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Resumo

Fundamento: A (-)-carvona é um monoterpeno encontrado em dleos essenciais com atividade antioxidante e anti-
inflamatoria.

Objetivos: O objetivo deste estudo foi analisar a propriedade antiarritmica da (-)-carvona no coracao de rato e seus
efeitos sobre a sinalizacao de Ca*? intracelular.

Métodos: Os efeitos da (-)-carvona foram avaliados sobre a contratilidade atrial (0,01 — 4 mM) e ventricular (0,5 mM),
e no eletrocardiograma (0,5mM). A fracao de encurtamento, a corrente de célcio do tipo L (I_ ) e a sinalizacao de Ca*?
foram medidas no cardiomiécito isolado (0,5 mM). O efeito antiarritmico foi avaliado no modelo de arritmia induzida
por sobrecarga de cilcio (0,5 mM) (n = 5). Um p < 0,05 foi adotado como nivel de significancia estatistica.

Resultados: No atrio, a (-)-carvona causou inotropismo negativo de maneira concentracao-dependente (EC_, 0,44
%= 0,11 mM) e diminuiu o inotropismo positivo induzido pelo CaCl, (0,1 - 8,0 mM) e BAY K8644 (5 - 500 nM),um
agonista de canal de calcio do tipo L. Em coracao isolado, a (-)-carvona (0,5mM) reduziu a contratilidade ventricular
em 73% e a frequéncia cardiaca (em 46%), aumentou o Pri (30,7%, tempo desde o inicio da onda P até aonda R) e o
QTc (9,2%, uma medida de despolarizacao e repolarizacao dos ventriculos), sem mudar a duracao do complexo QRS.
A (-)-carvona diminuiu a fragao de encurtamento (61%), a (I.,) (79%) e o transiente intracelular de Ca*? (38%).
Além disso, a (-)-carvona apresentou acao antiarritmica, identificada pela reducao do escore de arritmia (85%) e
ocorréncia de fibrilacao ventricular.

Conclusao: A (-)-carvona reduz a entrada de Ca*? através de canais de Ca*? do tipo L e, assim, diminui a contratilidade
cardiaca e o Ca*? intracelular e apresenta promissora atividade antiarritmica no coracao de ratos.

Palavras-chave: Arritmias Cardiacas; Monoterpenos; Ratos.

Abstract
Background: (-)-Carvone is a monoterpene found in essential oils with antioxidant and anti-inflammatory activity.

Objective: The aim of this paper was to analyze the antiarrhythmic property of (-)-carvone in the rat heart and its effects on the intracellular
Ca** signaling.

Methods: The effects of (-)-carvone were evaluated on the ventricular (0.5 mM) and atrial contractility (0.07 — 4 mM) and on

electrocardiogram (0.5 mM). Fractional shortening, L-type calcium current (I ) and Ca?* signaling were measured in the isolated
cardlomyocyle (0.5 mM). Antiarrhythmic effect was evaluated in arrhythmia model induced /)y calcium overload (0.5 mM) (n = 5).
P < 0.05 was used as the significance level.

Results: In the atrium, (-)-carvone evoked negative inotropism that was concentration-dependent (EC50 0.44 = 0.17 mM) and decreased
the positive inotropism evoked by CaCl, (0.1 to 8.0 mM) or BAY K8644 (5 to 500 nM), an agonist of L-type Ca** channel. In isolated heart,
(-)-carvone (0.5 mM) promoted reduction of ventricular contractility (73%) and heart rate (46%), increased PRi (30.7%, time from the onset
of the P wave until the R wave) and QTc (9.2%, a measure of the depolarization and repolarization of the ventricles) without changing the
QRS complex duration. (-)-Carvone decreased the fractional shortening (61%), I, (79%) and Ca** intracellular transient (38%). Furlhcrmorc
(-)-carvone showed antiarrhythmic action, verified by decrease of the arrhy(hmla score (85%) and occurrence of ventricular fibrillation.

Correspondéncia: Carla Maria Lins de Vasconcelos ¢

Universidade Federal de Sergipe — Fisiologia — Av. Marechal Rondon, s/n. CEP 49000-100, Rosa Elze, Sao Cristovao, SE — Brasil
E-mail: carlamlv@hotmail.com

Artigo recebido em 08/06/2021, revisado em 24/10/2021, aceito em 08/12/2021

DOI: https://doi.org/10.36660/abc.20210499

Arq Bras Cardiol. 2022; 119(2):294-304

294


https://orcid.org/0000-0003-1286-1070
https://orcid.org/0000-0002-3508-9776
https://orcid.org/0000-0002-2690-912X
https://orcid.org/0000-0002-7197-0261
mailto:carlamlv@hotmail.com

295

Silva et al.
A (-)-Carvona tem Acao Antiarritmica em Ratos

Artigo Original

Conclusion: (-)-Carvone decreases Ca’* entry through L-type Ca** channels, reducing the cardiac contractility and intracellular Ca**, and,

therefore, presenting promising antiarrhythmic activity in the rat hearts.

