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Resumo

Fundamento: O D-limoneno (DL) é um monoterpeno e o principal componente do dleo essencial de frutas citricas.
Ele apresenta atividades anti-hiperglicémicas e vasodilatadoras.

Objetivos: Este estudo avaliou os efeitos cardiovasculares e antiarritmicos potenciais do DL em ratos.

Métodos: Os parametros hemodinamicos e eletrocardiograficos (ECG) foram mensurados em ratos Wistar machos
que, sob anestesia, tiveram a aorta abdominal e a veia cava inferior canuladas e receberam eletrodos implantados
subcutaneamente. Na abordagem in vitro, o coracao foi removido e perfundido utilizando a técnica de Langendorff.
O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

Resultados: DL, nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg (i.v), produziu bradicardia intensa e persistente associada a hipotensao.
A bradicardia com QTc prolongado foi observada no registro in vivo do ECG. No modelo in vivo de arritmia induzida
por Bay K8644, DL (10 mg/ kg) houve diminuicao do escore da arritmia de 15,33 + 3,52 para 4,0 + 2,64 u.a (p < 0,05,
n = 4). Em coragoes perfundidos isolados, o DL (10-3 M) promoveu redugdes significativas na frequéncia cardiaca (de
228,6 = 8,5 ms para 196,0 = 9,3 bpm; p < 0,05) e na pressao desenvolvida do ventriculo esquerdo (de 25,2 * 3,4 para
5,9 = 1,8 mmHg; n =5, p < 0,05).

Conclusoes: O DL produz bradicardia e atividade antiarritmica no coracao de ratos. (Arq Bras Cardiol. 2019; 113(5):925-932)

Palavras-chave: Ratos; Limoneno; Monoterpenos; Arritmias Cardiacas; Antiarritmicos; Bradicardia; Antioxidantes.

Abstract

Background: D-limonene (DL) is a monoterpene and is the major component in the essential oil of citrus fruit. It presents antihyperglycemic
and vasodilatation activities.

Objectives: This study evaluated the cardiovascular effects and potential antiarrhythmic of DL in rats.

Methods: Hemodynamic and electrocardiographic (ECC) parameters were measured in male Wistar rats, which under anesthesia had been
cannulated in the abdominal aorta and lower vena cava and had electrodes subcutaneously implanted. In the in vitro approach, the heart was
removed and perfused using the Langendorff technique. The significance level adopted was 5% (p < 0.05).

Results: DL, in doses of 10, 20, and 40 mg/kg (i.v), produced intense and persistent bradycardia associated with hypotension. Bradycardia with
prolonged QTc was observed in the ECG in vivo recording. In the in vivo model of arrhythmia induced by Bay K8644, DL (10 mg/kg) decreased
the arrhythmia score from 15.33 = 3.52to 4.0 = 2.64 u.a (p < 0.05, n = 4). In isolated perfused hearts, DL (10> M) promoted significant
reductions in heart rate (from 228.6 = 8.5 ms to 196.0 = 9.3 bpm; p < 0.05) and left ventricular development pressure (from 25.2 = 3.4 to

5.9 = 1.8mmHg; n=5,p < 0.05).

Conclusions: DL produces bradycardia and antiarrhythmic activity in rat heart. (Arq Bras Cardiol. 2019; 113(5):925-932)
Keywords: Rats; Limonene; Monoterpenes; Arrhythmias, Cardiac ;Anti-Arrhythmia Agents; Bradycardia; Antioxidants.
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Introducao

Apesar das pesquisas extensas realizada sobre arritmias
cardiacas nas Gltimas décadas, apenas um pequeno ndmero
de drogas antiarritmicas surgiu para serem adicionadas ao
atual arsenal terapéutico para essa condigao. Além disso,
os antiarritmicos “classicos” apresentam sérias limitagoes de
eficacia e seguranca e apresentam varios efeitos colaterais.?

