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Resumo

Fundamento: O D-Limoneno (D-L) é o principal monoterpeno monociclico com propriedades anti-inflamatérias
encontrado em plantas citrus. A Hipertensao pulmonar (HP) pode causar disfuncao cardiaca direita e aumentar o risco
de morte, em parte devido a resposta inflamatéria no coracao.

Obijetivo: Avaliar o possivel efeito protetor do D-L sobre a funcao cardiaca em um modelo de HP induzida por
Monocrotalina (MCT) (HP-MCT) em ratos.

Métodos: Monitoramento eletrocardiografico in vivo. A técnica de coloracao tricromo de Masson foi empregada para
verificar fibrose no coracao. A funcao de contratilidade do tecido atrial foi estudada usando o banho de 6rgaos isolados.
O PCR quantitativo em tempo real foi aplicado para quantificar inflamacao no ventriculo direito.

Resultados: O grupo HP-MCT mostrou remodelamento estrutural e elétrico do coracao, com a presenca de fibrose no
tecido cardiaco e alteracées eletrocardiograficas in vivo. O tratamento com D-L preveniu em parte o desenvolvimento
de fibrose tecidual e o aumento na duracao da onda P no grupo HP-MCT. As velocidades de contracao e de relaxamento
do atrio direito e do atrio esquerdo isolado foram aceleradas nos animais CTR e HP-MCT tratados com D-L. Finalmente,
o D-L foi capaz de prevenir a expressao anormal das citocinas inflamatérias chave, interleucina 1-f, interleucina 6
e fator de necrose tumoral a, no ventriculo direito dos animais do modelo HP-MCT. D-L foi capaz de aumentar a
producao da citocina anti-inflamatéria interleucina-10.

Conclusao: Nossos resultados mostraram que a administracao in vivo de D-L preveniu em parte o remodelamento
molecular, estrutural e funcional do coracao no modelo HP-MCT com atenuacao da reposta inflamatéria no coracao.

Palavras-chave: Hipertensdao Pulmonar; Anti-Inflamatérios; Produtos Biolégicos.

Abstract

Background: D-limonene (D-L) is the major monocyclic monoterpene in citrus plants with anti-inflammatory properties. Pulmonary hypertension
(PH) can cause right heart dysfunction and increases the risk of death, partially due to inflammatory response in the heart.

Objective: To evaluate the possible protective effect of D-L on cardiac function in a rat model of monocrotaline-induced PH (MCT-PH).

Methods: Electrocardiogram was monitored in vivo. Masson Trichrome technique was deployed to verify fibrosis in the heart. Contractility

function of isolated atrial tissue was studied using organ bath chamber. Real-time quantitative PCR was applied to quantify inflammation in the
g org 1 PF 1 Y

right ventricle.

Results: The MCT-PH group showed electrical and structural heart remodeling, with the presence of fibrosis in the cardiac tissue and in vivo
electrocardiographic changes. Treatment with D-L partially prevented the development of tissue fibrosis and the increase in P wave duration
in the MCT-PH group. The contraction and relaxation velocity of isolated right and left atrium were accelerated in CTR and MCT-PH animals
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treated with D-L. Finally, D-L was able to prevent the abnormal expression of the key inflammatory cytokines (interleukin 1-p, interleukin 6 and
tumor necrosis factor-a) in the right ventricle of MCT-PH animals. D-L was able to enhance the production of the anti-inflammatory cytokine

Interleukin-10.

Conclusion: Our results showed that in vivo administration of D-L partially prevented the molecular, structural and functional remodeling of the
heart in the MCT-PH model with attenuation of the inflammatory response in the heart.

Keywords: Pulmonary Hypertension; Anti-Inflammatory Agents; Biological Products.

Full texts in English - https://abccardiol.org/en/
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A hipertensao pulmonar causa inflamag&o no coragdo e leva a um remodelamento funcional e estrutural do tecido. O componente natural D-limoneno administrado
in vivo atenuou a resposta inflamatria no coragdo dos ratos no modelo de hipertensdo pulmonar induzida por monocrotalina e melhorou a fungéo e a estrutura

do coragao.

