudos realizados com o farnesol mostraram que tal substancia atenua a acéo do 1,2-
dimetil-hidrazina que é induzida por estresse oxidativo em cancer de c6lon em ratos Wistar. As
consequéncias do cancer de colon sdo as lesdes celulares causadas pelo estresse oxidativo
devido a inflamacdo persistente e o dano tecidual por apoptose. O farnesol foi capaz de
aumentar o nivel de todas as enzimas antioxidantes no tecido do c6lon em ratos pré-tratados
com farnesol. Os efeitos do farnesol, foram avaliados por meio da atividade das caspase-3 e a
peroxidacdo lipidica do tecido. No tratamento profiladtico houve aumento das enzimas
superéxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase, glutationa-S-
transferase e quinona redutase. Os resultados mostraram que o farnesol diminuiu
significativamente a atividade da caspase-3 no tecido do colon (Khan and Sultana, 2011).

O farnesol também foi capaz de melhorar a inflamacé&o da lesdo pulmonar induzida por
instilacdo intratraqueal de extrato da fumaca do cigarro em ratos. Foi observado que o farnesol
diminuiu a expresséao do interferon gama (IFN-y) e a citocina indutora de Th1l, IL-12 em ratos,
restaurando os niveis do potencial de oxidagdo aumentando as glutationa redutase e a glutationa
peroxidase. Houve também a restauracdo dos niveis da enzima catalase, responsével pela

quebra do peroxido de oxigénio em &gua e oxigénio. Pode-se dizer que o farnesol potencializa
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as enzimas de defesa enddgena em pulmdes de ratos contra o estresse oxidativo induzido por
extrato da fumaca do cigarro (Qamar and Sultana, 2008).

O farnesol também foi capaz de causar a translocacéo da proteina quinase C (PKC) a
partir da fracdo microssdmica do citosol inibindo assim a sua atividade, evitando também a
ativacdo do PKC por PMA (forbol-12-miristato-13-acetato), o qual é utilizado como uma
ferramenta de pesquisa biomédica em modelos de carcinogénese que também pode ser usado
para estimular a ativacdo de células T, proliferacéo e producéo de citocinas. Também é utilizado
em protocolos para coloracdo intracelular destas citocinas. Estes dados sdo relevantes pois
mostram que o farnesol inibe a PKC apenas nas células de origem neoplésica (Yazlovitskaya
and Melnykovych, 1995).

Sziics (2013) evidenciou que o tratamento oral com 1 mg/kg/dia de farnesol reduziu o
tamanho do infarto no coracdo de ratos apds isquemia/reperfusdo aumentando a
geranilgeranilacdo de proteinas cardiacas, no entanto, isso ndo afetou outros derivados do
mevalonato (colesterol cardiaca, coenzima Q, dolichol). Isto mostra que o efeito cardioprotetor
de farnesol é independente do seu efeito antioxidante, mas pode envolver alteracGes
geranilgeranilacdo. Ocorrendo a farnesilacao/prenilacéo (é a adi¢do de moléculas hidrofébicas
a uma proteina) envolvendo liga¢des covalentes quer de farnesil (15 carbonos) ou geranilgeranil
(20 carbonos) para conservar os residuos de cisteina, evitando que a cisteina seja oxidada pelas
espécies reativas de oxigénio formando cistina. As cisteinas tém um papel fundamental na
manutencdo da estrutura tercidria de proteinas. O farnesol promove ligacOes
dissulfureto/dissulfeto entre os seus grupos tiol, aumentando a estabilidade molecular e a
resisténcia a protedlise. E um processo importante para mediar as interagdes proteina-proteina
e proteina-membrana (Szucs et al., 2013).

O farnesol também foi capaz de inibir a atividade dos canais de calcio tipo-L em
musculo liso. Sabendo que a contragdo muscular lisa decorre da concentragio do Ca*?
citoplasmatico livre e do influxo de calcio pelos canais do tipo-L, o farnesol bloqueia tal
caminho sem modificar a liberagcdo dos estoques intracelulares. Tal descoberta foi realizada
através da técnica de “patch-clamp” com medicio direta da atividade dos canais de Ca*
voltagem-dependentes. Como sabemos bloqueadores dos canais para célcio, tais como a
nifedipina, induz hipotensdo por causar vasodilatacdo, assim a acdo de redugdo da pressao
arterial, pode ser relevante in vivo. (Luft et al., 1999; Roullet et al., 1997). O corag¢do também
expressa 0s canais para calcio tipo-L, entretanto, esses canais apresentam suas particularidades
em cada tecido. Apesar do estudo ter sido feito em masculo liso, ndo existe na literatura estudos

que mostrem a acdo do farnesol em musculo cardiaco.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar os efeitos contrateis e eletrofisioldgicos do farnesol em coracao de rato

Objetivos Especificos

Caracterizar os efeitos contrateis do farnesol sobre o musculo cardiaco de rato;
Descrever o efeito do farnesol sobre o influxo de célcio em atrio isolado de rato;
Avaliar o efeito do farnesol sobre 0s canais para potassio no atrio esquerdo de rato;
Definir o efeito do farnesol sobre a automaticidade do coragéo de rato;

Descrever os efeitos eletrocardiograficos do farnesol em coracéo isolado de rato;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Nos procedimentos experimentais foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 250 e
300 g, reproduzidos, criados e mantidos pelo Biotério setorial da Universidade Federal de
Sergipe e, posteriormente alojados no Biotério do Laboratorio de Biofisica do Coracdo. Os
animais, mantidos em ciclo claro-escuro de 12 horas a temperatura ambiente (20 - 25 °C),
tiveram acesso a agua e racio livremente. O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa Animal (Protocolo n° 06/15) da Universidade Federal de Sergipe. Sua execucéo
foi feita sob a normativa do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e ap6s a morte os animais foram descartados segundo as recomendacdes do
Departamento de Fisiologia/CCBS/UFS.