Keywords: Arrhythmias, Cardiac; Monoterpenes; Rats.

Introducao

As arritmias sao consideradas um problema sério de satde
publica e sdo uma importante causa de morbidade e mortalidade
no mundo." Entre as principais, batimentos ventriculares
prematuros (BVP), taquicardia ventricular sustentada, e fibrilagao
ventricular séo comuns em pacientes com miocardiopatia
isquémica ou ndo isquémica.’ No entanto, os tratamentos com
drogas antiarritmicas geralmente causam respostas pré-arritmicas
adversas ou auséncia de melhora na qualidade de vida de
individuos com arritmias.?

Desde 1970, quando Vaughan-Williams classificou as drogas
antiarritmicas com base em seus mecanismos farmacoldgicos para
bloquear canais i6nicos ou receptores especificos, pesquisadores
investiram muito tempo e esforgo para descobrir novas terapias
com um risco mais baixo de efeitos adversos para o paciente.>*

Entre as novas terapias, compostos de origem natural tém
demonstrado sua capacidade de inibir arritmias cardfacas
ventriculares, gerando interesse na comunidade cientifica. Os
terpenos mostraram-se como 0s principais compostos com
atividade antiarritmica comprovada.®? Entre eles, a carvona
(p-mentha-6,8-dien-2-one) é de particular interesse, dadas
suas propriedades ja estabelecidas. A carvona é uma cetona
pertencente ao grupo dos monoterpenos, e conhecida por sua
atividade antioxidante, antimicrobiana, e antifingica.'®"" Parece
atuar também sobre canais de sédio dependentes de voltagem
nos neurodnios, levando a um efeito anticonvulsionante.'*"
Ainda, a carvona demonstrou um efeito antiespasmédico pela
inibicdo dos canais de calcio dependentes de voltagem, e uma
acao anticancer sinergistica com a doxorrubicina sobre células
MCF?7, reduzindo sua cardiotoxicidade. Como jé foi decrito
na literatura, a carvona bloqueia canais de sédio e célcio, e
medicamentos dessa classe tém propriedades antiarritmicas
e cardioprotetoras. Assim, decidimos estudar os efeitos da
carvona sobre a regulagao do célcio na célula e sua possivel acao
antiarritmica nos coragoes de ratos.’

Embora existam varios estudos sobre a (-)-carvona na literatura
cientifica, em nosso conhecimento, nao existem explicagoes
ou hipéteses sobre o mecanismo de agdo desse monoterpeno
no miusculo cardiaco. Portanto, nosso objetivo foi avaliar os
possiveis efeitos cardiacos da (-)-carvona, e apresentar uma
melhor explicagdo cientifica de suas agdes no tecido cardiaco
que possa servir como base para o desenvolvimento de novos
medicamentos de origem natural para o tratamento de arritmias.

Materiais e métodos

Animais
Os experimentos foram conduzidos com ratos machos

Wistar (250-300 g) obtidos do biotério da Universidade Federal
de Sergipe (UFS). Em cada procedimento, foram usados cinco
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animais."® Este estudo foi aprovado pelo Comité de ética em
pesquisa com animais da UFS (protocolo 61/16, 20 de fevereiro
de 2017). O manejo dos ratos foi realizado em acordo com os
principios éticos na experimentagao animal (NIH publication
86-23, revised 1985; http://oacu.od.nih.gov/regs/index.htm).

Avaliacao do efeito inotropico da (-)-carvona

O efeito inotrépico da (-)-carvona foi avaliado no étrio
esquerdo dos coracoes dos ratos imersos em uma camara
contendo solucdo de Krebs-Henseleit (K-H) (em mM): NaCl
120, KCI 5,4, MgCl, 1,2, NaHCO, 27, CaCl, 1,25, Glicose 10,
NaH,PO, 2,0 (pH 7,4). O atrio foi mantido a 29° = 0,1°C,
oxigenado (95% O, e 5% CO,), estirado a uma tensao de
5mM e submetido a estimulagao de campo (1 Hz, 100V,
0,5 ms) (Stimulator SD9 GRASS). A forca atrial foi registrada
utilizando um transdutor de forga isométrica (GRASS FT03),
e os sinais foram digitalizados (DATAQ DI710, WINDAQ
PRO Acquisition). As curvas de dose-resposta da (-)-carvona
(0,001 — 4,0 mM) e nifedipina (0,03 - 100 uM, bloqueador
de canal de Ca*?) foram obtidas para determinar a resposta
contratil e calcular o EC50. Dimetilsulféxido (DMSO) 0,5%
foi usado como diluente para a (-)-carvona.