Introducao

A Hipertensao pulmonar (HP) é uma doenca cronica
e multifatorial, caracterizada por um remodelamento
progressivo do leito arterial pulmonar, resultando em disfungao
da célula endotelial, proliferagao anormal das células do
musculo liso da artéria pulmonar, e presenga de células
inflamatdrias na tdnica adventicia.' Essas alteragdes levam a
um aumento da resisténcia vascular pulmonar e na pressao
arterial pulmonar média.? Em estdgios mais avangados da HP,
pode ocorrer uma sobrecarga de pressao sobre o ventriculo
direito, contribuindo para hipertrofia e dilatagao do coragao
direito e, eventualmente, a uma dificuldade de se manter o
débito cardiaco.?

A HP induzida por Monocrotalina (MCT) (HP-MCT)
em ratos é o principal modelo pré-clinico usado para se
compreender a fisiopatologia da HP em humanos.* A HP-

MCT reproduz varias caracteristicas do coragao direito
observadas em pacientes com comprometimento da fungao
cardiaca secundario a HP, incluindo remodelamento elétrico
e estrutural do miocérdio.">®

Ao longo do curso da HP, lesbes no miocardio podem
comprometer o sistema de condugao elétrica, com o risco de
desenvolvimento de arritmias, tanto em humanos como no
modelo de HP-MCT em ratos.”"° Estudos prévios sugeriram
que vias apoptéticas, oxidativas e inflamatérias exercem um
importante papel na patogénese da doenga cardiaca atrial
e ventricular observada na HP-MCT.""'® Apesar de avangos
significativos nas terapias farmacoldgicas'” e no manejo
clinico das doencas, a probabilidade de sobrevivéncia dos
pacientes com HP continua baixa.'® Portanto, é importante
o desenvolvimento de novas terapias farmacolégicas que
visem reduzir o remodelamento eletromecanico do coracao
secunddrio a HP.
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O D-Limoneno (4-isopropenil-1-metilciclo-hexeno),
ou D-L, é um monoterpeno monociclico encontrado
predominantemente em 6leos extraidos da casca de frutas
citricas, tais como limdo, laranja e tangerina." Estudos
mostraram que o D-L possui propriedades anti-inflamatérias e
antioxidantes.?*?? Além disso, o D-L foi capaz de atenuar parte
do remodelamento morfolégico do coragao no modelo de
HP-MCT em ratos,? embora os autores ndo tenham avaliado
a fungao cardiaca nem o possivel mecanismo cardioprotetor
envolvido. Nesse sentido, especulamos que o D-L poderia
reduzir a resposta inflamatéria no coragao e prevenir o
desenvolvimento de remodelamento funcional e estrutural
do tecido cardfaco apés a administracdo de MCT em ratos.

Métodos

Animais

Todos os procedimentos de manipulagdao animal foram
aprovados pela CEUA (Comissao de Etica no Uso de Animais)
da Universidade Federal de Sao Paulo (#5438060923). Ratos
pesando em torno de 100 g foram obtidos do CEDEME (Centro
de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e
Biologia) e alojados em instalagoes para cuidado animal em um
ciclo claro/escuro de 12 horas, com alimento e dgua ad libitum.

Delineamento experimental

Os ratos foram separados aleatoriamente em quatro
grupos: 1) grupo controle (CTR): os ratos foram tratados com
TmL/Kg/dia de 6leo de milho (veiculo); 2) grupo MCT: os
ratos receberem uma dose tnica de MCT 50mg/Kg (SIGMA
Chemical Co. St. Louis, MO. EUA), via intraperitoneal (i.p.);”"°
3) CTR+D-L: os ratos receberam 300 mg/Kg dia de D-L
(SIGMA Chemical Co. St. Louis, MO, USA) diluido em éleo de
milho; 4) MCT+D-L: ap6s o tratamento com MCT (50mg/Kg,
i.p.), os ratos receberam 300 mg/Kg/dia de D-L diluido em éleo
de milho. Tratamentos com veiculo e D-L foram administrados
oralmente (gavagem) por 18-20 dias consecutivos, dois dias
ap6s a administracao de MCT. Para evitar interferéncia com
metabolismo do MCT, o tratamento com D-L foi iniciado dois
dias ap6s a injegao do MCT.**

Experimentos nos atrios direitos e esquerdos isolados

Os atrios direitos e esquerdos foram cortados
perpendicularmente e foram colocados em uma cuba para
6rgaos isolados contendo solugao de Tyrode (em mM): 140
NaCl, 5,4 KCI, 1,8 CaCl,, 1,0 MgCl,, 0,33 NaH,PO,, 11
Dextrose e 5 HEPES que foi continuamente gaseificado com
0, 99,9% O,. As extremidades dos étrios foram suspensas
horizontalmente por ganchos de ago inoxidavel e equilibrados
sob uma tensao de repouso de 0,5 gf (4,9 mN) por no minimo
40 minutos. Somente o &trio esquerdo foi submetido a
estimulo em campo elétrico (3 Hz, 100V, 0,5 ms). A contragao
atrial foi normalizada usando o programa OriginLab.

