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RESUMO

As arritmias s&o a principal causa de morte subita cardiaca em pacientes com disfun¢des no
coracdo sendo, portanto, um importante problema epidemiologico e de saude publica. O
eugenol (4-Alil-2-Metoxifenol) € um composto fendlico encontrado em algumas plantas
medicinais que, de acordo com estudos prévios, é capaz de modular as atividades mecanica e
elétrica do coracdo principalmente devido a sua interagdo com os canais de Ca?* regulados
por voltagem. No entanto, o efeito antiarritmico do eugenol e sua acdo sobre os canais de Na*
dependentes de voltagem (Nav) cardiacos é ainda pouco explorado. Deste modo, o presente
trabalho objetivou investigar o efeito antiarritmico do eugenol em um modelo de arritmia
cardiaca induzida por Anemonia Viridis Toxin Il (ATX-1l), uma toxina extraida da espécie
Anemonia sulcata que aumenta a corrente de sodio tardia (InaL) nas células do miocardio,
bem como avaliar o efeito direto dessa substancia sobre a InaL em células de cultura (HEK-
293).Inicialmente foram utilizadas concentracfes crescentes do eugenol (1 a 5.000uM) para
avaliar os efeitos inotrdpico e cronotropico negativo relatados na literatura. Para avaliar o
efeito do eugenol sobre a arritmogénese cardiaca, o atrio esquerdo, mantido em cuba para
6rgdo isolado e submetido a estimulacéo elétrica, foi exposto a 10 nM de ATX-II para evocar
0s eventos arritmicos, seguido da adicdo do eugenol (300uM) a solucdo de banho para avaliar
0 seu efeito sobre os eventos arritmicos induzidos por ATX-I1. O efeito do eugenol (300 uM)
sobre a amplitude da InaL em células HEK-293 foi verificado utilizando-se a técnica de patch-
clamp, com células mantidas em um potencial de “holding” de —120 mV e estimuladas com
pulsos-testes de 300 ms de duracdo que despolarizam as células para -20 mV, em intervalos
de 5s. O surgimento da Ina. foi estimulado por 3 nM de ATX-II. Lidocaina e Tetrodotoxina
(TTX) foram usadas como um controle positivo. Os resultados desta pesquisa demonstraram
que o eugenol apresenta efeitos inotropico negativo sobre o tecido atrial esquerdo e
cronotrdpico negativo sobre o atrio direito, atuando de modo concentracdo-dependente. Além
disso, esse composto apresentou efeito antiarritmico em tecido atrial em uma concentracdo de
300 pM, provavelmente por inibir a InaL. ESsa mesma concentracdo foi utilizada para os
experimentos de eletrofisiologia, e promoveu uma reducdo na amplitude da Ina.L induzida por
ATX-Il em células HEK-293 que expressavam transitoriamente o Nayl.5 humano,
demonstrando uma acgéo direta do eugenol sobre o Nay1.5. Tais evidéncias corroboram com a
hipdtese de que o eugenol tem potencial antiarritmico podendo ser usado para o controle de
condicBes fisiopatoldgicas associadas a Sindrome do QT longo do tipo 3 (SQTL3), por
exemplo. Estudos complementares, em modelos in vivo, deverdo ser realizados para verificar
essa possibilidade.

Palavras-chave: arritmias cardiacas; ATX-II; cardiomidcitos; corrente de sédio tardia; efeito
antiarritmico; eugenol.



ABSTRACT

Arrhythmias are the main cause of sudden cardiac death in patients with heart dysfunction
and, therefore, an important epidemiological and public health problem. Eugenol (4-Allyl-2-
Methoxyphenol) is a phenolic compound found in some medicinal plants that, according to
previous studies, is able to modulate the mechanical and electrical activities of the heart
mainly due to its interaction with Ca®* channels regulated by voltage. However, the
antiarrhythmic effect of eugenol and its action on cardiac voltage-dependent Na+ channels
(Nav) is still poorly explored. Thus, the present work aimed to investigate the antiarrhythmic
effect of eugenol in a model of cardiac arrhythmia induced by ATX-II, a toxin that increases
the late sodium current (Ina) in myocardial cells, as well as to evaluate the direct effect of
this substance on InaL in cultured cells (HEK-293). Initially, increasing concentrations of
eugenol (1 to 5,000uM) were used to assess the inotropic and negative chronotropic effects
reported in the literature. To assess the effect of eugenol on cardiac arrhythmogenesis, the left
atrium, kept in a tub for an isolated organ and subjected to electrical stimulation, was exposed
to 10 nM of ATX-Il to evoke arrhythmic events, followed by the addition of eugenol
(300uM) to the bath solution to assess its effect on ATX-II induced arrhythmic events. The
effect of eugenol (300 uM) on the amplitude of InaL in HEK-293 cells was verified using the
patch-clamp technique, with cells maintained at a holding potential of —120 mV and
stimulated with pulses -tests of 300 ms duration that depolarize cells to -20 mV, at intervals of
5s. The appearance of InaL Was stimulated by 3 nM of ATX-II. Lidocaine and Tetrodotoxin
(TTX) was used as a positive control. The results of this research demonstrated that eugenol
has negative inotropic effects on the left atrial tissue and negative chronotropic effects on the
right atrium, acting in a concentration-dependent manner. Furthermore, this compound had an
antiarrhythmic effect in atrial tissue at a concentration of 300 uM, probably because it inhibits
Ina,L. This same concentration was used for the electrophysiology experiments, and promoted
a reduction in the amplitude of InaL induced by ATX-II in HEK293 cells that transiently
expressed human Nav1.5, demonstrating a direct action of eugenol on Nav1.5. Such evidence
supports the hypothesis that eugenol has antiarrhythmic potential and can be used to control
pathophysiological conditions associated with long QT syndrome type 3 (LQTL3), for
example. Complementary studies, in in vivo models, should be carried out to verify this
possibility.

Keywords: cardiac arrhythmias; ATX-Il; cardiomyocytes; late sodium current;
antiarrhythmic effect; eugenol.
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1. INTRODUCAO

As arritmias sdo caracterizadas por uma modificacdo no ritmo cardiaco normal, sem
justificativa fisioldgica, as quais podem ser causadas por: 1) um aumento na excitabilidade da
membrana celular, levando ao surgimento de taquicardias induzidas por ganho de
automaticidade ou atividade de gatilho; 2) um defeito na formag&o do impulso elétrico no nd
sinoatrial (NSA), o que geralmente causa a bradicardia sinoatrial, pausa sinoatrial ou a
sindrome bradi-taquicérdica e 3) uma redu¢do na conducao normal célula-célula levando, com
isso, a um bloqueio do sistema de conducdo cardiaco ou a uma reducdo da propagacdo do
sinal elétrico em determinadas regi6es do miocardio (ROKITA E ANDERSON, 2012).