Efeitos da (-)-carvona sobre a entrada de calcio no
miocardio atrial

Para analisar a acdo da (-)-carvona sobre a entrada de
Ca*?, foram obtidas curvas de dose-resposta de CaCl, (0,1 a
8,0 mM) e (%)-Bay K8644 (5 a 500 nM) no atrio esquerdo no
controle e ap6s pré-incubacao com (-)-carvona (1 mM) por
15 minutos. Os resultados foram expressos em porcentagens
da resposta contratil méxima do atrio ao CaCl, no controle.
Em ambos os protocolos, a concentracao inicial de CaCl, na
solugao de K-H foi 0,5mM.”1¢

Effeitos da (-)-carvona sobre o perfil eletrocardiografico
e pressao do ventriculo esquerdo (PVE)

Ap6s a administracdo intraperitoneal de heparina
(1000 UI) por 15 minutos, os coragoes foram removidos
e preparados em um sistema de perfusao aédrtica de fluxo
constante (10mL/min). O coragao foi perfundido com
solugdo de K-H previamente filtrada (0,45 um), oxigenado
(95% O, + 5% CO,) e mantido a 34 + 0,1°C (Haake F3).
Para registrar o eletrocardiograma (ECG), trés eletrodos
(Ag/AgClI/NaCl 1 M) foram colocados sobre o coragao
para detectar sinais elétricos. Os sinais foram amplificados
e digitalizados (PowerLab 4/35 ADInstrument, EUA). A
medida da PVE foi realizada utilizando-se um baldao com
agua (15cm/Hg) introduzido na cavidade do ventriculo
esquerdo. Esse aparelho foi acoplado a um transdutor
de pressao (MLT0699/A). Os sinais foram amplificados
e enviados para um conversor AD (PowerlLab 4/35 26
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ADlInstrument, EUA). O sistema foi calibrado usando uma
coluna de mercirio. Os pardmetros de contragao (PVE,
tempo para o pico e tempo de relaxamento) foram avaliados
em 30 batimentos consecutivos pelo programa LabChart 8.0
Pro Software (ADInstruments, USA) em situacdo controle
e ap6s cinco, 10 e 15 minutos ap6s o inicio da perfusao
com carvona (0,5 mM). O ECG mediu o intervalo PR (PRi
- periodo entre o inicio da onda P até a onda R), duragao
do complexo QRS (QRS - periodo que se estende da onda
Q até aonda S), e o intervalo QT (QTi - periodo entre o
inicio da onda Q até a onda o final da onda T). O QTi foi
convertido a QTc usando a formula de Bazett normalizada
para roedores (QTc-B = QTi/RR/f), onde f é a duracao média
do intervalo RR no controle (f = 271 ms).

Efeitos da (-)-carvona sobre a fracao de encurtamento

Os cardiomidcitos do ventriculo esquerdo e direito
foram isolados dos ratos de acordo com o protocolo de
Shioya (2007),"” com algumas modificagdes. A fragdo de
encurtamento foi avaliada medindo-se a mudancga no
comprimento celular com um microscépio invertido acoplado
a um sistema de deteccao de bordas (lonoptix, EUA). Os
cardiomiécitos foram colocados em uma camera experimental
(temperatura ambiente) contendo solugao de Tyrode (em mM:
NaCl 150, KCI 5,4, MgCl, 0,5, HEPES 10, Glicose 10, CaCl,
1,8, pH 7,4). Os cardiomiécitos foram visualizados usando
uma camera (lonoptix Myocam at 240 Hz) acoplada a um
microscopio e um programa de detecgao de imagem foi
utilizado (lonoptix lonwizard 6,3). As mudancas longitudinais
nas bordas dos cardiomidcitos foram capturadas pelo sistema
de detecgdo, e os dados gerados foram armazenados e
analisados. A fracao de encurtamento foi avaliada nas células
controles e apés incubagao com (-)-carvona 0,5mM.