4.2 Substancias e sais

O farnesol, (£)-BAYK 8644 e o tetraetilamonio (TEA) foram adquiridos da Sigma
Aldrich (St. Louis, Missouri, EUA). O cloreto de sodio P.A. (NaCl), cloreto de calcio diidratado
P.A. (CaCl2.2H.0), glicose, cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl..6H20), fosfato de sddio
monobéasico monohidratado P.A. (NaH2PO4.H20) e o bicarbonato de sodio (NaHCOs3) foram
adquiridos da Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O cloreto de potéssio (KCI) foi adquirido da
Vetec (Rio de Janeiro, Brasil) e a heparina da Roche (Sao Paulo, Brasil).

4.3.  Avaliagdes das respostas do farnesol sobre a contratilidade do miocardio atrial

4.3.1. Montagem experimental do atrio esquerdo

A forca de contracdo foi determinada em atrio esquerdo isolado de rato. Os animais
foram mortos por decapitacéo por guilhotina. O atrio esquerdo foi retirado e montado em cuba
para orgdo isolado (8 mL, 29 + 0,1 °C), onde permaneceu em solucdo de Krebs Henseleit
descrita e modificada por Vassalo (1998) (em mM: NaCl 120, KCI 5,4, MgCl. 1,2, NaHCOs
27, CaCly 1,25, Glicose 11, NaH2PO4 2,0, pH 7,4). A solucdo foi aerada por uma mistura
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carbogénica (95 % de Oz e 5 % de CO.). Os atrios foram estirados para uma tensao de repouso
de 5 mN (0,5 gf) e submetidos a uma estimulacdo de campo de 1 Hz, 100 V e 0,5 ms
(STIMULATOR SD9 GRASS da Astro-Med, Inc). A forca foi registrada isometricamente
(transdutor GRASS FT03) e os sinais do transdutor foram enviados a um amplificador (GRASS
P11T), sendo, em seguida, digitalizados (DATAQ DI1710, WINDAQ PRO) e armazenados em

computador para processamento “off-line” (Fig. 8).
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Figura 08 - Esquema da montagem experimental usada para determinar a forca de contracédo
atrial. O éatrio foi estimulado a 1 Hz, 100 V e 0,5 ms (STIMULATOR SD9 GRASS) e a forca
foi medida com um transdutor isométrico (GRASS FT03) acoplado a um amplificador (GRASS
P11T), sendo os sinais digitalizados (DATAQ DI-710) e, em seguida, armazenados em
computador.

4.3.2 Determinacdo de parametros contrateis

Apbds um periodo de estabilizacdo de 30 minutos, foram adicionadas ao banho
concentragOes crescentes do farnesol a fim de determinar os seus efeitos sobre a forca de
contracdo atrial. Além disso, também foram determinados, em situacdo controle e teste, a
duracdo da sistole, duragdo da diastole, duracéo total do ciclo de contracdo, derivada maxima
da contragdo (+dT/dt) e do relaxamento (-dT/dt) Para determinar as variaveis citadas acima,
foram selecionadas 50 contragfes sucessivas em situacdo controle e no efeito maximo do
farnesol. Essas contracOes atriais foram processadas pelo software LabChart 8

(ADinstruments).
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4.3.3 Determinacéo da CEso

A CEso (concentragdo capaz de produzir 50 % do efeito maximo) do farnesol foi
determinada a fim de estimar a sua poténcia. Para isso, os dados experimentais referentes ao
efeito inotrépico foram ajustados por curvas obtidas a partir da equacdo de Hill-Langmuir (\VVoet
etal., 2014).

4.3.4 Agéo do farnesol sobre a curva concentragao-efeito do CaCl2

Para avaliar a resposta do farnesol sobre a entrada de célcio nas células do miocéardio
atrial, foram levantadas curvas concentracdo-resposta adicionando-se o CaCl, ao banho de
forma cumulativa para que fossem obtidas as seguintes concentracGes de célcio: 0,5a 7,0 mM.
Para aumentar o efeito inotropico positivo do Ca*?, a concentragdo de CaCl. na solucéo de
Krebs-Henseleit foi reduzida para 0,5 mM. As curvas de CaCl, foram obtidas na auséncia e na
presenca do farnesol. Para cada situacéo, foi levantada a curva da resposta inotropica em funcao

do logaritmo da concentragéo extracelular de CaCls.

4.3.5 Acdao do farnesol sobre a curva concentracdo-efeito do (+)-BAY K8644

Para avaliar a resposta do farnesol foi por meio do bloqueio dos canais para célcio tipo-
L, foi utilizado o (£)-BAY K8644, que € um agonista deste canal. O agonista foi adicionado ao
banho de forma cumulativa (5, 10, 30, 50, 100, 300 e 500 nM) tanto na auséncia, quanto na
presenca do farnesol. A partir das amplitudes das forcas atriais, foram construidas curvas da
resposta inotropica em funcdo do logaritmo da concentracdo do (x)-BAY K8644 no meio

extracelular.

4.3.6. Avaliacdo da participacdo de canais para potassio presentes na membrana

plasmatica sobre a resposta inotrdpica do farnesol

Para estudar se o efeito inotropico do farnesol foi mediado por ativacdo de canais de

potassio, foi testada a resposta inotropica do farnesol mediante ou ndo ao bloqueio desses
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canais. O bloqueio desses canais foi realizado com tetraetilaménio (TEA, 20 mM), um
antagonista inespecifico desses canais.