Exame histopatologico

Os coragoes foram removidos da cavidade toracica e
lavados com solucao salina tamponada com fosfato (PBS). Em
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seguida, foram fixados com paraformaldeido 4% por 24 horas,
desidratado com etanol, lavados com xileno e embebidos
em parafina. Os blocos de tecido fixados em parafina foram
seccionados a uma espessura de 5 um e desparafinizados por
submersao em xileno, seguido de reidratagao com alcool. As
secgbes foram coradas com tricromo de Masson, seguindo
as instrugdes do fabricante. Em seguida, as imagens foram
adquiridas por um microscépio ético (Leica DM40008B; Leica
Microsystems). A drea de fibrose do miocérdio foi quantificada
usando o programa Image J (NIH, Bethesda, MD, USA).®

Eletrocardiograma de superficie

Os ratos foram sedados com isoflurano 1,5-2,0%
(Isoforine®, Cristdlia). Os exames eletrocardiograficos foram
realizados em um aparelho ECC-PC versao 2,07 ®-TEB antes
do inicio dos tratamentos e no Gltimo dia. A derivacao I
foi usada para calcular a duragdo da onda P o complexo
QRS, intervalos PR, intervalo QT e frequéncia cardiaca.
Valore do intervalo QT foram corrigidos usando a férmula
QTc=QT/VRR. Todos os tracados eletrocardiogréficos foram
analisados offline. Para cada traco, as medidas foram tomadas
em um minuto (média) de registro.

Extracao de RNA e analise de PCR Quantitativo em Tempo
Real (RT-gPCR)

O RNA total foi extraido do tecido do ventriculo direito
usando o reagente TRIzol LS (Life Technologies, Paisley, Reino
Unido). O cDNA foi sintetizado usando GoScript Reverse
Transcription System (Promega, Dibendorf, Suica) de acordo
com as instrucoes do fabricante. Quatro animais de cada
grupo (CTR, MCT, CTR + D-L e MCT + D-L) foram usados
para a andlise da expressao celular de interleucina-18 (IL-1p),
interleucina-6 (IL-6), interleucina-10 (IL-10), fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), e o fator de crescimento transformador
beta (TGF-B) por PCR quantitativo em Tempo Real (RT-qPCR)
usando primers especificos' e o kit GoTaq qPCR Master Mix
(Promega). A expressao genética relativa foi normalizada
para a expressao endégena de mRNA de B-actina por cada
controle representativo.

RT-gPCR foi realizado em um sistema de PCR em tempo
real ABI 7500 Fast real-time PCR (Applied Biosystems,
Waltham, MA) com as seguinte condigdes: desnaturagao
inicial (5 min 95°C); desnaturagao por 40 ciclos x 15
segundos a 95°C, anelamento/extensao do primer por 60
segundos a 60°C. A fluorescéncia foi registrada durante a
etapa de anelamento/extensdo em cada ciclo. Realizamos
duas repeticoes técnicas para cada citoquina por grupo para
avaliar a Quantificacdo Relativa (QR).?

A QR de um gene alvo em comparagao a um gene
de referéncia foi calculada de acordo com a equagao

Eficiéncia ACtalvo (controle - amostra
alvo

ACt referéncia (controle - amostra)
referéncia

Eficiéncia
Andlise estatistica

Todos os dados foram apresentados como média + erro
padrao da média. A normalidade da varidvel dependente foi
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testada com o teste de Shapiro-Wilk test. Comparagoes entre
os grupos foram realizadas usando a analise de variancia de
uma via ou de duas vias, e o teste de Tukey para comparagao
mdltipla. O nivel de significancia para rejeitar a hipdtese nula
foi p<0,05. O nlimero de animais foi representado por (N).
Os dados foram analisados no Excel ® (Microsoft, EUA) e
Origin 8,0° (OriginLab, EUA).