Na busca de alternativas terapéuticas para arritmias,
estudos recentes examinaram compostos quimicos de
ocorréncia natural, com o objetivo de avaliar seus efeitos
nos parametros cardiacos. Por exemplo, estudos com os
monoterpenos pulegona e geraniol mostraram um inotropismo
negativo no miocardio de mamiferos através do bloqueio das
correntes de Ca?* e K*.>5 Mais recentemente, Vasconcelos
et al.,* verificaram que o citronelol e o nerol apresentam
inotropismo negativo no atrio esquerdo de cobaias.

O D-limoneno (DL) (Figura 1), é um monoterpeno
alcodlico e o principal componente do 6leo essencial
extraido de espécies citricas, como limao, lima e laranja.”
Estudos anteriores demonstraram que o DL possui baixa
toxicidade e apresenta propriedades antioxidantes,®?
vasodilatadoras,'®"" e anti-hipertensivas.'?

O efeito do DL no coragdo ainda nao foi elucidado
e as investigagOes sobre seu mecanismo de agao podem
fornecer novos insights sobre o DL e o sistema cardiovascular.
O presente estudo, portanto, objetivou avaliar o potencial efeito
antiarritmico do DL utilizando abordagens in vivo e ex vivo.

Métodos

Produtos quimicos

Os produtos quimicos utilizados foram: d-limoneno
(DL: pureza: 97%) e S-(—)-Bay K8644, ambos adquiridos
de Sigma Aldrich (Chemical CO, EUA), e cetamina e xilazina
(adquiridos de Sespo, Sao Paulo), Brasil). A solugdo estoque
de DL foi preparada utilizando uma mistura de solugao salina/
Cremophor® (0,15% v/v); o S-(—)-Bay K8644 foi diluido em
metanol e a solugdo de DL em 4gua destilada.

As solugoes estoque foram preservadas a 0 °C e diluidas
com agua destilada, se necessario. Os veiculos (metanol ou
solucdo salina + Cremophor®) ndo demonstraram nenhum
efeito nas preparagdes de controle.

Animais

Trinta e seis ratos sadios (Rattus norvegicus), pesando entre
250 e 350 g, foram obtidos de col6nias do Departamento
de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe, Brasil.
Eles foram mantidos sob condigdes de temperatura padrao
(22 = 2°C) em um ciclo claro/escuro de 12 horas (luzes
acesas as 06h00) e foram alimentados com uma dieta padrao
(Labina®) com é4gua ad libitum.

Em cada conjunto de experimentos, os ratos foram
divididos em dois grupos: controle com 4 ou 6 animais e grupo
tratado com DL, com 4 ou 6 animais. Todos os protocolos
experimentais foram previamente aprovados pelo Comité de
Etica e Cuidados Animais da Universidade Federal de Sergipe.
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Efeitos do DL nos parametros hemodinamicos in vivo

Osratos foram anestesiados com cetamina e xilazina (80 mg/kg
e 10 mg/kg; por via intraperitoneal, respectivamente) e
cateteres de polietileno foram implantados na aorta abdominal
e na veia cava inferior através da artéria e da veia femoral
esquerda, respectivamente. Apés a insergao e fixagao por fios
de algodao, os cateteres foram tunelizados subcutaneamente
e exteriorizados através de uma incisdo na regido cervical
posterior do animal.

As incisoes foram fechadas e foi permitido aos animais
um perfodo de recuperagao pés-operatério de 24 horas.
A pressao arterial média (PAM) e a frequéncia cardiaca (FC)
foram registradas por meio de um transdutor de pressao
(Edwards LifeSciences, Irvine, CA, EUA) acoplado a um
amplificador (FE221, Bridge Amp; ADInstruments, Bella
Vista, NSW, Australia).

Ap6s o periodo de recuperagao pds-operatorio, PAM e FC
foram registrados antes (valores basais) e apds a administragao
in bolus de DL (1, 5, 10, 20 e 40 mg/kg, i.v.) ou veiculo
para obter curvas dose-resposta. A curva do DL (n = 6) foi
comparada com a curva do veiculo (n = 6).