4.4 Avaliagdo da resposta eletrocardiogréafica do farnesol em coracgéo isolado de rato

4.4.1 Montagem experimental do coracdo isolado

Os ratos foram previamente heparinizados (1000 U.l./kg, via subcutanea) e mortos
(decapitacdo por guilhotina) 30 minutos ap6s a administracdo. O torax foi aberto e o coragdo
removido e montado em sistema de perfusdo aortica do tipo Langendorff de fluxo constante (10
mL/min, Bomba peristaltica, Milan) de Krebs-Henseleit modificado por Vassalo (Vassallo et
al., 1997), aerado por mistura carbogénica (95 % de Oz e 5 % de CO3) e aquecido a 34 + 0,1 °C
(Bomba HAAKE C/F3). Para isso, a solucdo de Krebs-Henseleit foi previamente filtrada em
millipore (0,45 um) a fim de prevenir a microembolia coronariana (Harrison and Raymond,
1951). Dois eletrodos de aco inoxidavel, inseridos na auricula do atrio direito, foram usados
para estimular o coracdo. Para isso, foi usado pulso retangular de corrente gerados pelo S48
Stimulator (GRASS). A frequéncia de estimulacdo foi regulada para cada coracdo de modo a
ser cerca de 20 % mais elevada do que a frequéncia espontanea do nodo sinusal (GRASS S48
Stimulator). O coragdo foi mantido submerso em solugdo de Krebs-Henseleit contida em
Becker (50 mL). Os potenciais elétricos foram captados por meio de trés eletrodos (AgCI/NaCl
1 M) imersos na solucdo e seus sinais foram monitorados e pré-amplificados por um
cardioscépio (EMAI RX10) e, posteriormente amplificados e digitalizados (PowerLab 4/35
ADInstrument). Os sinais foram armazenados em microcomputador para processamento off-
line (Fig. 9).
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Figura 09 - Representacdo esquematica do sistema de perfusdo aortica de fluxo constante do
tipo Langendorff usado para obter os sinais eletrocardiograficos e a frequéncia espontanea do
marcapasso dominante.

4.4.2 Avaliacdo da resposta do farnesol sobre a frequéncia espontanea do coragao

isolado de ratos

Para avaliar o efeito do farnesol sobre a frequéncia cardiaca espontanea em coragdes
isolados de ratos, os coragdes foram mantidos com batimento espontaneo. Utilizando o software
LabChart 8 foi possivel determinar os intervalos RR (Fig. 4) e converté-los em frequéncia
cardiaca. Essa analise foi realizada em situacdo controle, durante o teste com o farnesol e, por

fim, ap6s o washout.

4.4.3 Avaliacdo da resposta do farnesol sobre a pressdo intraventricular esquerda (PVE)

A pressdo no interior do ventriculo esquerdo (PVE) foi determinada, em coracao
estimulado eletricamente, por meio de um balonete insuflado com agua até uma pressdo de 15
cmHg. O atrio esquerdo foi retirado e o balonete introduzido no ventriculo esquerdo do coragao
isolado. Esta tubulagéo estava acoplada a um transdutor de pressao (MLTO0699/A), cujos sinais

foram amplificados (Bridge Amp FE221 ADInstrument), digitalizados (PowerLab 4/35
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ADInstrument) e gravados em computador. Todo o sistema hidraulico usado para determinar a
pressao intraventricular estava preenchido com agua destilada e foi calibrado com a ajuda de

um mandmetro de mercurio.

4.4.4 Determinacdo dos parédmetros eletrocardiogréaficos

O eletrocardiograma registra os eventos relacionados a despolarizacéo e repolarizacéo
dos éatrios e ventriculos. A onda P representa a despolarizacao atrial e as ondas do complexo
QRS e T, correspondem a despolarizagdo e a repolarizacdo ventricular, respectivamente
(Lantieri and Bertoletti, 2009). Neste tipo de tracado, entre outros aspectos, € importante a
anélise de dois intervalos:

1- intervalo PR (medido do pico da onda P até o pico da onda R), pois ele representa o

tempo gasto pela onda despolarizante para trafegar do nodo sinusal até as massas

ventriculares;

2- intervalo QT (medido do inicio do complexo QRS até o pico da onda T), porque ele

representa as fases de despolarizacédo e repolarizacdo ventricular, ou seja, sua duragéo

equivale a duragdo do potencial de acdo ventricular (Hasnain and Vieweg, 2014).

Esses parametros foram determinados em coragdes estimulados artificialmente com
frequéncia constante (Fig. 10). As determinacdes foram feitas inicialmente com coragdo
perfundido com solucdo Krebs-Hanseleit (controle), em seguida com a solucgdo teste (Krebs-

Hanseleit + farnesol) e, entdo, novamente perfundido com solucdo Krebs-Hanseleit (washout).

PRi St St

QRS QRS QES

Figura 10 - Tracado eletrocardiografico representativo mostrando os parametros PRi, QTi e
QRS que foram determinados na auséncia e na presenca do farnesol. P, onda p; St, estimulo
elétrico; T,onda T.
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4.5 Tratamento estatistico dos dados

Para a sistematizacdo e observacédo dos resultados, os dados foram tabulados e com eles
feitos os graficos (Excel, GraphPad Prism). Todos os dados foram expressos como média + erro
padrdo médio (EPM), e 0 nimero de animais é mostrado como n. Para a decisao estatistica, foi
usado a analise de variancia de uma via ou duas via (ANOVA one-way, two-way) seguido de
teste de Tukey ou o teste t-student, a depender do caso. Valores de probabilidade de p < 0,05

foram considerados estatisticamente significativos
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S. RESULTADOS

5.1. Efeito do farnesol sobre a forca contratil do atrio esquerdo de rato

Nesse estudo foram avaliados os efeitos do sequiterpeno farnesol em é&trio esquerdo
isolado de rato submetido a estimulacdo elétrica. Ao avaliar a resposta contratil do farnesol em
atrio, foi observado que o mesmo induziu leve aumento da forca contratil em baixas
concentracdes e, em concentracdes acima de 1 mM promoveu diminuicdo da forca contrétil
(Fig. 11A). Essa resposta foi dependente da concentracdo. A redugdo da forga contrétil foi de
41,63% na concentracdo méxima usada (7 mM). A Fig. 11B mostra a curva-concentracao
resposta do efeito inotropico negativo do farnesol no qual foi possivel estimar a CEsg de 2,84 +
0,19 mM (n =5).