Efeitos da (-)-carvona sobre a corrente de calcio do
tipo L (e,)

Os registros de ‘voltage-clamp’ do grampeamento
de voltagem foram obtidos usando um EPC 10.2 (HEK
Elektronik, Alemanha). Na configuragdo de célula inteira,
aguardou-se um periodo de 3-5 minutos para se estabelecer
o equilibrio i6nico entre a pipeta e o meio intracelular. Os
eletrodos de registro possuiam resisténcia de 2-3 MQ. Os
cardiomidcitos ventriculares com resisténcia de série acima
de 8 MQ foram descartados. A composicdo da solucao
interna era (em mM): 120 CsCl, 20 TEACI, 5 NaCl, 10 HEPES
e 10 EGTA, 1 MgCl2 (pH foi estabelecido em 7,2 usando
CsOH), e a solugao externa foi composta de (em mM): 150
TEACI, 0,5 MgCl2, 1,8 CaCl2, 10 HEPES e 11 glicose (pH
7,4, com TEAOH). Para avaliar os efeitos agudos de 0,3 e
0,5 mM de (-)-carvona sobre [Ca,L’ registrou-se um curso
temporal do pico da corrente | tanto na auséncia como
apds exposicdo a uma data concentracao de (-)-carvona.
Foram aplicados pulsos com potenciais entre —80 mV to
—40 mV por 50 ms para inativar quaisquer canais de Na*
ou do tipo Ca*?remanescentes. Em seguida, foi aplicado
um pulso de teste a OmV por 300ms para medir I .

Efeitos da (-)-carvona sobre o transiente global de Ca*?
intracelular

Os cardiomidcitos do ventriculo direito e esquerdo foram
incubados com 10 uM de FLUO4-AM (Molecular Probes,
Eugene, OR, EUA) diluidos com DMSO por 30 minutos. As
células em seguida foram lavadas com solugao de Tyrode (1,8
mM Ca*?) para retirar o excesso de FLUO4-AM. Um sistema
confocal (Zeiss GmbH, Jena, Alemanha) com uma objetiva
de imersao em 6leo (63x) foi usado para andlise de imagens
fluorescentes confocais. O FLUO4-AM foi excitado a 488nm
(laser de argdnio) e a intensidade da emissao foi medida
a 510 nm. Os cardiomiécitos foram escaneados com uma
linha de 512 pixel posicionada ao longo do eixo longitudinal
da célula, a cada 1,54 ms. O processamento da imagem
digital foi realizada usando uma linguagem de programagao
IDL (Research Systems, Boulder, CO, EUA).” Os niveis de
Ca** intracellular foram expressos em F/F , onde F indica
a fluorescéncia de repouso. O transiente global de Ca*?
intracelular foi registrado no controle e ap6s trés minutos de
incubacao com (-)-carvona 0,5mM a temperatura ambiente.

Efeitos antiarritmicos da (-)-carvona

Arritmia ex-vivo foi determinada em coragoes isolados
como descrito previamente.'® Primeiramente, os coragoes
foram perfundidos com solugao K-H contendo 1,25 mM
de célcio (grupo controle). Ap6és 20 minutos, os coragoes
foram perfundidos com solugdo K-H contendo 3,3 mM de
célcio (grupo com célcio elevado) ou com célcio +0,5 mM
(-)-carvona durante 15 minutos (grupo célcio elevado +
carvona). O ECG foi monitorado por 15 minutos para avaliar
a ocorréncia de arritmias. As arritmias encontradas foram
BVP taquicardia ventricular (TV) e fibrilagao ventricular (FV).
O periodo de 15 minutos de experimento foi dividido em
intervalos de trés minutos e os escores de arritmia foram
adicionados no final, como descrito por Curtis e Walker
(1988).>" Episodios de BVP < 3 eventos/3 minutos foram
classificados como escore 0 e > 10 eventos/3 minutos
receberam escore 1; 1-5 episodios de TV < 40 s receberam
escore 2, e > 5 episédios de TV ou um episédio de FV com
duragao < 40 s receberam escore 3; 2 - 5 episédios de TV ou
FV com duragao < 80 s receberam escore 4; > 5 episodios
de FV, TV e/ou FV com duracdo < 160 s receberam escore
de 5; TV e/ou FV com duragao < 300 s receberam escore de
6, e duragao > 300 s escore 5.

Analise estatistica

Todos os resultados foram apresentados em média +
desvio padrao (DP). O programa GraphPad Prism v.5.0
(GraphPad Software, CA, USA) foi usado para as analises. A
normalidade dos dado foi testada usando o teste de Shapiro-
Wilk. Os valores médios foram comparados usando a analise
de variancia (ANOVA) seguida do teste post hoc de Tukey
ou teste t ndo pareado. Um p<0,05 foi usado como nivel
de significancia.