Nesse sentido, segundo Rubart e Zipes (2005), a principal causa de morte subita
cardiaca é decorrente de degeneracdo por taquicardia ventricular (aceleracdo anormal da
frequéncia ventricular) com fibrilagdo ventricular (FV), durante a qual as contragdes
desorganizadas dos ventriculos ndo ejetam sangue de forma eficaz, muitas vezes seguida de
assistolia ou atividade elétrica sem pulso. A excecéo de células marca-passo do no sinoatrial e
atrioventricular, durante o potencial de a¢do (PA) cardiaco tipico, a despolarizacdo (ou fase 0)
da membrana celular é guiada por canais seletivos ao Na* sensiveis a voltagem (Nav),
majoritariamente os Nayv1.5, isoforma mais abundante no coragdo. A abertura desses canais
leva a uma corrente de influxo de Na* em funcdo de seu gradiente eletroquimico. Em
condigdes fisioldgicas, os Navl.5 sdo ativados e inativados rapidamente (em cerca de 5
milissegundos), gerando um fluxo de Na* para o citoplasma, conhecido como corrente rapida
de Na* (Inar). Algumas mutacGes no gene que codifica o Nayl.5, bem como toxinas,
pesticidas, e certas condi¢des patologicas adquiridas (como por exemplo a isquemia cardiaca),
podem levar a um funcionamento atipico desses canais, impedindo sua rapida inativacéo e
gerando uma corrente de entrada de Na* mais duradoura (na ordem de dezenas a centenas de
milissegundos) conhecida como corrente de Na* tardia (Inar). O aumento da InaL nessas
condicdes patoldgicas acarreta numa elevacao da duracdo do PA, o que predispde o coragdo a
arritmias (CHADDA et al., 2017).

Atualmente existem diversos tipos de tratamento para as arritmias cardiacas, tais como
a ablacdo do foco arritmogénico, o uso de implantes que respondem a eventos de bradi ou
taquicardia e os medicamentos antiarritmicos. Esses Ultimos podem ser classificados de
acordo com os seus mecanismos de a¢do. Os farmacos antiarritmicos de classe I, por exemplo,

compreendem as drogas que blogueiam a Inar, diminuindo assim a condugéo de impulsos



elétricos do coracdo e a ocorréncia de atividade de gatilho, reduzindo, com isso, a
automaticidade cardiaca(BHATT et al., 2005; KAVERINA E CHICHKANOV, 2003; YU et
al., 2018).

O eugenol é um composto fendlico encontrado em algumas plantas medicinais que
também vem sendo aplicado para o tratamento local da dor (Pramod et al., 2010). Alguns
estudos vém mostrando que esse composto é capaz de modular as atividades mecénica e
elétrica do coracdo. Sensch e colaboradores (2000) demonstraram que o eugenol diminui o
inotropismo cardiaco por reduzir o influxo de Ca®* nos cardiomidcitos, o que também foi
observado por Damiani et al. (2004). Além disso, como demonstrado pelo nosso grupo de
pesquisa, o eugenol é um inibidor da Ina em células cardiacas e células de cultura com grande
potencial antiarritmico (TEIXEIRA-FONSECA, 2018; TEIXEIRA-FONSECA et al., 2021).
Assim, o presente trabalho objetivou investigar o efeito antiarritmico do eugenol em modelos
in vitro de arritmia cardiaca induzida por um aumento da InaL. Nesse modelo, uma toxina
extraida da anémona, Anemonia sulcata, conhecida como ATX-II, € utilizada para aumentar,
seletivamente, a InaL, 0 que leva a um aumento intenso na duracdo do PA cardiaco, levando
ao surgimento de arritmia no miocardio ventricular ou atrial (Liang et al., 2016). Além disso,

almejou-se também investigar o efeito direto do eugenol sobre a Ina,L.



2. JUSTIFICATIVA

As arritmias sdo um importante problema epidemioldgico e de saude publica, tendo
em vista que estdo associadas a condi¢des fisiopatoldgicas graves e a morte subita cardiaca
(MSC). A despeito dos avan¢os no diagndstico e no tratamento dos diversos tipos de arritmias
cardiacas, 0 custo para 0 manejo dos pacientes e o numero de mortes causadas por essas
disfungdes continuam elevados, tanto em paises desenvolvidos, quanto naqueles em
desenvolvimento (ROKITA E ANDERSON, 2012, HEIJMAN et al., 2017).

Dados da Sociedade Brasileira de Arritmias Cardiacas (SOBRAC, 2018) destacam que
as arritmias cardiacas atingem um numero de mais de vinte milhdes de brasileiros todos os
anos, levando a mais de 320 mil casos de MSC. Muitas formas congénitas e adquiridas de
doencas cardiacas estdo associadas a defeitos em canais i6nicos que sdo as unidades
fundamentais da excitabilidade da membrana celular, a exemplo disso tem-se o
prolongamento da InaL que é alvo terapéutico em condigdes de arritmia como a sindrome do
QT longo do tipo 3 (SQTL3), insuficiéncia cardiaca e angina. Diante disso, o presente estudo
revela-se importante por investigar o efeito do eugenol (4-alil-2-metoxifenol) em um modelo

de arritmia induzida por aumento da Ina,L.

E importante salientar que o eugenol é considerado seguro, ndo cancerigeno e ndo
mutagénico pela Food and Drug Administration (FDA), com uso humano aceito pela
Organizacdo Mundial da Salude (OMS) e apresenta diversas atividades farmacoldgicas e
bioldgicas sobre o musculo cardiaco, a exemplo, a sua agdo cardioprotetora em diversos
modelos, devido ao seu potencial antioxidante, tal como a capacidade de reduzir a apoptose
de cardiomidcitos em ratos neonatos por diminuir os niveis intracelulares de Ca?* e o estresse
oxidativo nessas células e a reversdo parcial da hipertrofia cardiaca induzida pela
administracdo de isoproterenol conforme verificado por Choudhary, et al., 2006; e a redugéo
da cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina e pelo trioxido de arsénio, utilizados para o
tratamento de neoplasias (FOUAD e YACOUBI, 2011) (BINU, et al., 2017).



3. OBJETIVOS

3.1 GERAL

O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito do eugenol sobre a contratilidade cardiaca,
bem como o efeito antiarritmico desse composto em modelo de arritmia cardiaca induzida

pelo aumento da Ina,L € a sua acdo direta sobre a Ina,L em células de cultura HEK-293.

3.2 ESPECIFICOS

e Estudar o efeito inotropico do eugenol sobre o musculo atrial esquerdo;

e Estudar o efeito cronotrépico do eugenol em tecido atrial direito;

e Verificar o efeito da ATX-II sobre a contratilidade cardiaca em tecido atrial isolado;

e Investigar a atividade antiarritmica do eugenol em modelo de arritmia induzida por
ATX-1l em éatrio esquerdo;

e Averiguar a acdo do eugenol sobre a corrente de sédio tardia (InaL) em células HEK-
293.



4. FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA CARDIACA

O coracdo de mamiferos € composto por quatro camaras: atrio direito, ventriculo
direito, atrio esquerdo e ventriculo esquerdo. Entre os atrios e ventriculos estdo as valvas
atrioventriculares e entre os ventriculos e as artérias estao as valvas pulmonares e aortica, cuja
funcdo é impedir o refluxo do sangue e contribuir para o gradiente de pressao necessario a sua
propulsdo (Figura 1). Compondo o aparato subvalvar nos ventriculos estdo as cordas
tendineas, constituidas principalmente de elastina e fibras de colageno que também
contribuem para o fechamento valvar e desenvolvimento de forca para ejecdo sanguinea
durante a sistole (VACA e BORDONI, 2019).
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Figura 1. Estrutura do coracdo, com destaque para as camaras cardiacas. Fonte: Modificado de Guyton e
Hall, 2017.
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Os lados direito e esquerdo do coragdo sdo separados por septos fibrosos formando
dois circuitos de fluxo sanguineo: o sangue rico em CO2 chega ao coragdo, no atrio direito,
através de duas grandes veias, veia cava superior e veia cava inferior, move-se para 0
ventriculo direito durante a diastole através da valvula tricuspide que se fecha durante a
sistole possibilitando o direcionamento do fluxo para a circulagdo pulmonar. Nos alvéolos o

sangue € oxigenado e retorna ao coracdo pelo atrio esquerdo de onde é conduzido para o



ventriculo esquerdo através da valvula bicuspide (mitral) e deste é bombeado para a
circulacdo sistémica, apds passar pela valvula adrtica (Figura 1) (SILVERTHORN, 2017).

As paredes das camaras cardiacas sdo divididas em trés camadas: endocérdio,
miocardio e epicardio. O endocardio representa uma fina camada continua a tunica interna
dos grandes vasos, 0 miocardio é a camada intermediaria do coracdo, formada por tecido
muscular e o epicardio apresenta-se na camada mais externa e é constituido pela lamina
visceral do pericardio (MOORE, 2014).

O pericardio funciona como uma barreira de protecdo contra patdgenos e empecilho
para a dilatagdo excessiva do coragdo. O mesmo aparece como um saco fibroso seroso, sendo
sua superficie fibrosa composta por muitas camadas de tecido conjuntivo e as suas camadas
serosas divididas em pericardio parietal, ligado ao pericardio fibroso, e pericardio visceral,
ligado diretamente ao coracdo. Este tecido tem, ainda, a funcdo de envolver o liquido
pericérdico, reduzindo o atrito durante a sistole e didstole (VOLPE e MAKARYUS, 2019).

Comumente associada a gordura epicardica, na regidao mais externa do coragdo, estao,
também, as artérias coronarias, responsaveis pela perfusdo do coracdo para o suprimento de
oxigénio e nutrientes. Estes vasos tém origem na aorta e se ramificam principalmente para o
lado direito do coracdo, formando, dentre outros, o ramo nodal (no né sinoatrial), o ramo

marginal direito e o ramo interventricular posterior (SAXTON e MANNA, 2019).

A geracdo e conducdo do sinal elétrico que precede a atividade mecénica do coracdo é
devida a propriedade do automatismo cardiaco. O n6 sinoatrial (NSA) é o local do coracdo
onde normalmente se forma o impulso elétrico cardiaco, visto que as células dessa regido
apresentam maior atividade marca-passo intrinseca. Os dois tipos principais de células que
compdem o NSA sdo: células pequenas e redondas auto excitaveis e células alongadas que
conduzem o impulso gerado da regido mais central do n6 para as margens onde encontram 0s
midcitos atriais direitos e também feixes de Bachmann que conduzem o sinal para a ativagdo
elétrica do atrio esquerdo. Apds a despolarizagdo atrial, o impulso chega ao noé
atrioventricular (NAV) onde ocorre um atraso da sua conducdo, que permite o completo
enchimento de sangue da camara ventricular. Logo depois o impulso passa pelas fibras de
conducdo: feixes de His e suas ramificacOes e fibras de Purkinje, que permitem a

despolarizacédo ventricular (CHENG et al., 2019).



Para o registro do impulso elétrico que percorre diferentes regifes do coracdo é
utilizado um equipamento chamado eletrocardiograma (ECG), o qual possui, normalmente,
doze eletrodos que devem ser dispostos sobre a superficie corporal para o registro das
variacOes de potenciais elétricos que se propagam em tecidos localizados no entorno do
coragdo. O tracado grafico do ECG tipico apresenta: a onda P que representa a despolarizacdo
atrial; o segmento isoelétrico PR, que consiste no periodo de condugdo do impulso elétrico
pelo NAV, feixe de His e fibras de Purkinje, 0os quais sdo estruturas que apresentam massa
muito pequena quando comparada ao musculo atrial, de modo que o campo elétrico ndo pode
ser registrado pelos eletrodos dispostos na superficie corporal; o complexo QRS que retrata a
sistole ventricular; o segmento ST que representa a contragdo isovolumétrica dos ventriculos e
a onda T que corresponde a repolarizacao ventricular — a repolarizacéo atrial ndo aparece na
representacdo por coincidir com o momento da despolarizacdo ventricular (Figura 2). Com
posse do registro de ECG é possivel realizar diversas medidas, entre elas os intervalos, que
correspondem ao tempo entre ondas do tracado eletrocardiografico. O intervalo “RR”, por
exemplo, permite verificar se o ritmo dos batimentos cardiacos encontra-se em condicGes
fisioldgicas (geralmente 75bpm). Ja o intervalo QT corresponde ao tempo entre o inicio do
complexo QRS e o final da onda T e marca o periodo entre a sistole e diastole ventricular. O

intervalo QT é muito influenciado pela frequéncia cardiaca, deste modo utiliza-se o intervalo
QT

VE-R'

QT corrigido (QTc) que pode ser calculado pela formula de Bazett: @Tc = onde o

intervalo R-R representa o periodo da despolarizacdo ventricular (em segundos), de modo
que o intervalo QTc trata do ajuste do intervalo QT para as mais diversas frequéncias
cardiacas. O prolongamento do intervalo QT, esta associado a condi¢fes patologicas como a
Sindrome do QT Longo do tipo 3 (SQTL3), na qual observa-se maior duracao do potencial de
acdo no miocérdio ventricular (FELDMAN e GOLDWASSER, 2004).

X

Qi

Figura 2. Representacéo grafica de um ECG tipico. Fonte: Berne e Levy, 2009.



4.2 BASES CELULARES E MOLECULARES PARA A CONTRATILIDADE
CARDIACA

O miocéardio é constituido por diferentes tipos celulares, tais como cardiomiocitos,
fibroblastos, células musculares lisas vasculares e células endoteliais, além de macro6fagos
teciduais. Para que se possa compreender o funcionamento contrétil e elétrico do coragdo é
necessario observar com mais profundidade os aspectos estruturais e moleculares dos

cardiomidcitos que representam cerca de 75% do volume do miocardio (OLIVEIRA, 2019).