A

0.003 0.1 1.0 30 40 5.0 60 7.0 Washout

|L|
-
2.0min

Farnesol {mM)

= N w
o o o
1 1 1

0‘ L] L] 1
2.0 2.5 3.0 35 40 45

Log [Farnesol (uM)]

Efeito inotrdpico negativo (%)

Figura 11. Efeito inotropico negativo do farnesol em atrio esquerdo de rato. Resposta do
farnesol sobre a forca de contracdo do atrio esquerdo de rato (A). Curva concentragdo-resposta
do efeito inotrépico negativo do farnesol (B) (CEso = 2,84 + 0,19 mM, n = 5).
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5.2.Efeito do farnesol sobre a duracéo do tempo de contragdo e relaxamento e sobre as
derivadas méximas da contracao (+dT/dt) e do relaxamento (-dT/dt)

Ao analisar o curso temporal das fases de contragéo e relaxamento atrial, observou-se
que o farnesol (7 mM) aumentou a duracdo da sistole de 0,09 + 0,001 s para 0,21 + 0,028 s (p
=0,0037) (Fig. 12 A). Contudo, a duracdo da diastole foi reduzida de 0,88 + 0,001 s para 0,76
+ 0,027 s (p = 0,0034) (Fig. 13A).

A dT/dt representa a variacdo da taxa de tensdo em funcdo do tempo, podendo ser
positiva relacionada a fase de contracdo (dT/dt+) ou negativa referente a fase de relaxamento
(dT/dt-). Consiste em um dos indices utilizados para avaliar a velocidade da contracédo e do
relaxamento cardiaco, respectivamente (Imanishi et al., 1994). Na concentracdo de 7 mM de
farnesol, a dT/dt (+) foi reduzida de 12,15 + 1,44 gf/s para 4,886 £ 0,75 gf/s ( t=9.194; p =
0,0008) (Fig. 12 B). A primeira derivada negativa (dT/dt-) foi observado também que o farnesol
promoveu reducao de |-8,18| = 0,83 gf/s para |-3,99| + 0,33 gf/s (t = 4.668; p = 0,0016) (Fig. 13
B).

Por outro lado, ndo houve alteracdo significativa na duracéo total do ciclo da contracédo
atrial (p = 0,36) (Fig. 14).
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Figura 12. Efeito do farnesol (FNS, 7 mM) sobre a duracéo da sistole (aumento de 0,09 £ 0,001
s para 0,21 = 0,028 s) e sobre dT/dt (+) (reducdo de 12,15 + 1,44 gf/s para 4,886 = 0,75 gf/s
(Anova one-way e teste t *p < 0,05, n =5).
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Figura 13. Efeito do farnesol (FNS, 7 mM)) sobre a duracdo da diastole (reducéo de 0,88 +
0,001 s para 0,76 = 0,027 s) (A) e sobre a dT/dt (-) (reducéo de |-8,18| + 0,83 gf/s para |-3,99| =
0,33 gf/s) (B) em atrio esquerdo de rato (Anova one-way e teste t *p < 0,05n = 5).
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Figura 14. Efeito do farnesol (FNS, 7 mM) sobre duracgéo total do ciclo da contracdo em atrio
esquerdo de rato (n = 5).

5.3  Resposta do farnesol sobre o influxo de Ca*? no atrio esquerdo de rato

Como sabemos o calcio tem papel central na modulagdo da contratilidade cardiaca
(Miller, 2004). Dessa forma, resolvemos investigar se a resposta inotrépica negativa do farnesol
envolvia a capacidade do terpeno em alterar o influxo de Ca*?. Para isso, foram realizadas
curvas concentracdo-resposta do CaCl> na auséncia e presenca do farnesol. A Fig. 15
exemplifica tracados experimentais mostrando a resposta inotrépica positiva do CaCl, em
situacdo controle (painel A) e na presenca do farnesol (painel B). Pode-se notar que a resposta

inotrdpica positiva do CaCl, foi diminuida na presenca do farnesol. A Fig. 15 C mostra que 0
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farnesol (4 mM) deslocou para direita a curva concentracdo-resposta do CaCl,> aumentando a
sua CEsp de 1,51 + 0,26 mM para 3,93 £ 0,33 mM (n =5, p < 0,0001) e diminuindo a eficacia

méaxima de 100% para 23%.
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Figura 15. Resposta do farnesol (FNS) sobre a curva concentragdo-resposta do CaCl,. Tracado
experimental da curva de CaCl, em situacdo controle (A) e na presenca do FNS (4 mM) (B).
Curvas concentracdo-resposta (C) mostrando a resposta inotrépica positiva do CaCl, na
auséncia e presenca de FNS, onde foi possivel verificar que o FNS alterou a CEso do CaCl, de
1,51 + 0,26 mM para 3,93 £ 0,33 mM e diminuindo a eficacia maxima para 23% (Anova two-
way para medidas repedidas, n =5, p < 0,0001).
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5.4  Resposta do farnesol sobre a curva concentragao-resposta do (+/-)-BAY K8644 no

atrio esquerdo de rato

Para reforcar a hipotese que a resposta cardiodepressora do farnesol foi decorrente da
diminuicdo do influxo de célcio pelos canais tipo-L, avaliou-se a resposta do farnesol sobre a
curva concentracdo-resposta inotrépica positiva do (+/-)-BAY K8644, um agonista seletivo
para o canal de Ca*? tipo-L (Thomas et al., 1985). Em situagdo controle, o (+/-)-BAY K8644
apresentou uma CEso = 0,012 + 0,93 puM. Os resultados mostraram que o farnesol impediu 0
aumento de forca contratil evocado pelo (+/-)-BAY K8644 (Fig. 16). Em virtude da auséncia
de resposta inotropica do (+/-)-BAY K8644 na presenca do farnesol, ndo foi possivel calcular
a CEso do (+/-)-BAY K8644 na situacao teste.