Resultados

A (-)-carvona (0,003 a 4 mM) reduziu a forca atrial
de maneira concentragao-dependente. A Figura 1A
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Figura 1-A (-)-carvona exibiu efeito inotropico negativo e diminuiu a entrada de célcio no atrio esquerdo de rato. (A) Tragados experimentais da contracdo
atrial isolada no controle, apés incubagdo com (-)carvona (0,3, 2 e 4mM) e washout (Wsh); (B) Curvas de concentragdo-resposta do inotropismo negativo
da (-)carvona e nifedipina (bloqueador de canal de calcio); (C) e (D) curvas de concentragdo-resposta do CaCl, e (+)-BAY K8644 na auséncia e presenga

de 1 mM de (-)-carvona, respectivamente (n = 5).

mostra tracados de curvas da concentracao atrial
isolada em situacao controle, com (-) carvona 0,3, 2 e
4 mM, e no washout. Como pode ser visto, 4mM de
(-)-carvona reduziram a contratilidade do miocardio em
aproximadamente 96%, e a reversibilidade apds o washout
foi de aproximadamente 65%. A Figura 1 B mostra uma
curva de concentragdo-resposta do efeito inotrépico
negativo da (-)-carvona que apresentou um EC, de 0,44
+ 0,11 mM (n = 5). A nifedipina, usada como controle
positivo, apresentou valores de EC,  de 0,0034 + 0,0011
mM (n = 5). O DMSO a 0,5%, usado como diluente,
ndo apresentou efeito sobre a forga atrial (dados nao
apresentados).

Uma vez que a (-)-carvona provocou um efeito inotropico
negativo, decidimos investigar se o canal de calcio esta
envolvido em seu mecanismo de acdo. Os resultados
revelaram que a (-)carvona (TmM) deslocou a curva de
concentragao-resposta para a direita, aumentando o EC50
do CaCl, de 1,46 + 0,14 mM (controle) para 3,17 = 0,22
mM (CaCl2 + carvona) (Figura 1C, n = 5, p < 0,05).
Um dado interessante foi a inibigao do inotropismo induzido
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pelo (x)-BAY K8644, um agonista do canal de calcio do
tipo L (Figura 1 D).

Nos coragoes isolados, 0,5mM de (-)-carvona também
induziu uma redugdo na PVE, como pode ser observado
nos tragados da Figura 2A (n=5). Uma redugao de 73% na
PVE foi observada apds 15 minutos de perfusao do coragao
com 0,5mM de (-)-carvona (Figura 2B). A (-)-carvona nao
alterou o tempo para o pico (Figura 2C), mas reduziu
significativamente o tempo de relaxamento (24%) apds 15
minutos de perfusao com (-)-carvona (Figura 2D).

A Figura 3A apresenta tragados ecocardiograficos
representativos da situagdo controle apés 15 minutos de
perfusdo com 0,5mM de (-)-carvona e washout. Como
pode ser observado, a (-)-carvona diminuiu a frequéncia
cardiaca (n=5, Figura 3B) e aumentou tanto o PRi como
o QTi (n=5, Figura 3C e D), sem mudar a duragao do
complexo QRS (Figura 3E).

A Figura 4A apresenta registros da contratilidade celular
na situagdo controle (painel superior) e ap6s perfusao com
0,5mM de (-)-carvona (painel inferior), mostrando a redugao
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Figura 2 - Efeitos da (-)-carvona sobre a contratilidade no coragdo de rato isolado. (A) registros da pressdo do ventriculo esquerdo (PVE) no controle
(painel superior) e com 0,5 mM de (-)carvona (painel inferior); (B) PVE; (C) tempo para o pico; e (D) tempo de relaxamento (n =5, *p < 0,05).

na fragado de encurtamento nos cardiomidcitos. As médias dos
resultados mostraram reducgao da fracdo de encurtamento
ap6s incubagao com (-)-carvona (n=5, Figura 4B). Ainda, a
(-)-carvona reduziu tanto o tempo para o pico como o tempo
de relaxamento em 50% (Figuras 4C e D).

Considerando o papel principal dos canais de Ca*? do
tipo L no controle da contragao cardiaca, usamos o teste de
grampeamento de voltagem (técnica de patch-clamp) para
testar se a (-)-carvona afetaria a |, nos cardiomiécitos dos
ventriculos. A Figura 5A mostra registros de |, das fases de
despolarizacao (300ms) de -40 a OmV na situagao controle e
com 0,5mM de (-)-carvona. A Figura 5B ilustra a progressao
da ., ao longo do tempo, mostrando redugao da I, ap6s
incubacao com (-)-carvona. A média de reducao do pico de
lear induzida pela (-)-carvona foi de 79% (n=4, 10 células,
Figura 5C). O efeito de 0,3mM de (-)-carvona sobre a I,
também foi avaliado, e se observou uma reducao de 43% na
leat (dados nao apresentados). Concluimos que a (-)-carvona
inibe os canais de Ca*? do tipo L, e que esse efeito pode
contribuir para seu efeito inotrépico negativo evidenciado
nos tecidos dos atrios e ventriculos.