A membrana plasmatica dos cardiomidcitos € denominada sarcolema e, além de
garantir protecdo e defesa para os componentes intracelulares, integra um conjunto de
estruturas funcionais que incluem os tdbulos transversos (tubulos T) e os discos intercalados.
O sarcolema apresenta uma estrutura com componentes moleculares especificos, tais como
lipideos e proteinas, que Ihe permite regular uma série de processos celulares, como € o caso
do acoplamento excitagdo-contracdo (AEC), que serd discutido mais detalhadamente adiante
(KITMITTO, BAUDOIN e CARTWRIGHT, 2019).

Os tabulos T sdo estruturas formadas por invaginacfes do sarcolema em dire¢do ao
interior do midcito, encontram-se muito proximos as linhas Z dos sarcémeros e suas
ramificaces formam uma rede complexa em torno dos miofilamentos. Essas estruturas
apresentam microdomios com grande densidade de canais de célcio do tipo L que formam a
diade cardiaca junto ao reticulo sarcoplasmatico (RS), e, por isso, auxiliam na regulacdo da
sinalizacdo de Ca®* e consequentemente na contratilidade cardiaca. Sua forma e estrutura é
garantida por proteinas que interconectam o sarcolema e o citoesqueleto celular (figura 3)
(HONG e SHAW, 2017).
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Figura 3. Figura ilustrativa dos tdbulos T nos cardiomiocitos. Adaptado de: Bers, 2008.

Os discos intercalares sdo responsaveis pelo acoplamento entre células adjacentes,
sendo regibes especializadas do sarcolema que contém trés tipos de juncdes celulares: 1)
desmossomas (ou macula aderente); 2) juncBGes aderentes e 3) juncbes gap (ou juncles
comunicantes). Os desmossomas ancoram o sarcolema aos filamentos intermediarios, as
juncdes aderentes conectam o citoesqueleto de actina de duas células adjacentes e as juncdes
gap conectam o citoplasma de células adjacentes permitindo a passagem nao seletiva de ions e
metabolitos de até 1KDa, o que faz do miocéardio um sincicio mecénico e elétrico (PINALI et
al., 2015).

O reticulo sarcoplasméatico (RS) é uma organela intracelular presente nos
cardiomidcitos que consiste em uma forma especializada de reticulo endoplasmatico com
funcdo crucial de captagdo e liberagdo de Ca?* durante os ciclos de contragdo através de
proteinas transportadoras da membrana. O RS pode ser dividido em duas estruturas: 1) o
reticulo sarcoplasmatico juncional (jRS), também descrito como cisternas terminais ou
subsarcolemais que representam estruturas semelhantes a panquecas préximas aos tibulos T e
provavelmente preenchida com calsequestrina (CSQ); e 2) o reticulo sarcoplasmatico ndo-
juncional ou livre (fRS), consistindo em uma rede compondo a maior parte da membrana do
RS que circunda as miofibrilas (e também mitocondrias), onde estdo presentes as bombas de
Ca?* que transportam o Ca?* de volta para o interior do RS, conforme demonstrado na Figura
4 (LIBBY, 2018).
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Figura 4. Estrutura das miofibrilas e sistema Tubulos T - Reticulo Sarcoplasmético (RS). Fonte:
Guyton e Hall, 2017.

O local de justaposicdo entre a membrana do RS, especificamente do jRS ou cisternas
terminais, e a membrana do sarcolema, particularmente onde encontram-se os tubulos T,
constitui a diade cardiaca, na qual ambas as estruturas estdo postas frente-a-frente com um
pequeno espaco (de aproximadamente 15 nm) entre elas, o qual é denominado fenda diadica.
Nesta regido, ocorrem as interagfes funcionais entre as duas membranas justapostas com a
liberagdo de ions Ca?* através de canais de Ca?* sensiveis a voltagem, presentes no sarcolema
e os receptores de ryanodina (RyRs) no jRS. Os RyRs presentes no cora¢do sdo compostos
por quatro subunidades codificadas pelo gene RyR2. Estes canais sdo ativados pelo Ca?" que
flui a partir de canais de Ca?" do tipo L e promovem a liberagdo macica de Ca®* para o
citoplasma. Ambos 0s canais, entdo, geram corrente de influxo de Ca?* e aumentam a
concentragéo deste fon no citoplasma, [Ca®']i (EISNER, 2018).

Nos midcitos cardiacos encontram-se, ainda, os miofilamentos compostos por

filamentos finos (actina) e grossos (miosina), assim como estruturas contrateis e
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citoesqueléticas associadas. Os miofilamentos constituem a maquinaria contratil destas
células, convertendo estimulos quimicos e elétricos em trabalho (atividade mecénica do
coracdo). Sdo formados por unidades repetidas denominadas sarcomeros que, quando
observados em microscopio de polarizacdo, formam a banda clara (I), regido isotropica
composta por filamentos finos, a banda escura (A), anisotrépica, composta por filamentos
grossos, e a banda H contida na banda A, que incorpora uma regido mais densa central
denominada banda M onde os filamentos grossos estdo entrelacados e conectados. Os
sarcOmeros sdo delimitados pelos discos Z que funcionam como ponto de ancoramento para
os filamentos finos (Figura 5). O conjunto de miofilamentos, por sua vez, ird compor, as
miofibrilas (AIRES, 2017).

Miosina (filamento
grosso ou espesso)

Actina (filamento fino ou delgado)

Figura 5: Modelo representativo de um sarcomero. Adaptado de: Guyton e Hall, 2017.

Os filamentos finos sdo compostos por actina globular (actina G) que se polimerizam
para formar longos filamentos de actina (actina F) em forma de hélice. Estes conectam-se aos
discos Z pela a-actina e estendem-se por cerca de 1um em dire¢do ao centro do sarcémero.
Na porcdo final encontra-se a tropomodulina que atua junto a nebulina na regulacdo do
comprimento dos filamentos finos. Nestes filamentos estdo presentes ainda as proteinas
tropomiosina (Tm) e troponina (Tn) que interage com o Ca?* para a contragdo do musculo
cardiaco. A Tm é uma proteina helicoidal longa e fina com duas vertentes que se estendem ao
longo dos sulcos dos filamentos de actina. A Tn € um complexo composto por trés
subunidades: a subunidade C (TnC), sensivel ao Ca?*, a subunidade T (TnT) que é alongada e
interage com a tropomiosina e a subunidade | (Tnl) que liga a subunidade TnT a actina
(Figura 6) (SWEENEY e HAMMERS, 2018).
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Figura 6: Modelo representativo dos miofilamentos finos. Adaptado de: Sweeney e Hammers, 2018.