Resultados

Administracao in vivo de D-L nao impede o comprometimento
no ganho de peso induzido pelo MCT em ratos jovens

A administracdo de MCT causa alteragdes no ganho de
peso em ratos.® Assim, os animais foram pesados no inicio
e no final do experimento. Um aumento no peso corporal
foi observado em todos os grupos no dia 20 em comparagao
ao basal (Figura 1) (p<0,05). Contudo, 20 dias apds a
administracao de MCT, o peso corporal dos animais dos grupos
MCT e MCT+D-L estava reduzido em comparagao aos grupos
CTR e CTR+D-L, respectivamente.

Remodelamento estrutural e elétrico cardiaco causado
pelo MCT é parcialmente prevenido pela administracao de
D-L em ratos jovens

O remodelamento estrutural do coragao é um marcador
de HP-MCT em ratos.”"® As medidas do peso do coracao,
do ventriculo direito, do &trio direito, do atrio esquerdo, da
razao entre ventriculo direito e do comprimento da tibia, e
do indice de Fulton mostrou aumentos significativos no grupo
MCT em comparacao ao CTR (Figura 2A-F). Ainda, o peso
médio do étrio esquerdo e o indice de Fulton foram mais
altos nos animais MCT+D-L em comparagao aos animais
CTR+D-L (Figuras 2D e 2F).

Ja estd bem documentado que um aumento na fibrose
cardiaca é comumente observado nos animais tratados com
MCT.""® Assim, foram realizadas analises histologicas e os
resultados para o ventriculo direito e esquerdo sao ilustrados
na Figura 3A. Os animais MCT apresentaram aumento na
fibrose (Figuras 3B e 3C) em ambos os ventriculos, enquanto
o tratamento com D-L atenuou a fibrose em ambos.

Em seguida, exploramos o perfil eletrocardiografico dos
animais, que esta resumido na Figura 4. Na (Figura 4A, i-iv)
mostra tracados eletrocardiogréficos representativos dos
quatro grupos experimentais no dia 20. Como mostrado na
(Figura 4B), nao foram observadas mudancas na frequéncia
cardiaca, medido como o intervalo RR, nem no complexo QRS
(Figura 4D). A administragao de MCT causou um aumento na
duragdo da onda P (Figura 4C), e o tratamento in vivo com
D-L preveniu o fenétipo (grupo MCT+D-L). Além disso, o
intervalo Qt aumentou no grupo MCT em comparagao ao
grupo CTR (Figura 4D), e o tratamento in vivo com D-L nao
preveniu o alongamento do intervalo QT.

D-L modula a funcao atrial direita e esquerda

Uma vez que o tratamento com D-L evitou o
remodelamento da onda P, decidimos explorar a funcao
mecanica do atrio direito e do atrio esquerdo. As (Figuras
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Figura 1 - Evolugdo do peso corporal ao longo do tempo. O peso corporal
foi medido nos animais Controle (CTR), animais tratados com Monocrotalina
(MCT), CTR + 300 mg/Kg/dia de D-Limoneno (D-L), e MCT + 300 mg/kg/dia
de D-L no dia 0 e no dia 20. Dados sdo expressos em média * erro padrdo
da média; p<0,05, ANOVA de duas vias (two way) para medidas repetidas
sequido do pos-teste de Tukey, “comparando dia 0 e dia 20 com seu respectivo
controle, *comparando CTR com MCT no dia 20, *comparando CTR 300 mg
D-L com MCT 300 mg D-L no dia 20; N=4-6.

5A-5E) resume nossos achados dos experimentos sobre
contragdo atrial direita em uma frequéncia espontanea
de batimento. Tracados representativos das contragoes
espontaneas do atrio direito em todos os grupos sao
apresentados na (Figura 5A, (i-iv). Uma curva de contragao
normalizada e sobreposta para todos os grupos estd
apresentada na (Figura 5A, v). A frequéncia de batimentos
espontaneos mostrou uma tendéncia de redugao no grupo
MCT em comparacao ao CTR (p=0,07). Um resultado
interessante foi que a frequéncia no grupo MCT foi diferente
que a observada no grupo MCT +D-L.