Com base nesses resultados, buscamos avaliar o transiente
de célcio intracelular em cardiomidcitos ventriculares
imersos com FUO4-AM. A Figura 5D (esquerda) mostra as
imagens obtidas usando microscopia confocal do transiente
de calcio intracelular no controle e apds pré-incubacao com
0,5mM de (-)-carvona. Observou-se que a fluorescéncia do
célcio, mostrada em verde, foi reduzida com (-)-carvona.
A Figura 5D (a direita) mostra tracados representativos
do transiente de célcio intracelular no controle e com
(-)-carvona. A Figura 5E apresenta a fluorescéncia do célcio
como razao F/F, a qual foi reduzida apés incubagdo com
(-)-carvona (n=5). O pré-tratamento dos cardiomidcitos
com (-)-carvona acelerou o tempo de decaimento em 50%
(Figura 5G), enquanto que o tempo para pico do transiente
de Ca*? (Figura 5F) nao foi alterado.

Uma vez que os bloqueadores de canais de calcio
apresentam efeitos antiarritmicos, decidimos investigar se a (-)
carvona apresentaria essa propriedade. O efeito antiarritmico
da (-)-carvona foi avaliado em um modelo de arritmia induzido
pela sobrecarga de calcio. Trés tipos de arritmias foram
observados nos coragoes perfundidos com alta concentragao
de calcio: BVP, TC e FV (Figura 6A). Como observado na

Arq Bras Cardiol. 2022; 119(2):294-304

298



299

Silva et al.
A (-)-Carvona tem Acao Antiarritmica em Ratos

Artigo Original

A

Controle

oc)

E
Q.
£ 3004
100mV _
N i T ] ~§ 2504 *#

T 2001

(-)-Carvona (0,5 mM) 400 ms o 1501 *
S 100
«@D
3 501
(<]
- 0

Wsh Controle (-)-Carvona Wsh

I

C D E

2501

120 4 5 30+
100+ 200+ o
g 801 g 1504 _—— g 204
— 601 ~ -
[ 2 1001 2
o 404 (=4 o 104
20 4 504
0- 0
Controle  (-)-Carvona  Wsh Controle (-)-Carvona Wsh Controle (-)-Carvona  Wsh

Figura 3 - Efeitos da carvona sobre o pefil eletrocardiografico no coragdo de rato isolado. (A) Registros eletrocardiograficos no controle, com 0,5 mM
de (-)carvona como washout (Wsh), (B) Frequéncia cardiaca; (C) intervalo PR (Pri), (D) intervalo QTc e (E) duragdo do complexo QRS (n = 5, *p < 0,05

vs controle e #p < 0,05 vs (-)-carvona).

Figura 6B, a (-)-carvona reduziu significativamente o escore
de arritmia (n=5). Além disso, nossos resultados mostraram
que nos coragdes submetidos a célcio elevado e perfusao
simultdnea com (-)-carvona, a gravidade das arritmias foi
menor, uma vez que a ocorréncia de FV diminuiu de 34%
(célcio elevado) para 8%. Ainda, os coragdes perfundidos com
(-)-carvona apresentaram principalmente BVP considerada
uma arritmia de menor gravidade.

Discussao

Nossos resultados mostraram a capacidade do monoterpeno
(-)-carvona em reduzir a forga atrial de coragdes de ratos de
maneira concentragao-dependente, o que foi parcialmente
reversivel apds a lavagem. A (-)-carvona mostrou baixa
poténcia em comparagao a nifedipina, um classico bloqueador
de canal de C*? tipo L. Sabe-se que a forga contrdtil é
dependente da concentragao de Ca*? citoplasmatico livre, e
que a entrada de Ca*? através de canais de Ca*? do tipo L é
essencial para estimular a liberagdo de célcio induzida pelo
célcio do reticulo sarcoplasmético (RS). Esse mecanismo é
muito importante por regular a forca do miocardio.
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Assim, decidimos investigar se havia uma correlagao entre
a reducao da forca atrial e uma diminuicao na entrada de
Ca*? no mecanismo de acdo da (-)-carvona. Nossos resultados
mostraram que a (-)-carvona reduziu a entrada de Ca*? ao
prejudicar a resposta inotrépica positiva tanto para Ca™ como
para Bay K 8644, um agonista dos canais de Ca*? do tipo L.
O bloqueio do canal de Ca*? promovido pela (-)-carvona
foi provavelmente o responsavel pela diminuicao da forca
atrial observada em nossos experimentos. Em musculos lisos,
a carvona apresenta efeito antiespasmédico; ela reduziu a
contragao induzida por alta concentragao de K* e foi quase
100 vezes mais potente que o verapamil, um bloqueador de
canal de célcio."?