Os filamentos grossos sdo compostos por aproximadamente 300 moléculas de miosina
(PM = 450 kDa), proteinas motoras com uma regido globular e uma haste (ou cauda)
helicoidal que interagem com moléculas de miosina contiguas para formar as por¢des do
filamento grosso partindo da linha M no centro do sarcdmero em uma disposicao bidirecional
cauda-cauda (Figura 5). Conectando o filamento grosso a linha Z encontra-se a titina — se
estende da linha Z até um pouco antes da linha M —, uma grande proteina constituida por um
segmento inextensivel de ancoragem e um segmento eldstico que permite o estiramento
guando o sarcébmero aumenta. A molécula de miosina é formada por duas cadeias pesadas
cujas caudas entrelagam-se terminando em duas cabecas globulares e duas cadeias leves por
cadeia pesada (Figura 7). Ao sofrer hidrolise enzimética por acdo da tripsina, a molécula de
miosina divide-se em um fragmento de meromiosina leve (LMM) com peso molecular de
aproximadamente 140 kDa formando a cauda e um fragmento de meromiosina pesada
(HMM) com cerca de 340 kDa que, por sua vez, pode ser dividido em duas porcdes:
subfragmento 2 (S2) que contém um residuo de 50nm da cauda e o subfragmento 1 (S1)
constituido pelo pescogo e cabeca globular que contém o local ativo para a hidrolise de ATP,
onde sdo formadas as pontes cruzadas com a actina nos filamentos finos. As duas cadeias
leves de miosina (MLC1 e MLC?2) ligam-se a cadeia pesada na base do S1 ou no pescogo.
MCL1 é também denominada cadeia leve alcalina ou essencial (ELC) e MCL2 cadeia leve
fosforilavel ou regulatoria (RLC), ambas contribuem para a estabilizacdo do filamento grosso
(BERS, 2001).
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Figura 7: Modelo representativo da estrutura da miosina. Fonte: Boron, 2015.
4.3 ACOPLAMENTO EXCITACAO-CONTRACAO

O acoplamento excitagdo-contracdo (AEC) é o processo pelo qual a excitacdo elétrica
dos midcitos cardiacos leva a contracdo do coracdo e promove a propulsdo do sangue. O
principal ion envolvido neste processo é o Ca?*, de modo que o fluxo deste jon por organelas
intracelulares e através do sarcolema, bem como a sua localizagdo em microdominios
funcionais, pode explicar a ativacdo dos miofilamentos, que constituem a maquinaria contratil
fundamental para este processo. Assim, o Ca®* que entra na célula durante o platd do
potencial de acdo através dos canais de Ca?" dependentes de voltagem do tipo L, também
denominados receptores de dihidropiridinas (DHPR), gera a corrente de influxo de Ca?* (lca)
através da membrana capaz de ativar os receptores de rianodina (RyRs). Os RyRs sdo canais
para Ca?* ativados em sua por¢do N-terminal pelo Ca?*, encontrados e agrupamentos no jRS.
Essa unidade funcional de acoplamento entre o sarcolema e o jRS, chamada de couplon,
garante a rapida liberacdo de Ca?* do limen do RS para o citosol, evento designado como
CICR (do inglés, liberacdo de Ca?* induzida por Ca?"). Além disso, o espalhamento
eletrotdnico garante a ocorréncia do PA, e com isso da CICR por toda a extensao da célula
cardiaca de forma sincronizada. Dessa forma, a liberagdo macica de Ca®* do RS, ¢é
responsavel por aumentar a concentragio de Ca?* livre no citosol, [Ca?*]i, de modo que este
pode passar do seu nivel de repouso (menos de 10" M) para mais de 10° M, possibilitando a
ligagdo das cabecas da miosina & actina para formar as pontes cruzadas e gerar a contragdo do
musculo cardiaco (Figura 8) (BORON, 2015).
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Tabulo T

Figura 8: O transporte de Ca?* durante o acoplamento excitagdo-contracdo. Modificado de: Bers, 2002.

Quando a concentragdo de Ca?* no citoplasma, [Ca?*];, € baixa o complexo Tn-Tm impede
as interacGes entre a actina e a miosina, de modo que esta interacdo so € possivel quando o
Ca?* ¢ liberado do limen do RS através dos RyRs elevando a [Ca?*]i e permitindo a interacio
deste ion aos terminais amino da subunidade TnC da troponina, que desloca o filamento de
Tm, a partir de mudangas conformacionais geradas na subunidade Tnl e transmitidas para a
subunidade TnT. Este deslocamento da Tm exp@e os sitios de ligacdo da actina e permitem a
forte ligacdo desta com a miosina para formar as pontes cruzadas, gerando a forca que desloca
a cabeca da miosina em direcdo ao centro do sarcdmero na denominada acdo de catraca (por
cerca de 10 nm) o que puxa os filamentos finos resultando no encurtamento do sarcbmero
durante a contracdo muscular. Esta interacdo deve ocorrer no estado de alta energia ap6s a
hidrolise do ATP em ADP e Pj, formando o complexo miosina-ADP-P; com alta afinidade
para a actina. Do mesmo modo, a fosforilagdo da subunidade Tnl e a ligacdo de uma molécula
de ATP a miosina leva a rapida dissociacdo da actina (SWEENEY e HAMMERS, 2018).

Neste sentido, duas situacOes podem alterar a forga de contragdo do coracdo:
alteragBes no transiente citosolico de Ca?*, que representa as modificagdes transitorias locais
da [Ca?*], e alteracOes na sensibilidade dos miofilamentos ao Ca?*, que, em parte, é regulada
pelo estiramento dos miofilamentos durante o enchimento diastolico, que leva a uma
interacdo mais robusta entre os filamentos de actina e miosina, conforme sugere a lei de

regulagdo intrinseca do coragdo conhecida como Lei de Frank-Starling. A sensibilidade dos
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miofilamentos ao Ca?" é, ainda, reduzida por acidose, aumento das concentragdes de ions

fosfato e Mg?*, sendo aumentada por cafeina e drogas inotropicas (BERS, 2002).

Para que o relaxamento do musculo cardiaco ocorra é necessario que a [Ca®'] seja
reduzida, fazendo com que o Ca®" se dissocie da troponina, impedindo a ocorréncia das
pontes cruzadas. Diversas proteinas transportadoras estdo envolvidas na reducdo da [Ca?*]i, a
saber: Ca’*-ATPase do RS (SERCA), trocador Na*/Ca’* do sarcolema, Ca?*-ATPase do
sarcolema e o transportador de Ca?* mitocondrial, sendo os dois primeiros os mais relevantes
e por isso os Unicos abordados com mais profundidade neste referencial teérico (BORON,
2015).