Nao foi observada diferenca no pico de amplitude
nos grupos MCT e MCT+D-L em comparagao a CIR e
CTR+D-L. No entanto, ao se comparar CTR com CTR+D-L,
houve uma atenuacao significativa do pico de amplitude
(p<0,05), e uma tendéncia similar, mas nao significativa,
ao se comparar MCT com MCT+D-L. Ainda, tecido do
atrio direito de ratos tratados com MCT apresentou uma
tendéncia ndo significativa para um tempo mais lento para
o pico de contragdo em comparagao ao CTR (Figura 5C).
Por outro lado, o tratamento in vivo com D-L causou uma
aceleragdo significativa (p<0,05) no tempo para o pico e
para o relaxamento das curvas de contragao do 4atrio direito
em comparacao entre CTR e CTR+D-L e entre MCT e
MCT+D-L. Ainda, o tempo para o relaxamento foi mais lento
no grupo MCT em comparagao ao CTR (Figura 5E).

A frequéncia de batimentos espontaneos do tecido atrial
direito estava na faixa de 3Hz; assim, decidimos estudar as
propriedades da contracdo do étrio esquerdo usando uma
frequéncia de estimulagdo de 3Hz (Figura 6). Uma curva
normalizada sobreposta esta apresentada na (Figura 6A) para
todos os grupos experimentais. A contragdo atrial esquerda
nos ratos MCT mostrou um tempo mais rapido para o pico

Arq Bras Cardiol. 2024; 121(12):e20240195
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Figura 2 - Alteragdes morfoldgicas no coragdo. Grupos experimentais sdo Controle (CTR), Monocrotalina (MCT), CTR + 300 mg/Kg/dia de D-Limoneno (D-L), e
animais tratados com MCT + 300 mg/Kg/dia de D-L. (A) Peso do coragdo. (B) Peso do Ventriculo Direito. (C) Peso do atrio direito. (D) Peso do atrio esquerdo.
(E) Peso do ventriculo direito normalizado pelo comprimento da tibia. (F) Indice de Fulton. Dados expressos em média + erro padréo da média p<0,05, ANOVA
de uma via seguido do pos-teste de Tukey *comparando CTR a MCT e & comparando CTR+D-L a MCT + D-L; N=4-5.
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Figura 3 - D-Limoneno (D-L) atenua fibrose no coragdo. Grupos experimentais sdo Controle (CTR), Monocrotalina (MCT), CTR + 300 mg/Kg/dia de D-L, e
animais tratados com MCT + 300 mg/Kg/dia de D-L. no dia 0 e no dia 20 (A) Secdo representativa do ventriculo direito e do ventriculo esquerdo; (B) Fibrose
no coragéo direito; (C) fibrose no ventriculo esquerdo. Dados sdo expressos em média + erro padrdo da média p<0,05, ANOVA de uma via seguido do teste
de Tukey, ® comparando MCT a todos os outros grupos.
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Figura 4 - Mudancas eletrocardiogréficas. (A) Tragos representativos do eletrocardiograma na derivacdo DIl para Controle (CTR (i), Monocrotalina (MCT) (ii),
CTR + 300 mg/Kg/dia de D-Limoneno (D-L) (iii), e animais tratados com MCT + 300 mg/kg/dia de D-L no dia 0 e no dia 20 (iv). (B) intervalo RR. (C) duragéo da
onda P, (D) Complexo QRS. (E) intervalo QT; dados expressos em média + erro padrao p<0,05, teste ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey, @ comparando

grupo MCT a todos os grupos,

de contracdo em comparagao ao CTR (Figura 6C), mas nao
se observou diferenga no tempo de relaxamento (Figura 6D).
Ainda, os tempos para o pico de contragdo e relaxamento
nao foram diferentes entre os grupos CTR+D-L e MCT+D-L.
Contudo, tanto o tempo para contragdo como o tempo para
relaxamento foram significativamente mais rapidos nos grupos
CTR+D-L e MCT+D-L quando comparados aos grupos CTR
e MCT, respectivamente, indicando que a administragao in
vivo de D-L modula a fungdo atrial esquerda.