A capacidade dos terpenos em bloquear o canal
de Ca*? foi observada tanto no musculo liso como no
musculo cardiaco.?’ Os monoterpenos podem modular
a funcao dos canais idnicos dependentes de voltagem e
dependentes de ligantes.?>?* Assim, esses compostos sao
Gteis em prevenir doengas cardiovasculares, tais como
arritmia e hipertensdo. Em relagdo ao sistema cardiovascular,
monoterpenos tais como rotundifolona,* terpineol,? timol,*
e carvacrol? atuam como bloqueadores de canal de célcio.
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Também foi demonstrado que em cardiomidcito isolado,
R(+)-pulegona,'® geraniol,® nerol,” farnesol® e (-)-mentol*
bloquearam o canal de Ca*2 do tipo L.

O bloqueio dos canais de Ca*? pode induzir alteragoes
eletrofisiolégicas importantes, como uma diminuicao da
condugao elétrica no coragdo e da frequéncia cardfaca.
Assim, nos investigamos se a (-)-carvona poderia induzir
alteragoes fisioldgicas no coragao. Realizamos experimentos
com coragoes isolados para registrar simultaneamente a
PVD e perfis eletrocardiograficos. A (-)-carvona promoveu
uma diminuicao na PVD, o que corrobora nossos resultados
obtidos no atrio esquerdo isolado, discutido anteriormente,
bem como uma redugao na frequéncia cardiaca. Como se
sabe, a frequéncia cardiaca é usualmente controlada pelo
marcapasso primdrio do coragdo, o né sinusal. As células
do né sinusal tém a propriedade de automaticidade como
resultado de despolarizacao gradual durante a diastole elétrica
(despolarizagdo diastélica lenta). Uma lenta despolarizagao
diastélica e a fase da despolarizagao do potencial de agao
do marcapasso sao processos fundamentais para a formagao
de impulso elétrico do né sinusal. Esses fendmenos estao
ligados a entrada de Ca*? pelo sarcolema; uma reducao

no influxo pode induzir a dissociagdo eletromecanica do
miocardio e bradicardia.?” A corrente idnica provavelmente
afetada, e responsavel pela diminuicao da frequéncia
cardiaca, é a le,r O efeito da (-)-carvona sobre o influxo
de célcio promoveu uma redugdo na frequéncia cardiaca
e um aumento na duracdo do intervalo PRi, indicativo de
bloqueio atrioventricular de primeiro grau. Nesse bloqueio,
ha um atraso na transmissao de impulso elétrico dos atrios
para os ventriculos, aumentando o perfodo refratario do
miocérdio. Outras substancias que promovem esse bloqueio
sao betabloqueadores, glicosideos cardiacos, e drogas que
aumentam a atividade colinérgica.*

Também foi observado que a (-)-carvona aumentou
o intervalo QTc, que reflete o periodo necessario para a
despolarizacdo e a repolarizagao ventricular ocorrer, i.e.,
um parametro indireto para estimar a duragado do potencial
de acao ventricular. O prolongamento do QTc pode ocorrer
devido ao bloqueio dos canais de potdssio.®® Agentes
antiarritmicos da classe Il sao bloqueadores de canais de
potdssio que prolongam a duragdo do potencial de agao
aumentando o periodo refratario dos tecidos atrial, nodal e
ventricular. Um aumento no periodo refratario das células
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atriais é de grande importancia no tratamento de taquiarritmia
atrial.*” A amiodarona, um bloqueador de mdiltiplos canais, é
considerada uma das drogas antiarritmicas mais efetivas, sendo
amplamente prescrita. Contudo, o uso desses medicamentos
em longo prazo tem sido associado a ocorréncia de torsades
de pointes® e de efeitos adversos.?’