A Ca’*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA) é uma P2-ATPase que
transporta o Ca?* do citoplasma para o interior do RS. Caracteristico das P-ATPases, esta
proteina é composta por quatro dominios principais: um core composto por segmentos
transmembrana (M) e trés dominios citosélicos, que incluem um dominio de fosforilacdo (P) e
um dominio fosfatase (A) que se conectam ao M e um dominio de ligacdo ao nucleotideo (N).
Para a atividade da SERCA, inicialmente deve ocorrer a ligacdo de dois ions Ca®* em locais
especificos de alta afinidade na proteina, num momento denominado estado conformacional
E1l. Posteriormente deve haver a ligacdo de ATP-Mg ao dominio N que gera mudanca
conformacional e aproxima N de P, o que possibilita a transferéncia de um grupo fosfato para
o residuo aspartil, que forma um intermediario de alta energia responsavel por mudar a
conformacdo da bomba para um estado E2 no qual os locais de ligagio do Ca?* estdo voltados
para o interior do RS e apresenta baixa afinidade para o Ca?* permitindo que este seja liberado
para o limen do RS. A seguir ions H* ligam-se a SERCA e o grupo fosfato se desassocia. A
seguir, os H* sdo liberados no citoplasma e a Ca®*-ATPase retorna para o estado E1 (Figura
9). Um importante mecanismo para a regulacio desta Ca?*-ATPase € o controle mediado pelo
inibidor enddgeno fosfolambam (PLB), uma proteina altamente expressa no coragdo e
presente na superficie da membrana do RS, que é capaz de reduzir a afinidade da SERCA
para 0 Ca%*, de modo que a sua atividade catalitica deve ocorrer somente quando o PLB é
fosforilado pelas proteinas cinases dependentes de AMPc ou calmodulina (PKA ou CAMKII,
respectivamente) (AIRES, 2017).
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Figura 9: Esquema do ciclo catalitico da Ca?*-ATPase. Fonte: AIRES, 2012.

O trocador Na*/Ca?* (NCX), por sua vez, estd localizado no sarcolema e é um
antiportador de fons Na* e Ca?*, na proporcdo de 3:1 respectivamente. A atividade desta
proteina transportadora é importante para a reducdo da [Ca®']i durante o relaxamento do
musculo cardiaco utilizando a energia do gradiente eletroquimico do Na* para gerar forca
motriz para o transporte do Ca?*. Assim, o NCX contribui para a repolarizacio da membrana
dos cardiomidcitos, bem como exerce influéncia sobre a duracdo do potencial de acdo. A
isoforma expressa no coracdo de mamiferos é a NCX1.1 que se constitui por dez segmentos
transmembranares. Além disso, pode funcionar de modo reverso quando a [Na*]i é alta e
favorece a entrada de Ca?*, gerando uma Inaca de saida (SHATTOCK et al., 2015).

4.4 O POTENCIAL DE ACAO CARDIACO E SUAS BASES IONICAS

A excitabilidade celular ¢ mais atualmente compreendida como a capacidade das
células de desenvolver uma resposta celular frente a um estimulo que leve a alteracdo da
voltagem transmembrana. Algumas dessas células como neurdnios, células musculares e
células glandulares secretoras desencadeiam um perfil tipico da alteragdo da voltagem da
membrana que é conhecido como potencial de acdo, uma vez que a sinalizacéo elétrica leva a
uma acdo celular, como a contracdo no caso de células musculares ou a liberagdo de
neurotransmissores como para as células nervosas. As bases celulares e ibnicas que
possibilitam tal padrdo de resposta sdo derivadas das propriedades elétricas passivas e ativas

da membrana plasmaética:
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1- Em primeiro lugar, a membrana determina uma barreira a passagem de soluto entre
0s meios intra e extracelulares. Essa barreira, no entanto, ndo é perfeita de modo que as
particulas ttm uma mobilidade ao longo da espessura da membrana. A capacidade da
membrana de permear particulas sem alterar sua estrutura interna, da-se o nome de
permeabilidade. No caso dos ions, uma outra grandeza relaciona a permeabilidade, carga e
concentracdo média do ion na membrana, e é denominada condutancia (G). O inverso da
condutancia é denominado resisténcia (R). Essa distin¢do é importante para discutirmos as

alteracdes nas condutancias aos ions, que sdo a base ibnica para a geracdo do PA.

2- A membrana funciona como um capacitor elétrico. Essa propriedade passiva da
membrana diz respeito a sua capacidade de armazenar cargas elétricas, e é denominada
capacitancia. De forma equivalente, a capacitancia (C) pode ser entendida como a capacidade
de resistir a mudanca da diferenca de potencial transmembrana (AV) frente a um acumulo de
cargas (AQ), de modo que C = AQ/AV. A capacidade da membrana armazenar carga é
proporcional a &rea da membrana e inversamente proporcional a sua espessura. Além disso,
ela depende do grau de polarizabilidade do meio isolante, uma constante que é conhecida

como constante dielétrica.

3- A membrana possui estruturas que garantem condutancia aos ions. Essas estruturas
s80 0s poros, canais ibnicos e proteinas transportadoras. Além disso, o fluxo de ions (corrente
ibnica) através dessas estruturas é termodinamicamente favoravel (ou seja, ocorre no sentido
de maior estabilidade termodinamica, ou de reducéo da energia livre do sistema), a favor do
gradiente eletroquimico para cada ion. Um gradiente eletroquimico reflete um par de
gradientes quimico (representado pela diferenca de concentracdo para um determinado ion
através da membrana) bem como um gradiente elétrico (dada a propensdo de movimentacdo
de uma carga frente ao campo elétrico da membrana). E importante observar que estamos
discutindo um gradiente de energia ao longo da espessura da membrana, e dessa forma,
equivalentemente, estamos discutindo a atuagdo de duas forcas, elétrica e quimica. No estado
de equilibrio, o fluxo i6nio resultante é zero, e nesse caso, 0s vetores de forca, elétrica e
quimica, se anulam. Nesse ponto, tem-se o potencial de membrana para o qual o fluxo idnico
é zero, denominado potencial de equilibrio do ion (Eion), que é dado pela equacdo de Nernst:
Eion=(RT/zF).In Ci/Co. Nessa equacdo, Ci e Co sdo as concentracbes do ion dentro e fora da
célula, R é a constante molar dos gases ideias, T é a temperatura (em Kelvin), z € a carga
liguida do ion e F é constante de Faraday, a carga molar em Coulomb/mol. Em

eletrofisiologia é comum representar a forca movente de um ion em unidades de voltagem
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(Em-Eion). Ainda que fisicamente impreciso, isso permite relacionar o potencial de membrana
elou corrente idnica medidos, com o potencial de equilibrio do ion e a condutancia da
membrana por meio de uma relacdo linear, a lei de Ohm, na forma: (Em-Eion).Gion = lion.
Finalmente, considerando que a membrana possui uma condutancia aos ions, é necessario um
mecanismo para garantir a manutencdo do gradiente de concentracdo. Esse papel é cumprido
pela pelas bombas da membrana plasmatica, notoriamente a Na+/K+-ATPase (CURI e
PROCOPIO, 2017) (AIRES, 2018).