D-L exerce efeito anti-inflamatorio no modelo de rato HP-MCT

O MCT é conhecido por induzir inflamagao no coragao, '
0 que pode ter um impacto na fungdo e na estrutura do
coragao.” Por isso, decidimos avaliar citoquinas inflamatérias
chaves que estao alteradas na HP-MCT em ratos. A analise
por RT-qPCR do tecido ventricular direito revelou que o
grupo MCT apresentou uma expressao mais alta de citocinas
pré-inflamatérias (IL-18, IL-6 e TNF-a) (Figuras 7A-7C) em
comparagao ao CTR, e o tratamento com D-L preveniu a
expressao exacerbada de todas as citocinas pré-inflamatérias
testadas, restaurando seus niveis normais de expressao em
comparagao ao grupo CTR. Em contraste, a expressao das
citocinas anti-inflamatérias IL-10 e TGF-B (Figuras 7D e 7E)

* comparando CTR a MCT e & comparando CTR+D-L a MCT+D-L. N=4-5.

estava atenuada no grupo MCT em comparagao aos grupos
CTR, CTR+D-L e MCT+D-L, e a administracao in vivo de
D-L melhorou seus niveis na HP-MCT.

Discussao

No presente estudo, a administragao de MCT (50 mg/Kg)
em ratos jovens causou remodelamento mecanico elétrico e
estrutural grave do coragao, avaliado por achados histolégicos,
eletrocardiogréficos e achados isolados de contragdo dos
atrios. Isso é consistente com estudos prévios usando o modelo
HP-MCT.”"" Resultados de estudo prévio? descreveram que
a administragdo in vivo de D-L melhorou alguns aspectos
fibréticos do remodelamento no modelo HP-MCT.

Na HP, a lesao as pequenas artérias pulmonares inclui danos
as células endoteliais, espasmo arterial, fibrose e oclusao, e a
inflamagao é o principal contribuinte."'> Os danos vasculares
podem levar a disfungdo ventricular direita e a insuficiéncia
cardiaca.?® A medida que a doenca progride, a contratilidade
anormal no lado direito do coragao leva a uma superprodugao
de espécies reativas de oxigénio e de mediadores inflamatérios
no coragao.'" Assim, é intuitivo assumir que a administragao
de moléculas antioxidantes e anti-inflamatérias pode melhorar
a funcao cardiaca na HP. Acredita-se que os processos

Arq Bras Cardiol. 2024; 121(12):e20240195
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Figura 5 - Mudangas na contragao atrial direita. (A) Tragos representativos de contragdo espontanea do étrio direito para o grupo Controle (CTR) (i), animais
tratados com Monocrotalina (MCT) (i) animais CTR tratados com 300 mg/Kg/dia de D-Limoneno (D-L) (iii) e animais MCT tratados com 300 mg/Kg/dia de D-L
(iv). Tragados normalizados sobrepostos para todos os grupos experimentais (v). (B) Frequéncia de batimentos. (C) Pico de amplitude. (D) Tempo para o pico
de contragdo medido como o intervalo entre 10 e 90% para o desenvolvimento da contragdo. (E) Tempo para o relaxamento medido como o intervalo entre 10
e 90% para o desenvolvimento do relaxamento. Dados expressos como média * erro padrdo da média; p<0,05, ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey,

*MCT em comparagdo a MCT+D-L, ** CTR em comparagdo a CTR+D-L, N=4.

inflamatérios exergam um papel relevante na HP no homem
e em experimentos.'??

Pesquisa prévia mostrou que o tratamento oral com
D-L (400 mg/Kg/dia) por trés semanas consecutivas ap6s a
administragao de MCT (60 mg/Kg) reduziu o remodelamento
estrutural do coragao, conforme avaliado pelo indice de
Fulton.?* No entanto, ha uma divergéncia nos resultados do
indice de Fulton em nosso estudo, o que pode ser explicado
em parte por: 1) as linhagens dos animais eram diferentes
entre os estudos. Ratos Wistar e Sprague-Dawley respondem
de maneira diferente a lesao cardiovascular;?’ Il) ratos jovens
e doses mais baixas de MCT influenciam a evolucido do
remodelamento cardiaco neste modelo experimental.?%°
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Em nosso estudo, observamos que a administracao de
D-L atenuou o peso do ventriculo direito normalizado
pelo comprimento da tibia, indicando que a reversao nao
observada do indice de Fulton pode ser atribuido a um efeito
distinto sobre o ventriculo direito e esquerdo (septo). Além
disso, o D-L atenuou a fibrose cardiaca atenuada em ambos
os ventriculos, o que contribui para a melhora da fungao
ventricular in vivo.