W (+/-)-BayK8644
-k (+/-)-BayK8644 + FNS (4 mM)

(% do controle)

* * % % * * % * *

Efeito inotrépico positivo

-85 -8.0 -7.5 -7.0 -6.5 -6.0 -5.5 -5.0
Log [(+/-)-BayK8644 (uM)]

Figura 16. Resposta do farnesol (FNS, 4 mM) sobre a curva concentracao-resposta do (+/-)-
BAYK 8644 (CEso= 0,012 + 0,93 uM) (n = 5).

5.5  Efeito do farnesol sobre os canais para potassio no atrio esquerdo de rato

E sabido que a abertura de canais para potassio no coracdo leva a diminuicio da
contratilidade cardiaca (Sellitto et al., 2010). Dessa forma, com a finalidade de avaliar a
participacdo desses canais na resposta inotropica negativa do farnesol foi utilizado 20 mM de
tetraetilamonio (TEA), um bloqueador inespecifico dos canais para potassio. Para tanto, curvas

concentracdo-efeito do farnesol foram obtidas apds 20 minutos de incubac¢do com o TEA (Fig.
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17). As andlises estatisticas mostraram que o TEA ndo alterou a CEso do farnesol mas aumentou
a eficacia maxima do farnesol de 41,63% para 63,02,
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Figura 17. Curvas concentracdo-efeito do farnesol (FNS) na auséncia e presenca de 20 mM de
tetraetilaménio (TEA) em atrio esquerdo de rato. O TEA aumentou a eficacia maxima do
farnesol de 41,63% para 63,02%. (Anova two-way para medidas repedidas, n =5, p < 0,0001).

5.6  Resposta do farnesol sobre parametros eletrocardiogréaficos e pressao ventricular
esquerda (PVE)

No coracao isolado de rato, o farnesol promoveu alterac6es no perfil eletrocardiografico.
A Fig. 18A mostra tracados eletrocardiograficos representativos em situacdo controle (painel
A) e apds os 10 primeiros minutos de perfusdao com 0,4 mM de farnesol (painel B). No tracado
A, pode-se observar que o farnesol aumentou o intervalo PR (PRI, linha continua) de 75 ms
para 100 ms e aumentou o intervalo QT (QTi) de 40 ms para 47 ms (linha tracejada). A Fig.
18B sumariza os efeitos eletrocardiograficos do farnesol, em funcdo do tempo (10 min), em 5
coragdes. Foi observado que 4 minutos ap6s a perfusdo do farnesol (0,4 mM) os pardmetros
eletrocardiogréaficos ja estavam com alteragdo significativa em relacdo ao controle. Em 10
minutos, o PRi aumentou de 67,4 £ 0,5 ms para 105,3 + 0,9 ms (p = 0,036, n = 5. Além disso,
o farnesol aumentou o QTi de 40,83 £ 0,21 ms para 56,39 + 0,93 ms (p < 0,001, n =5). O QTi
é um parametro que reflete a duragéo do potencial de a¢do do ventriculo. Com relacdo a duragdo
do complexo QRS, o farnesol aumentou esse parametro de 20,58 + 0,17 ms para 32,64 + 0,72
ms (p < 0,004, n=5).
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Figura 18 — AlteracGes no perfil eletrocardiografico promovido pelo farnesol (FNS, 400 uM)
em coracdo isolado de rato. Tracados eletrocardiograficos representativos (A) em situacdo
controle (painel superior) e ap0s a perfusdo do farnesol (painel inferior). Resposta do farnesol
sobre os intervalos PR (B), intervalo QT (C), e do complexo QRS (D) em situacéo controle e
na presenc¢a de 0,4 mM de FNS em funcdo do tempo; foi observado aumento do intervalo PR
de 67,4 £ 0,5 ms para 105,3 £ 0,9 ms, o intervalo QT de 40,83 + 0,21 ms para 56,39 + 0,93 ms
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e da duracdo do complexo QRS (C) de 20,58 + 0,17 ms para 32,64 + 0,72 ms, no tempo de
10min. (Anova one-way seguido de teste de Tukey n =5, *p < 0,05).

A Fig. 19A mostra tracados representativos da PVE em situacdo controle (painel
superior), apés 2 mim (painel central) e 10 min de perfusdo (painel inferior) com 0,4mM de
farnesol. Foi possivel observar que com 2 minutos de perfusdo com o farnesol ocorreu um
aumento da PVE (p < 0,001) e com 10 minutos observou-se uma diminuicédo significativa da
PVE. A Fig 19B sumariza os efeitos do farnesol sobre a PVE em situacao controle e na presenca
de 0,4mM em funcdo do tempo. O farnesol induziu efeito bifasico promovendo aumento da
PVE em 2 e 4 min, e diminuicdo da PVE ap6s os 6 minutos de perfusdo. Em 10 minutos, houve
reducdo média da PVE diminuiu de 36,73 = 0,04 mmHg para 23,0 £ 0,15 mmHg (p < 0,001, n
=5). Além de reduzir a PVE, a Fig. 19A, mostra que o farnesol também diminuiu a frequéncia
cardiaca, como pode ser verificado pelo aumento do periodo entre os batimentos de 0,28 s para
0,39 s, ap6s 10 minutos de perfusdo. A reducdo média da frequéncia cardiaca em 5 corages
pode ser visto na Fig. 19C. Em 10 minutos, a frequéncia cardiaca reduziu de 231,1 + 0,48 bpm
para 172,8 £ 0,23 bpm (p = 0,01, n =5).
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Figura 19 —Efeito do farnesol (FNS) sobre a pressdo do ventriculo esquerdo (PVE) e frequéncia
cardiaca em coracdo isolado de rato. Painel A mostra tragados representativos da PVE em
situacdo controle (tracado superior) e apos 2 (tragcado médio) e 10 minutos de perfusdo (tracado
inferior) com 400 puM de farnesol. Painel B e C mostram, respectivamente, os efeitos do
farnesol sobre a PVE e frequencia cardiaca (n = 5, *p < 0,05).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho investigou as atividades biologicas do farnesol em coragéo de rato,
tendo sido avaliado os seus efeitos sobre a contracéo atrial e ventricular, canais para potassio e
calcio. Os efeitos do farnesol sobre as propriedades elétricas foram avaliadas através do perfil
eletrocardiografico.