Tendo em vista 0 exposto acima, fica evidente que o PA é determinado por oscilagGes
nas Gions, QUE geram correntes idnicas, principlamente de Na*, K* e Ca?", a favor do seu
gradiente eletroquimico. Entretanto, variacdes de isoforma de canais e sua magnitude relativa
determinam morfologias diferentes do PA, dependendo da regido do cora¢do. Desse modo, no
coracdo, o miocérdio atrial e ventricular e fibras de Purkinje apresentam um PA “rapido” com
cinco fases: fase O (despolarizacdo), fase 1 (repolarizacdo inicial), fase 2 (plat6), fase 3
(repolarizacao rapida final) e fase 4 (potencial de repouso). Enquanto um PA “lento” pode ser
observado no NSA e NAV, onde é possivel verificar uma fase 0 (despolarizacéo), fase 3
(repolarizacédo) e fase 4 (repouso) (AIRES, 2018), figura 10. A somagéo espacial e temporal
dos PAs de diferentes regides confere o perfil elétrico da excitabilidade cardiaca, representada

pelo eletrocardiograma, também apresentado na figura 10.

Figura 10: A atividade elétrica do coragdo (painel inferior) e as diferentes formas de potencial de agéo

(painel superior direito) registrados em diferentes regides do coracdo. Adaptada de: Nerbonne, 2005.

Considerando o PA, durante a fase 0 do PA rapido a principal corrente despolarizante
é a corrente rapida de Na* (Inar) que flui através de canais de Na* dependentes de voltagem

(Nav), os quais sdo ativados quando o potencial de membrana atinge um limiar de voltagem,
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em torno de -55 mV. O influxo de Na* causado pela abertura destes canais despolariza a
membrana levando a ativacdo de mais canais de Na* em um processo de feedback positivo,
que culmina em uma rapida despolarizacdo (1-2 ms). A despolarizacdo também determina a
inativacdo dos Nav. A partir do pico do PA, quando a taxa de alteracdo da Vm € zero, inicia-
se a fase 1 (da repolarizagdo inicial), guiada pela inativacdo dos Nav concomitante com a
abertura dos canais para K+, que tem cinética mais lenta que os Nav. Uma repolarizacao
inicial rapida e transitdria ocorre devido a ativacdo de uma corrente transitéria de saida de K*
(lo). Em seguida observa-se a fase 2 (plat6), na qual a repolarizagéo é freada devido a baixa
condutancia a corrente de potassio retificadora de entrada (Kir) e pela presenca da corrente de
calcio do tipo L (lcaL) que é ativada durante a despolarizacdo e € o principal responsavel pelo
acoplamento excitacdo-contracdo. Vale ressaltar que embora pequena (~1% do pico da Inar) a

Ina,L, também pode contribuir para a fase de plat6.

A repolarizacdo prossegue a medida gque os canais de Cav se inativam, e o efluxo de
K™ leva a repolarizacdo final da célula, ou fase 3. Varios tipos de correntes de K* contribuem
para a repolarizacdo do potencial de acdo cardiaco, as quais incluem correntes de K*
dependentes de voltagem (Kv) e retificadoras de entrada (Kir). Esta Gltima tem grande
contribuicdo, na fase 4, por fim, para estabelecer o potencial repouso da célula.
(NERBONNE, 2005).

E importante destacar as propriedades gerais do PA: primeiramente, ele é uma
resposta com amplitude pouco variavel para uma mesma célula frente a estimulos repetidos.
Essa resposta, dita tudo ou nada, é determinada pelas alteracbes candnicas das condutancias
aos ions descritas. Segundo, o PA s6 é desencadeado frente a um estimulo suficientemente
forte para atingir o limiar. Terceiro, como mencionado varios canais, possuem inativacao.
Dessa forma, a célula fica refrataria a desencadear um novo PA até que esses canais se
recuperem da inativacdo. Essa refratariedade é absoluta logo apds a ocorréncia de um PA,
mas com a recuperagdo progressiva da dos canais em sair do estado inativado, ela se torna
relativa a ocorréncia de um novo estimulo suficientemente forte para atingir um novo limiar,

mais despolarizado.

Nas células nodais, no entanto, como ndo ha uma expressao significativa de canais
Nav funcionais, 0 que torna esses potenciais de acdo mais lentos que nos miocitos atriais e
ventriculares e nas fibras de Purkinje. Os canais de Ca?* dependentes de voltagem, Cav, sdo

0s responsaveis pela despolarizagdo na fase 0 do potencial de a¢do. Esses canais de Cav no
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coragdo apresentam dois componentes que formam a corrente de Ca?* do tipo T (lca ) ativada
em potenciais mais hiperpolarizados que se inativam rapidamente e a corrente do tipo L (IcaL)
que contribui de modo mais significativo para a despolarizacdo do PA nos NSA e NAV. lcaL
ativa-se e inativa-se muito lentamente. Os canais Kv e Kir também atuam na repolarizacéo
das células nodais, nas quais nao é possivel distinguir uma fase de plat6, além disso a corrente
Ik1 atua na despolarizagdo diastolica, visto que estas células também ndo apresentam uma fase

de repouso constante como o observado no PA rapido (AIRES, 2017).

4.5 ESTRUTURA E FUNCAO DO Nav1.5

O inicio do PA nos cardiomidcitos e Fibras de Purkinje, como visto anteriormente,
decorre principalmente pela abertura de canais de Na* dependentes de voltagem (Nav) o que
gera uma corrente de entrada rapida de Na* (Inar), @ qual tem um papel crucial para a fase de
despolarizacdo no PA e a propagacdo do impulso elétrico. Além disso, a abertura de uma
pequena fracdo dos Nav contribui para a manutencdo do platd do PA. A isoforma
predominante de canais de Na* nos cardiomidcitos é o Nav1.5. Estes canais séo compostos
por uma subunidade o e uma ou duas subunidades B auxiliares. A subunidade a é constituida
por quatro dominios homdlogos (DI-IV), cada um formado por seis segmentos
transmembranares (S1-S6), conforme representado na Figura 11 (AROMOLARAN,
CHAHINE e BOUTJDIR, 2017).

Nas células musculares do coragdo, a subunidade o dos Nay € codificada pelo gene
SCN5A. A ativacdo dependente de voltagem ocorre quando o segmento S4, que contém
aminoéacidos carregados positivamente, € ativado por despolarizacdo e move-se em relacéo a
outros segmentos, fazendo girar a regido S1-S4, o que viabiliza o influxo da corrente de Na™,
através do poro do canal formado pelos segmentos S5 e S6 e alca P. Essa corrente deve,
entdo, propagar-se despolarizando as regides subsequentes da membrana, resultando em
rapida e intensa despolarizacdo da célula. A alta seletividade deste canal para ions Na* deve-
se a presenca de residuos de acido aspartico, glutamico, lisina e alanina nas algas P dos quatro
dominios. As subunidades B, por sua vez, tém um papel importante na regula¢do da ativagédo ¢
inativacdo rapidas, bem como da recuperacdo para o estado ativado destes canais (DETTA,
FRISSO e SALVATORE, 2015).
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Figura 11: Representacdo esquematica da subunidade o de Nav1.5 e das principais mutagdes em
SCN5A. Adaptado de: Nerbonne e Kass, 2005.