Isso é corroborado pela observagao de que o peso dos
atrios direitos, que geralmente encontra-se aumentado neste
modelo, foi revertido pela administracao de D-L, o que nao
ocorreu com o peso dos atrios esquerdos. O remodelamento
dos atrios direitos e esquerdos contribui para a arritmia atrial
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neste modelo experimental’'® e, sendo assim, o D-L tem
um efeito benéfico nesse aspecto. Tal fato é sustentado
pela andlise eletrocardiografica. Ainda, observou-se que
o remodelamento significativo no intervalo Qt ndo foi
revertido pelo D-L, sugerindo que o monoterpeno pode
exercer uma habilidade Gnica de modular regiées distintas

do coracao.

A inflamagdo é um processo patoldgico essencial no
remodelamento do coragdo que ocorre no modelo de
HP-MCT em ratos.”'? Assim, medimos a expressao das
principais citocinas envolvidas na fisiopatologia de doencas
cardfacas.”'? Consistente com estudos prévios,"'? nds
demonstramos que a expressao de citocinas inflamatérias
(IL-1B, IL-6 e TNF-a) estd aumentada no grupo MCT, ao
passo que a de citocinas anti-inflamatérias IL-10 e TGF-8
esta reduzida. D-L exerceu atividade anti-inflamatéria ao
restaurar os niveis de expressao de citocinas inflamatérias,
aumentando o nivel de IL-10 e restaurando a expressao
de TGF-p.

A IL-10 é uma citocina anti-inflamatéria versatil
que exerce um papel crucial na regulagao de vdrios
aspectos da resposta imune, inflamacdo, propriedades
vasculoprotetoras, e do remodelamento do tecido. AIL-10
é produzida principalmente por linfécitos Th2 durante a
inflamagao, em que atua suprimindo a produgao de varias
citocinas pré-inflamatérias.>® A IL-10 ganhou atengao
significativa por sua capacidade de suprimir vasculopatia
proliferativa e inflamatéria.>® A IL-10 inibe inflamagao
diminuindo a producao das citocinas inflamatérias,
exercendo, assim, feitos anti-inflamatérios. Além disso,
ativa vias de sinalizagdo que melhoram a expressao de
genes anti-inflamatérios.*'

O processo patoldgico da HP é caracterizado por niveis
séricos anormais de citocinas pré-inflamatérias como IL-1 e
IL-6.%2 Pacientes com HP geralmente exibem niveis séricos
basais elevados de IL-10, sugerindo uma resposta anti-
inflamatéria protetora a lesao presente.*® Dessa forma, a
IL-10 tornou-se um ponto central em terapias potenciais
cujo objetivo é combater fibrose associada a inflamagao.**

A IL-10 exerce um papel indireto, mas crucial,
em limitar a lesao cardiaca e fibrose. Sua via de
sinalizacdo, particularmente por meio de STAT3, promove
o recrutamento e a retencdo de células progenitoras
endoteliais derivadas da medula éssea no local da lesao
cardfaca, influenciando, assim, o reparo e a regeneragao.* ¢
Muitos dados da literatura sugerem um papel benéfico da
IL-10 na HP. Por exemplo, no modelo de HP-MCT em ratos,
a administracdo endovenosa de IL-10 via vetor adenoviral
melhorou significativamente as taxas de sobrevida e
reduziu a média de pressdo arterial pulmonar.*® Ainda, a
administracao de IL-10 recombinante melhorou a funcao
ventricular, reduziu o remodelamento hipertréfico, atenuou
a fibrose cardiaca e a vasculopatia proliferativa, e diminuiu
a taxa de mortalidade.>”

A expressao sistémica de IL-10 também melhorou
a sobrevida de ratos no modelo HP-MCT, preveniu
o desenvolvimento de hipertrofia ventricular direita,
hipertrofia medial da artéria pulmonar, reduziu o acimulo
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Figura 6 - Mudangas na contragao atrial esquerda. (A) Tragados normalizados
sobrepostos do atrio esquerdo sob frequéncia de estimulagdo de 3Hz para o
grupo Controle (CTR), animais tratados com Monocrotalina (MCT) animais CTR
tratados com 300 mg/Kg/dia de D-Limoneno (D-L) e animais MCT tratados
com 300 mg/Kg/dia de D-L. (B) Pico de amplitude. (C) Tempo para o pico de
contragdo medido como o intervalo entre 10 e 90% para o desenvolvimento
da contragdo. (D) Tempo para o relaxamento medido como o intervalo entre
10 e 90% para o desenvolvimento do relaxamento. Dados expressos como
média * erro padrdo da média; p<0,05, ANOVA de uma via sequido do teste
de Tukey, ® comparando grupo MCT a todos os grupos, *comparando CTR a
MCT+D-L, *comparando CTR a CTR+D-L, N=4.