Em cardiomidcitos ventriculares isolados, 0,5mM
de (-)-carvona reduziu a fragdo de encurtamento e
acelerou o tempo de relaxamento, conforme foi também
observado no coragao isolado. Sabe-se que a forca
contratil do masculo cardiaco depende da concentragao
de Ca*? livre no citoplasma, e a entrada de Ca*? através
de canais de Ca*? do tipo L é essencial para a liberagao
de célcio dependente de célcio do RS. Assim, o teste
de grampeamento de voltagem foi realizado para testar
se a (-)-carvona afeta a I, Os resultados mostraram
que a (-)-carvona reduziu significativamente a I no
cardiomiécito ventricular. Uma vez que a (-)-carvona
reduz a I, , € razodvel pensar que esse monoterpeno
afetaria profundamente a liberagdo de Ca*? do RS. Nossos
resultados mostraram que a (-)-carvona também afetou
a amplitude do transiente de Ca*? e acelerou o tempo

de decaimento de 50%. Sabe-se que o relaxamento
do mdasculo cardiaco é amplamente determinado pela
recaptagao de Ca*? pelo reticulo sarco(endo)plasmético
Ca2*-ATPase (SERCA2a) e por outra proteina de transporte
tais como os trocadores de Na+/Ca?* (NCX) e membrana
plasmatica Ca2* ATPase (PMCA)."” Assim, a diminuicao do
Ca*? citosélico pode estar associada com a ativagao de
algumas dessas vias.

A nifedipina (10 uM), um bloqueador de canal de
célcio do tipo L, reduziu a amplitude do Ca*? transiente
em 79% em midcitos do ventriculo de rato neonatos.** O
bloqueio produzido pela nifedipina (1 uM) foi totalmente
reversivel apés o washout com solugao padrao.*' Nossos
resultados indicam que a (-)-carvona é um bloqueador de
canal de Ca*?, similar a nifedipina, mas o efeito sobre a
lear foi irreversivel na presenca de (-)-carvona (500 uM).
Segundo Vaughan-Williams (1970), os bloqueadores de
canal de calcio pertencem a classe IV de antiarritmicos, e
sao amplamente utilizados na pratica clinica.’**

Uma vez que a (-)-carvona reduz a entrada de célcio
sarcolemal, nés investigamos sua possivel atividade
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antiarritmica e observamos uma drastica redugao ao longo
do tempo em eventos como FV em um modelo ex vivo de
sobrecarga de célcio. De fato, nossos resultados mostraram
que a (-)-carvona apresentou um bom efeito antiarritmico,
confirmado por uma redugdo nos escores de arritmia e
reducdo na ocorréncia de fibrilacdo atrial, considerada
um tipo mais grave de arritmia. Sabe-se que as substancias
ativas oriundas de plantas podem apresentar propriedades
antiarritmicas importantes,** com grande potencial para
serem usadas como agentes antiarritmicos em estudos
clinicos e pré-clinicos. Podemos citar, por exemplo, os
terpenos geraniol, nerol, D-limoneno e farnesol que
inibiram canais de Ca*? do tipo L e apresentaram atividade
antiarritmica.®” Embora muitos estudos experimentais
mostraram que os terpenos exercem efeitos antiarritmicos,
esses compostos nao sao ainda usados na clinica. Além do
efeito antiarritmico, a (-)-carvona também mostrou um
efeito cardioprotetor contra a cardiotoxicidade induzida
por doxorrubicina in vivo e potencializou sua toxicidade
anticancer in vitro." Esses efeitos cardioprotetores fazem
a carvona uma molécula promissora na pratica clinica.

Limitacoes do estudo

Este estudo revelou que a (-)-carvona reduz a corrente de
célcio do tipo L, induz efeito inotrépico negativo, e tem efeitos
antiarritmicos no coragao de ratos. Porém, podemos apontar
também algumas limitagdes, como a falta de avaliagao dos
efeitos antiarritmicos da (-)-carvona, em um modelo in vivo
de arritmia e outros modelos in vitro que indiretamente geram
uma sobrecarga de calcio. Outra limitagao deste estudo foi o
fato de nao termos avaliado os efeitos da carvona sobre outros
canais importantes para a excitacao cardiaca, tampouco sua
acao sobre a SERCA2a. Ainda, ha outras limitagoes, incluindo
implicagoes toxicolégicas do uso agudo e em longo prazo da
carvona, sua metabolizacao e farmacodinamica.

Conclusao

Podemos concluir que a (-)-carvona diminuiu a corrente
de célcio do tipo L e o transiente de célcio intracelular no
miocardio, promovendo uma reducdo na contratilidade
atrial e ventricular. Em coragoes de ratos isolados, a
(-)-carvona causou uma diminuicao nas taxas cardiacas e
aumento em intervalos PR, caracteristica de bloqueadores
de canais de calcio. Ainda, observou-se uma reducao
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