Medidas eletrocardiograficas in vivo

Os animais de ambos os grupos, controle (n = 4) e
tratados com DL (n = 4), foram heparinizados (200 I.U, i.p.),
anestesiados com uma injegdo i.p. de cetamina (80 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg), e a veia cava foi canulada como descrito
anteriormente. Os ratos foram mantidos em decuibito dorsal
com respiragao espontanea e veiculo ou DL foi administrado
(10 mg/kg). O volume injetado através da canula foi o mesmo
para todas as concentragoes (200 uL). Para registrar o sinal
eletrocardiogréfico, os eletrodos foram colocados sob a pele na
disposicao do eletrodo DII. Os parametros eletrocardiograficos
observados foram o intervalo PR, intervalo QT, duracido do
complexo QRS e FC. O intervalo QT foi corrigido pela férmula
de Bazett modificada para ratos."

Experimentos no coracao isolado perfundido
(técnica de Langendorff)

Os animais, de ambos os grupos, controle (n = 4) e
tratados com DL (n = 4), foram heparinizados (200 Ul, i.p.)
e ap6s 15 min o coragado foi retirado e montado em um
sistema de perfusao aértica do tipo Langendorff, em um fluxo
constante (10 mL/min).™ Os coragoes foram continuamente
perfundidos com solugdo de Krebs-Henseleit (em mM:
120 NaCl, 5,4 KCl, 1,2 MgCl,, 1,25 CaCl,, 2 NaH PO,,
27 NaHCO,, 11 glicose), previamente filtrados através de
uma membrana de acetato de celulose (0,45 um). O pH
foi ajustado para 7,4 e oxigenado (95% O, + 5% CO,)
e mantido a 37 = 0,1°C (Haake F3, Berlim, Alemanha).
Os sinais cardiacos do eletrocardiograma (ECG) foram
capturados utilizando-se trés eletrodos (Ag/AgCl/NaCl, 1 M)
que foram colocados dentro da cdmara préxima ao coragao.
Os sinais foram amplificados, digitalizados (PowerLab 4/35
ADInstruments, EUA) e armazenados em um computador. A
pressao desenvolvida do ventricular esquerdo (PDVE, mmHg)
e a FC (bpm) foram medidas utilizando-se um baldo cheio
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Figura 1 - Estruturas quimicas do d-limoneno (DL) (FW: 136.24).

de agua introduzido na cavidade do ventriculo esquerdo.
Este dispositivo foi acoplado a um transdutor de pressao
(FE221, Bridge Amp, ADInstruments, EUA) e um amplificador
(PowerLab 4/35, ADInstruments). O sistema foi calibrado
utilizando uma coluna de mercirio. O tempo de pico (ms),
que é definido como o tempo necessario para atingir o pico
de contragao ventricular maxima, e tempo de relaxamento,
também foram analisados.

Avaliacao do efeito antiarritmico do DL

O efeito antiarritmico de DL foi determinado no modelo
animal in vivo utilizando (S)-(—)-Bay K8644, um agonista do
canal de célcio do tipo L (LTCC). A arritmia foi induzida pela
administragao de (S)-(—)-Bay K8644, (1 mg/kg, i.v.) na veia
femoral de ambos os grupos, controle (n = 4) e tratamento
com DL (n = 4).

DL (10 mg/kg) foi administrado 10 minutos antes do (S)-
(—)-Bay K8644' Arritmias cardiacas foram observadas por
20 minutos através da analise do registro do ECG. Para uma
melhor andlise, o tempo total foi dividido em 10 intervalos
de 3 min para classificagao da arritmia.