Neste estudo, destaca-se o efeito inotrdpico negativo do farnesol, que foi dependente da
concentracdo. Além de reduzir a forca contratil, o farnesol alterou o curso temporal das fases
de contracdo e de relaxamento, ou seja, promoveu aumento na duracao da sistole associado a
uma diminuicdo da derivada méxima da contracdo (+dT/dt). Esses resultados mostram que o
farnesol tornou o processo de contracdo atrial mais lento. E sabido que o acoplamento
excitacdo-contracdo (AEC) é o fenémeno desde da excitacdo elétrica do midcito até a contracdo
do coracgdo. E o segundo mensageiro, o célcio, é essencial para a atividade elétrica cardiaca e é
um ativador direto dos miofilamentos que promovem a contragdo muscular (Bers, 2002). Uma
hipGtese para explicar o aumento da duragdo da sistole é uma acdo do farnesol impedindo o
processo de AEC seja por alterar a dindmica do calcio intracelular seja por diminuir a afinidade
da troponina-C ao ion célcio (Hamlin and del Rio, 2012).

Em contrapartida, diferente da sistole houve reducdo da duragdo da diéstole. Entretanto,
ndo se pode afirmar que o processo de relaxamento tornou-se mais rapido pois houve reducéo
da derivada maxima do relaxamento (-dT/dt). A reducdo a -dT/dt é indicativo de que a
velocidade do relaxamento esta mais lenta. Porém, esse resultado pode ser explicado através da
formula de velocidade média, onde velocidade relaciona a variagcdo da posi¢ao no espaco (neste
caso temos a tensdo) em relacdo ao tempo. Sendo entdo possivel dizer, que para haver
diminuicdo da velocidade, ou o espaco (tensdo) tem que diminuir ou o tempo aumentar. Para o
farnesol ter diminuido a velocidade de relaxamento (-dT/dt), a derivada da tensdo (contracao)
teve que apresentar uma diminuicdo maior que a diminuicdo da derivada do tempo, conforme
ocorreu com a diminuicdo da duracdo da diastole. Esses dados mostram que o farnesol
dificultou os mecanismos que promovem a diminui¢do do célcio intracelular, ou seja, que
promovem o relaxamento muscular. Sabemos que para que ocorra o relaxamento muscular, a
concentragdo do calcio citosélico deve diminuir de 10° M para 10° M a 10° M (Chemlaet al.,
2000). S&o 4 vias envolvidas nesses processo: SERCA, trocador Na*/Ca*? sarcolemal, ATPase
de calcio sarcolemal e transportador de céalcio mitocondrial (Bers, 2002). A contribuicdo de
cada uma dessas vias varia entres as espécies (Bassani et al., 1994). Em coracdo de rato, a
SERCA e trocador Na*/Ca*? contribuem, respectivamente, com 92% e 7% para a remogéo do

calcio citosélico. Dessa forma, a diminuicdo da velocidade do relaxamento muscular pode ter
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sido decorrente da diminuicdo da atividade da SERCA, que é a principal via envolvida no
esvaziamento do célcio citosélico. Apesar de ter prolongado o tempo de contracéo e encurtado
o0 relaxamento atrial, o farnesol ndo promoveu alteracdo significativa na duracao total do ciclo
da contracéo.

Entende-se que, a forca de contracdo do musculo cardiaco é dependente da concentragao
de Ca*? citoplasmatico livre, e que seu influxo ocorre principalmente pelos canais do tipo-L
(Miller, 2004). O influxo de calcio por esses canais dispara a liberacdo de célcio do reticulo
sarcoplasmatico (CICR) através dos receptores da rianodina (RyR2) aumentando a
concentracdo de calcio citoplasmatico, promovendo a contragcdo muscular. Dessa forma, uma
diminuicdo da entrada de célcio sarcolemal pode diminuir a forca contratil do miocardio. Assim
sendo, resolvemos investigar a relacdo da resposta inotropica negativa do farnesol e a reducéo
do influxo de Ca*? no musculo atrial. Para tal, foram realizadas curvas concentragdo-resposta
do CaCl; tanto na auséncia (controle) quanto na presenca do farnesol. Foi observado que o
farnesol, a 4 mM, deslocou para a direita a curva concentracdo-efeito do CaCl, aumentando a
sua CEsp de 1,51 + 0,26 mM para 3,93 = 0,33 mM. Além disso, houve reducéo significativa da
eficacia maxima do CacCl; indicando que o farnesol exerce um antagonismo ndo-competitivo
ao calcio. Esses resultados indicam que o farnesol dimunui a entrada de calcio no midcito atrial.
Para reforcar essa hipdtese, avaliamos o efeito do farnesol sobre a resposta inotrdpica positiva
induzida pelo BAYK 8644, que é um agonista dos canais para Ca*? tipo-L por aumentar a
probabilidade de abertura desses canais (Thomas et al., 1985). Os resultados mostraram que na
presenca do farnesol o0 BAYK 8644 teve sua resposta inotropica totalmente inibida. Dessa
forma, temos fortes evidéncias de que a reducdo da forca contrétil induzida pelo farnesol se
deve a uma reducdo significativa do influxo da célcio no coragdo. Corroborando com 0s N0SS0S
resultados, Roullet et al (1997) verificaram em masculo liso, através da técnica de patch-clamp,
que o farnesol bloqueou canais para Ca*? tipo-L.