de macrofagos, a proliferagao celular vascular, e reduziu os
niveis de TGF-B1 e IL-6 no tecido pulmonar, o que é critico
na progressao de HP3® Consistente com estudos prévios
usando modelo de HP-MCT em ratos, um aumento nos
niveis de IL-10, induzido por administragdo especifica de
IL-10, inibiu significativamente a expressao de IL-1B, IL-6 e
TNF-a no ventriculo direito, e atenuou fibrose em ambos os
ventriculos direito e esquerdo.*® Em geral, a IL-10 modula a
dinamica da rede de citocinas envolvida no remodelamento
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Figura 7 - Efeito do D-Limoneno (D-L) sobre a expressdo de mRNA de citocinas pro-inflamatdrias e citocinas anti-inflamatérias no tecido ventricular direito de
ratos no modelo HP-MCT. As expressées de mRNA (100ng) de IL-1B (A), IL-6 (B), TNF-a (C), IL-10 (D) e TGF-B (G) foram analisadas por PCR quantitativo em
Tempo real (RT-GPCR). Os resultados sdo expressos em média * erro padrdo da média; p<0,05, ANOVA de uma via seguido do teste de Tukey, @ comparando
grupo MCT a todos os grupos, *comparando MCT a MCT+D-L, &comparando CTR+D-L a MCT-D+L, ** comparando CTR a CTR+D-L (N = 4 animais por grupo

em duplicata).

cardiaco induzido por HP, exercendo potencialmente seus
efeitos em vdrios locais.

Nossos resultados evidenciaram que o D-L aumentou a
expressao de IL-10 no tecido do ventriculo direito. A IL-10 pode
estimular a sintese de anticitocinas enddgenas e inibir receptores
de citocinas pré-inflamatérias, e apresenta propriedades
anti-inflamatdrias potentes, reprimindo a expressao de IL-18,
IL-6 e TNF-a por macréfagos ativados.*> Um estudo prévio
demonstrou que a IL-10, administrada por injegao intramuscular
de um vetor viral adeno-associado, exerce varios efeitos
preventivos sobre o remodelamento vascular proliferativo
e inflamatério na HP, tais como diminuindo o actimulo de
macrofagos, a proliferagao celular vascular, e os niveis de TGF-1
e IL-6 no tecido pulmonar.* Por fim, ja foi descrita a capacidade
de o D-L modular a reposta inflamatéria no coragao.*

Em concordancia com nossos resultados, um estudo prévio'
relatou que a inflamagao esteve presente na evolucao da HP
e os niveis de mediadores inflamatérios estao aumentados
durante a progressao da fase aguda a fase cronica da doenga.'
AIL-1p é uma das primeiras citocinas a se elevarem no modelo
experimental de MCT em ratos, e ela esta relacionada a
arritmias atriais e ventriculares em vérias doencas cardiacas.*'+?

O D-L pode aliviar a lesao cardiaca induzida por intoxicagao
por CCl, por meio de seu potencial antioxidante e anti-
inflamatério.* Além disso, as propriedades anti-inflamatérias do
D-L foram demonstradas anteriormente por meio da inibigao
de NF-kB dependente de redox e de outras citocinas presentes
na cascata inflamatéria.*

Nesse contexto, outros estudos ja relataram que o D-L
modula a resposta inflamatéria do cora¢do.*® Em nosso estudo,
apresentamos, pela primeira vez, uma analise mais especifica
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e detalhada mostrando que a administragao in vivo de D-L é
capaz de modular especificamente o status inflamatério do
ventriculo direito, que é afetado no remodelamento cardiaco
induzido por HP-MCT.

Conclusao

Com base nos resultados, pode-se concluir que a
administragdo in vivo de D-L pode reduzir a formacao de
fibrose tecidual no modelo de PH-MCT em ratos jovens,
como resumido na Figura Central. Além disso, o D-L restaura
as mudangas eletrocardiogréficas, e aumenta a expressao
de citocinas anti-inflamatérias. No geral, o D-L pode ser
um promissor agente anti-inflamatério contra a HP e a
disfuncao cardiaca.
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