As arritmias foram determinadas por meio de um
sistema de escore modificado previamente validado por
Curtis e Walker.” As arritmias observadas foram batimentos
prematuros ventriculares (BPV), taquicardia ventricular
(TV) e fibrilacdo ventricular (FV). BPVs < 10/periodo de
3 min foram registrados como 0; BPVs > 10/3 min foram
registrados como 1; Epis6dios de TV de 1 a 5/ periodo de
3 min foram registrados como 2; > 5 episédios de TV/3 min
e /ou qualquer niimero de episédios de FV e/ou 1 episédio
de FV com um periodo de duragdo <40 s foi registrado
como 3; 2-5 episédios de FV/3 min ou TV e FV com um total
combinado com duragdo < periodo de 80 s foi registrado
como 4; 5 episédios de FV ou TV e FV combinados /3 min
com uma duragdo < 160 s foram registrados como 5; TV ou
FV ou ambos/3 min com duragao total combinada <300 s
foram registrados como 6, e TV ou FV ou ambos/3 min com
duragao total combinada >300 s foram registrados como 7.

Analise estatistica

A normalidade dos dados foi verificada pelo teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados foram representados
como média = DP. Quando apropriado, utilizou-se o teste t
de Student ndo-pareado ou a andlise de varidncia (ANOVA
unidirecional, bidirecional) e o teste post hoc de Bonferroni.
O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).
As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
software GraphPad Prism™ 5.0.

Resultados

Em todos os ratos testados, os valores basais de FC e PAM
foramde 371 + 45 bpm e 114 = 11 mmHg, respectivamente.
A Figura 2A mostra os tragados originais do efeito do DL (T,
5,10, 20 e 40 mg/kg, i.v.) no sinal pulsatil da pressao arterial
de um rato consciente. Nestes animais, o DL, nas doses de
1 e 5 mg/kg, produziu hipotensao transitéria e nao significativa
sem alterar a FC (Figura 2B - gréfico a esquerda). Por outro
lado, o DL, nas doses de 10, 20 e 40 mg/kg, produziu
bradicardia intensa e persistente (-33,0 = 21; -57,0 = 19 e
-53,0 = 30%; n = 6; p < 0,05, respectivamente) (Figura 2B
- gréfico a direita) que persistiu por 19 = 12 min apds a
administragdo. Esta bradicardia foi associada a hipotensao
apenas nas doses de 20 e 40 mg/kg (-53,0 = 6 € -28,0 + 18%;
n =6, p < 0,05, respectivamente).

Afigura 3A mostra os tragados representativos do ECG para
o veiculo (parte superior) e 10 min depois da administragao
i.v. de 10 mg/kg de DL (parte inferior). Como pode ser visto,
o DL diminuiu significativamente a FC (p < 0,05) e aumentou
o QTc (Figuras 3B e E). Entretanto, o DL ndo alterou a duragdo
do iPR e do complexo QRS (Figuras 3C e D).

No experimento com a técnica de Langendorff, o
DL (10-3 M) causou uma redugao significativa na PDVE
comparado ao controle (Figura 4A). Os dados médios
mostraram que a PDVE diminuiu de 25,2 = 11,4 mmHg
para 5,9 = 6,1 mmHg (n = 5, p < 0,05, Fig. 4B). O DL
também promoveu reducao da FC de 228,6 = 19,1 para
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Figura 2 — Efeito do DL (1, 5, 10, 20 e 40 mg/kg, i.v.) na frequéncia cardiaca (FC) e presséo arterial média (PAM) em ratos conscientes. A) Tragados originais mostrando
o efeito do DL (1, 5, 10, 20 e 40 mg/Kg, i.v., aleatoriamente) na frequéncia cardiaca (FC) e presséo arterial média (PAM) de um rato saudavel e consciente. As setas
indicam o momento da administragéo. B) Gréfico de linhas do efeito DL na FC e PAM. Os valores s&o expressos em média + DP de seis experimentos. Os dados foram

analisados através de ANOVA bidirecional com medidas repetidas, seguido por pés-teste de Bonferroni. ** p < 0,01 e

196,0 = 20,8 bpm (n = 4, p < 0,05, Figura 4C). Em relacao
ao curso temporal das fases de contracao e relaxamento,
nossos resultados mostraram que o DL ndo alterou o tempo
até o pico da contragao do ventriculo esquerdo (Figura 4D),
mas aumentou o tempo de relaxamento de 129,0 = 3,0 para
193,5 = 37,8 ms (n = 4, p < 0,05, Figura 4E).