A capacidade dos terpenos de bloquear canais para Ca*? tipo-L tem sido observado tanto
em mausculo liso quanto em musculo cardiaco (Santos et al., 2011). Os monoterpenos podem
modular as propriedades funcionais dos canais idnicos tanto voltagem-dependentes quanto
ligando-dependentes (Oz et al., 2015). Foi verificado em cardiomidcito isolado que
monoterpenos, tais como a R(+)-pulegona (de Cerqueira et al., 2011), geraniol (de Menezes-
Filho et al., 2014a), (-)-mentol (Baylie et al., 2010) bloqueiam canais para Ca*?tipo-L. Estudos
realizados com os terpenos carvacrol, eugenol e timol evidenciaram que tais substancias inibem
a corrente de célcio em cardiomiécito canino (Magyar et al., 2004). Existem poucos estudos

mostrando os efeitos dos sesquiterpenos em coragdo e, especificamente, sobre canais para
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calcio. Siqueira et al. (2014) verificaram em musculo liso que o (-)-a-bisabolol age inibindo
canais para célcio voltagem-dependente. Outros trabalhos mostraram que o sesquiterpeno s-
petasina, isolado de Petasites formosanus, também inibiu corrente para calcio tipo-L tanto em
musculo liso (Wang et al., 2001) quanto em musculo cardiaco de rato (Wang et al., 2004). O
sesquiterpeno trans-cariofileno também inibiu influxo de calcio por bloquear canais para Ca*?
tipo-L em musculo liso de traqueia de rato (Pinho-da-Silva et al., 2012) e 6xido B-cariofileno
também exerceu esse efeito em masculo ventricular de cobaia (Sensch et al., 2000).

Outra via que promove diminui¢éo da forca de contracéo atrial acontece por abertura de
canais para potassio. O aumento do efluxo de potéssio acarreta na hiperpolarizacao da célula,
0 que leva a reducdo do influxo de célcio e, consequentemente, diminui¢cdo da forca de
contracdo (Sellitto et al., 2010). Para avaliar se a resposta do farnesol envolvia a abertura dos
canais para potassio presentes na membrana do cardiomidcito, utilizamos o TEA (antagonista
ndo seletivo dos canais para potassio). Os resultados mostraram que o0 TEA ndo alterou a CEsg
do farnesol (2,84mM), entretanto, aumentou a eficacia maxima do farnesol de 41,63% para
63,02%. O aumento da eficacia maxima pode ser explicado pela acdo sinérgica entre as duas
drogas, pois 0 TEA interage com os receptores da RyR diminuindo a condutancia desse canal,
e como consequéncia dessa alteracdo, ocorre a reducao da liberagcdo de célcio pelo reticulo
sarcoplasmatico, promovendo ainda mais reducao do calcio citoplasmatico (Tanna et al., 2001).

O bloqueio de corrente de célcio pode induzir alteracGes eletrofisioldgicas importantes,
tais como bloqueios de conducdo da onda elétrica no coracdo e diminuicdo da frequéncia
cardiaca. Dessa forma, investigamos se o farnesol poderia induzir alteracGes eletrofisiologicas
significativas. Assim sendo, foram feitos experimentos em coracédo isolado em sistema de fluxo
constante, onde foram realizados medidas simultaneas da presséo do ventriculo esquerdo (PVE)
e do ECG. O farnesol promoveu diminuicéo significativa da PVE, o que corrobora os achados
em atrio esquerdo isolado mostrado anteriormente.

Além desta resposta, houve alteracdes no perfil eletrocardiogréafico, tais como aumento
do intervalo PR, indicativo de bloqueio atrioventricular de primeiro grau (BAV 1°). Este
bloqueio é decorrente da dificuldade na passagem da onda elétrica pelo nodo atrioventricular
e/ou por aumentar o periodo refratario do miocéardio , estes sdo efeitos caracteristicos de drogas
bloqueadoras dos canais para calcio, que influenciam os potenciais de acdo de resposta lenta,
tais como o nodo sinusal e 0 nodo AV. QOutras substancias que promovem esse bloqueio sdo 0s
B-blogueadores, glicosideos cardiacos, e drogas que aumentam a atividade colinérgica (Zhou et
al., 2009).
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Foi observado que o farnesol também aumentou o intervalo QT (QTi), que reflete o
periodo necessario para que aconteca a despolarizacdo e a repolarizacdo ventricular, ou seja,
um parametro indireto para estimar a duracdo do potencial de acdo ventricular. Esse efeito é
tipico de drogas que bloqueiam canais para potassio. Farmacos antiarritmicos da classe 111, tal
como a amiodarona e o sotalol, promovem seus efeitos bloqueando os canais para potassio,
aumentando o tempo da repolarizagdo e, consequentemente, prolongando o intervalo QT
(Grimm et al., 1997).

Outro efeito eletrocardiografico observado foi aumento da duracdo do complexo QRS,
indicando possivel bloqueio do canal para sodio, pois a fase de despolarizacdo da célula
ventricular cardiaca é gerado pelo influxo de fons Na® através de canais seletivos. Este
complexo resulta da soma dos vetores de despolarizacdo dos ventriculos direito e esquerdo, que
corresponde a fase 0 do potencial de acdo ventricular (Fermini and Fossa, 2003).