No modelo in vivo de arritmias induzidas por Bay
K8644, o DL reduziu significativamente a incidéncia de
arritmias ventriculares, tais como BPV, TV e FV, e o indice de
arritmia total de 15,3 = 6,1 a.u para 4,0 = 4,5 a.u (n = 4,
p < 0,05) (Figura 5B). Além disso, o DL foi capaz de evitar
a taquicardia sinusal evocada por Bay K8644 (300,0 = 46,1
para 93,0+ 17,4 bpm, n = 4, p < 0,05).

Discussao

Em ratos conscientes, a administracdo intravenosa de DL
em doses mais baixas (1 e 5 mg/kg) foi capaz de produzir

Arq Bras Cardiol. 2019; 113(5):925-932

*hk

p < 0,001 vs. veiculo.

uma hipotensao nao significativa, sem alterar a FC. Por outro
lado, o DL em doses mais elevadas (10, 20 e 40 mg/kg)
produziu bradicardia intensa e persistente, que persistiu por
quase 20 min. Efeitos semelhantes foram encontrados para
outros monoterpenos, tais como 1,8-cineol'” terpinen-4-ol,'®
e y(-)-o-bisabolol."

Para entender melhor o efeito bradicérdico induzido
pelo DL, investigamos quaisquer alteragbes no perfil
eletrocardiogréfico na dose de 10 mg/kg. Essa dose foi escolhida
porque foi a dose mais baixa capaz de produzir bradicardia sem
produzir qualquer efeito significativo na PAM (ver Figura 2B).
A administragdo de 10 mg/kg de DL (parte inferior) diminuiu
significativamente a FC e aumentou o QTc. Entretanto, o DL
ndo alterou a duragao do iPR e do complexo QRS.

Corroborando os dados observados nos experimentos
hemodindmicos, observamos no ECG que o DL também
promoveu bradicardia ao aumentar o QTc. Como mostrado
na literatura, os bloqueadores dos canais de célcio podem
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do efeito do DL na frequéncia cardiaca (B), intervalo PR (iPR) (C), duragéo do QRS (D) e intervalo QT corrigido (QTe) (E). Os dados sédo apresentados como média +
DP e foram analisados pelo teste t de Student ndo pareado. *p < 0,05 vs. veiculo, n = 4.
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Figura 4 - Efeitos ex vivo da perfusdo com DL (10 M) nos pardmetros cardiacos. A) tragos representativos da presséo desenvolvida do ventriculo esquerdo (PDVE)
registrados na situagéo de controle (painel superior) e apés a perfusédo de 10-° M de DL (painel inferior); Gréfico de barras do efeito do DL na PDVE B), frequéncia cardiaca;
C), tempo de pico; D) e tempo de relaxamento E). Os dados séo expressos em média = DP e foram analisados pelo teste t de Student ndo pareado. * p < 0,05 vs.
veiculo, n = 4.
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Figura 5 - Efeitos in vivo do DL (10 mg/kg) em arritmias induzidas por S(-)-Bay K 8644 em ratos anestesiados. Tragados originais A) e gréfico de barras do escore de
arritmia B) e da frequéncia cardiaca C) antes e apés o tratamento com DL. Os dados s&o expressos em média + DP e foram analisados pelo teste t de Student ndo
pareado (B) (*p < 0,05 vs. controle, n = 4) e ANOVA seguido pelo pés-teste de Bonferroni (C) (*p < 0,05 vs. controle, #p < 0,05 vs. Bay K8644, n = 4). BPV: batimentos

prematuros ventriculares, TV: taquicardia ventricular; FV: fibrilagao ventricular.

reduzir a velocidade de conducgdo cardiaca e causar
bradicardia.?®?' Esses efeitos podem ou nao estar associados
ao prolongamento do QTc.?