O farnesol também promoveu reducdo significativa da frequéncia cardiaca. Como se
sabe, a frequéncia cardiaca é normalmente controlada pelo marcapasso primario do coracéo,
que é o nodo sinusal. As células marcapasso do coracdo exibem a propriedade de
automaticidade como resultado de uma gradual despolarizacdo durante a diastole elétrica
(despolarizacéo diastdlica lenta, DDL). A DDL e a fase de despolarizacao do potencial de acdo
marcapasso, Sa0 processos essenciais para a formacdo do impulso elétrico do nodo sinoatrial.
Estes fendmenos estdo intimamente ligados ao influxo de célcio através do sarcolema. Quando
essa corrente esta severamente reduzida, ocorre o desacoplamento eletromecanico do miocéardio
e 0s marcapassos do coracdo sao silenciados (Lipsius et al., 2001). De acordo com Lipsius et
al. (2001) muitas correntes i0nicas contribuem para a DDL: 1) surgimento da corrente “funny”
transportadora de Na* (lf) e que é ativada pela hiperpolarizacdo; 2) reducdo da corrente de
efluxo de K*; 3) aumento da corrente do trocador Na*/Ca*? e, 4) aumento das correntes de
influxo de Ca* tipo-L e tipo-T. A contribuicdo individual destas correntes para a atividade
marcapasso é, no entanto, ainda controversa. Para diminuir a frequéncia cardiaca, como de fato
o farnesol fez, uma ou mais dessas correntes devem estar alteradas. A corrente ibnica que
provavelmente foi afetada para diminuicdo da frequéncia cardiaca deve ter sido a corrente de
calcio tipo-L. O efeito do farnesol sobre a frequéncia cardiaca, ndo parece ser mediado pelo
aumento da corrente de efluxo de K™ que, por si, leva a hiperpolarizacao celular, tal como faz a
acetilcolina. Para reforcar esta suposicao, foi observado, em coracéo isolado de rato, que o
farnesol aumentou o QTi. O aumento do QTi promovido pelo farnesol parece ser decorrente do
blogueio de canais de K, justamente um efeito contrério ao produzido pela acetilcolina. O

trocador Na'/Ca™ é uma proteina antiporte que atua de modo reversivel, com uma
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estequiometria de 3 fons Na* para 1 ion Ca*2. Ele move Ca*? para fora da célula (corrente de
influxo Inaca) ou pode trazé-lo para dentro dela (corrente de efluxo Inwca) (Bers, 2002). A
corrente do trocador Na*/Ca*? é um evento importante durante a formac&o do potencial de agéo
marcapasso. Entretanto, n6s ndo temos dados para concluir sobre o envolvimento dessas
correntes com 0 mecanismo de acéo do farnesol.

O maior efeito eletrofisioldgico dos bloqueadores de canal de Ca*? resulta de sua agio
sobre os tecidos de resposta lenta, tais como o0s nodos sinusal e atrioventricular. Os
bloqueadores do canal de Ca*? no tecido cardiaco promovem a reducéo da frequéncia cardiaca
e 0 bloqueio atrioventricular. Este bloqueio se faz por uma diminuicdo da velocidade de
propagacdo da onda pelo nodo atrioventricular e por um aumento da refratariedade desse tecido.
Este Gltimo efeito forma a base da acdo antiarritmica dos bloqueadores dos canais de Ca*?.
Esses bloqueadores sdo ainda comumente usados para o tratamento da angina do peito e da
hipertensdo arterial (Ertel and Godfraind, 2012). 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 (Roullet et al., 1997). Embora o perfil
farmacoldgico e o local exato de acdo possam ser diferentes, estes compostos partilham a
capacidade de inibir o influxo de Ca*?, o qual ocorre principalmente durante a despolarizacéo

da membrana.

Os blogueadores de canais para célcio sdo farmacos usados na medicina no tratamento
da hipertenséo arterial, angina do peito e como antiarritmico. Os farmacos antiarritmicos podem
ser classificados de acordo com o proposto por Vaughan Williams (1970) que categoriza as
drogas antiarritmicas de acordo com suas propriedades eletrofarmacoldgicas e
eletrofisioldgicas. Dentro dessa classificacdo, os bloqueadores de canais para calcio pertencem
a classe IV dos antiarritmicos, e sdo farmacos largamente utilizados na clinica médica a
exemplo dos bloqueadores dos receptores das diidropiridinas, tais como nifedipina e anlodipina
(Singh and Vaughan Williams, 1970). Como o farnesol blogueou os canais para Ca*? tipo-L no
coracdo ele se enquadra na classe 1V dos antiarritmicos. Ou seja, nossos resultados mostram
gue esse sesquiterpeno tem grande potencial para ser usado como antiarritmico em estudos pré-
clinicos e, subsequentemente, uma vez confirmado essa propriedade, podera ser investigado em
estudos clinicos. Podemos citar como exemplo o geraniol que é um terpeno que inibiu os canais
para Ca* tipo-L, e apresentou atividade antiarritmica demostrada em modelo de arritmia induzida

pela ouabaina (de Menezes-Filho et al., 2014a).
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7. CONCLUSAO

Como foi demostrado em nosso estudo, o farnesol diminuiu a contratilidade tanto do
miocardio atrial quanto ventricular. Os resultados mostraram que, realmente, o farnesol
diminuiu o influxo de calcio no miocérdio, pois foi capaz de deslocar para direita a curva
concentracdo efeito do CaCl» e aboliu a resposta inotropica positiva do (£)-BAYK 8644. Em
coracdo isolado, o farnesol promoveu diminuicdo da frequéncia cardiaca, reduziu a pressdo
intraventricular e promoveu aumento do intervalo PR, estas respostas se devem a diminuicéao
do influxo de célcio induzido pelo farnesol.

Foi observado também que o farnesol aumentou o intervalo QT, efeito caracteristico de
drogas que blogueiam canais para potassio. Houve ainda o aumento do complexo QRS, que

denota bloqueio dos canais para sodio. Porém tais efeitos precisam ser melhor investigados.
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