O efeito direto do DL no musculo cardiaco foi avaliado em
um coragao isolado, montado em um sistema de Langendorff.
Neste experimento, o DL ou veiculo foi perfundido através
da aorta para registrar a PDVE. O volume de sangue em
um rato é de aproximadamente 7 mL para cada 100 g
de peso corporal,® portanto, a concentragdo de DL apéds
a administragao de 10 mg/kg nos experimentos in vivo é
aproximadamente a mesma que a perfusdo com 10 M de DL
nas experiéncias ex vivo. Como demonstrado, a perfusao com
DL causou uma redugdo significativa na PDVE. Curiosamente,
esses resultados sao muito semelhantes aos observados in vivo,
onde o DL também promoveu reducao da FC. Em relagao
ao curso temporal das fases de contracdo e relaxamento,
nossos resultados mostraram que o DL nao alterou o tempo
até o pico de contragao do ventriculo esquerdo (Figura 4D),
mas aumentou o tempo de relaxamento. Como se sabe,
a recaptura de célcio pela Ca-ATPase do reticulo sarco/
endoplasmatico (SERCA) é um passo fundamental para o
relaxamento miocardico em ratos.?* Nossos dados mostram
que o DL retardou o relaxamento do musculo cardiaco, o que
pode estar associado a menor recaptura do célcio pela SERCA,
mas esta suposicao ainda precisa ser elucidada.

Nossos resultados ex vivo mostraram que o DL diminuiu
a atividade de marcapasso e promoveu inotropismo
negativo. Sabe-se que as drogas que bloqueiam o LTCC
no musculo cardiaco diminuem a atividade de marcapasso

Arq Bras Cardiol. 2019; 113(5):925-932

e resultam em bradicardia. Além disso, os antagonistas do
célcio diminuem a geragao da forga miocardica (inotropia
negativa). Estes resultados mostram que o DL apresenta uma
agao similar a um bloqueador de LTCC. No misculo liso,
De Sousa et al.,>> mostraram que os efeitos relaxantes do DL
em traqueias de porquinhos-da-india e aortas de ratos foram
independentes do endotélio e provavelmente causados por
acao direta na dindmica do célcio.

Os bloqueadores de LTCC sao classificados como drogas
antiarritmicas de classe IV. As propriedades antiarritmicas dos
bloqueadores de LTCC estao relacionadas a sua capacidade de
diminuir a taxa de disparo aberrantes em sitios de marcapasso
dentro do coragdo e a sua capacidade de diminuir a velocidade
de condugdo no né atrioventricular (AV) que pode ajudar a
bloquear os mecanismos de reentrada, o que pode causar
taquicardia supraventricular. De fato, decidimos investigar o
possivel efeito antiarritmico do DL utilizando um modelo in vivo
com arritmia induzida por Bay K8644, um agonista de LTCC.
Em todos os animais testados, o Bay K8644 aumentou a FC e
induziu arritmias como batimentos prematuros ventriculares
(BPV), taquicardia ventricular (TV) e fibrilagdo ventricular (FV).

Como demonstrado, o DL reduziu significativamente a
incidéncia de arritmias ventriculares e foi capaz de evitar
a taquicardia sinusal causada por Bay K8644. De maneira
similar aos nossos resultados, outro estudo mostrou que o
verapamil, um antagonista do LTCC, foi capaz de evitar o
aumento dos escores de arritmia total induzidos por Bay
K8644." Estes resultados fornecem evidéncias farmacoldgicas
de que o DL atenua significativamente as arritmias cardfacas
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causadas por Bay K8644, provavelmente através da inibigao
do LTCC; entretanto, outros estudos devem ser realizados
para esclarecer esta suposigao.

Conclusao

Os resultados mostram que o DL possui propriedades
antiarritmicas in vivo e in vitro. Além disso, o DL induziu
bradicardia associada a hipotensao em ratos sadios (in vivo),
corroborando os resultados em um coracao isolado (in vitro), em
que o DL promoveu bradicardia e redugao da pressao ventricular
esquerda. Consideramos, portanto, que este monoterpeno
é uma substancia promissora para o desenvolvimento de
novos agentes terapéuticos para o tratamento de doengas
cardiovasculares, como as arritmias cardiacas.
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