A inativacdo do Nav1.5 esta relacionada com dois componentes cinéticos distintos, um
rapido e um lento. A inativagdo ocorre quando o ligante, constituido pelos aminoacidos
isoleucina-fenilalanina-metionina (IFM), localizado na face interna da membrana, entre 0s
dominios DIII e DIV, ancora-se ao poro aberto para ocluir o canal impedindo a passagem de
corrente. A inativacdo lenta, por outro lado, deve-se a mudangas na conformacdo do canal
proteico (CHADDA et al., 2017).

Assim, Chadda et al. (2017), apresentaram um modelo de transicdo dos estados
biofisicos do Navl1.5, como apresentado na figura 12, o qual deve passar pelos estados
fechados (Co-Cs) para o estado aberto (O) de modo dependente de voltagem. O inicio da
abertura desses canais despolariza as regides subsequentes da membrana, levando a abertura
de mais canais, aumentando ainda mais a Gna até que se atinja a maxima despolarizagéo, na
fase 0 do potencial de acdo. A maior parte desses canais transitam rapidamente, em 1 a 2 ms,
para o estado inativado devido a mudanca na voltagem da membrana para valores mais
positivos, fazendo com que os canais transitem para um estado inativado (l1-12). A presenca
do componente de inativacdo lenta, com mecanismos de inativacdo distintos, conforme
supramencionado, faz com que seja possivel observar uma corrente de mais duradoura com
aproximadamente 1% do pico de Inar. Essa relagdo entre a transi¢éo dos estados e a presenga
dos componentes de inativacdo rapida e lenta ao longo do PA cardiaco pode ser observada na
Figura 13A.
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Figura 12: Diagrama representativo da transicdo de estados do canal de Na* dependente de voltagem.
Fonte: Chadda et al., 2017.
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Figura 13: Relacéo entre os picos das correntes rapida e tardia de Na*. Os gréficos apresentam a
transicdo dos estados biofisicos do Nayv1.5 ao longo do PA cardiaco normal (A) e um PA na presenca da InaL
prolongada. Adaptado: Chadda et al., 2017.

Thull et al. (2020) apresenta 0 modelo de estados conformacionais do Nav1.5, Figura 14,
pelo qual as comportas de ativagdo devem transitar dos estados fechado (C1, C2, C3 e C4)
para o estado aberto (O) e para o estado inativado (I). O modelo apresentado na imagem
demonstra que durante a transicdo de C1 para C4 ocorre um movimento de DI a DIII que se
ativam e permitem a passagem de corrente através do canal. Com a ativacéo de DIV o canal é
completamente ativado, passando para o estado aberto (O). Do estado ativado, O, 0s canais
passam para o estado inativado (I) devido ao movimento da particula de inativagdo (IFM),
que oclui o poro do canal. Apoés a inativacao pela oclusdo do poro, os dominios DI, DIl e DIII

retornam para a sua forma inativa (o que pode ser observado entre CI3 e CI1) até que DIV é
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inativado e o canal retorna para o estado C1 onde a particula de inativacdo IFM desobstrui o
poro do canal, durante o potencial de repouso da membrana, na diastole cardiaca. O modelo
mostra ainda que existem caminhos intermediarios da transicdo de estados desses canais
(THULL et al., 2020).

C1 c2 C3 C4 .

& —
H

cI1 CI2 CI3

O Dominios I, II, III ativados O Dominio IV ativado
‘ Dominios I, II. III desativados ‘ Dominio IV desativado

@

Na“ Estado permeavel do canal Motivo de inativagao rapida

Figura 14: Modelo representativo dos estados conformacionais das comportas de um canal de sddio. Onde
C1-C4 corresponde aos estados fechados (do inglés closed); O representa o estado aberto (do inglés open); |
indica a inativacéo rapida (do inglés inactivation) e CI11-CI3 expresséo o estado fechado com a particula de

inativacdo ligada. Fonte: Thull et al., 2020.

Apesar da grande maioria dos Navl1.5 apresentar uma répida transicdo do estado
aberto para o estado inativado, uma pequena fracdo desses canais pode apresentar uma menor
frequéncia de inativacdo, o que origina a corrente de Na* tardia (InaL) durante a fase de plat6
do PA. Em condicdes fisiologicas a Ina,L € muito pequena quando comparada ao pico da Inar
observada durante a despolarizacdo (entre 0,5-1% da Inar), Mas representa um elemento
importante para a ocorréncia de arritmias com ganho de funcéo, por exemplo a SQTL3. Como
a fase de platd é regulada por um estreito balanco entre as correntes de entrada e saida de
ions, uma pequena alteragdo nesse equilibrio pode ser marcante para a morfologia e duragéo
do PA (AIRES, 2018).
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4.6 ARRITMIAS CARDIACAS

As arritmias cardiacas podem ser causadas por: distdrbios da formacdo do impulso;
conducédo anormal do impulso ou por uma combinacdo de ambos. Os disturbios na formacéo
do impulso caracterizam-se por uma formacéo inapropriada do impulso no NSA, marcada por
disparos rapidos ou lentos; ou disparo de marca-passos ectopicos quando o NSA é impedido
de alcancar o potencial limiar para a despolarizacdo ou quando um marca-passo ectopico
acelera a sua frequéncia de disparo assumindo o controle do ritmo cardiaco. Esta categoria de
disturbio integra o automatismo normal e anormal e a atividade deflagrada (EADs e DADSs),
que serdo descritos com maior aprofundamento adiante. Os distarbios da conducdo do
impulso, por sua vez, incluem o retardo e o bloqueio da conducdo desencadeando
bradiarritmias, quando o impulso é blogueado (por exemplo bloqueios atrioventriculares —
BAV) e taquiarritmias, quando o retardo ou bloqueio levam & excitacdo reentrante. Os
distarbios combinados, por sua vez, incluem interaces entre focos autométicos e entre
automaticidade e conducdo (KRIEGER, 2008).

Assim, a conducdo anormal do impulso abarca as diferentes formas de blogueio da
conducdo, com e sem reentrada. Sabe-se que, em um ciclo cardiaco normal o impulso gerado
no NSA deve seguir pelos tecidos de conducéo e jun¢des intercelulares até que todo o coracdo
seja ativado. Além disso, tendo em vista que apds a despolarizacdo as células encontram-se
em um PRA, ndo pode haver um caminho retrégado e o impulso deve cessar. No entanto, em
um circuito reentrante fibras que ndo haviam sido despolarizadas durante a conducéo inicial
recuperam a excitabilidade e disparam antes que o impulso cesse no final de um ciclo,
reexcitando areas adjacentes que acabaram de recuperar-se da refratariedade. Varias formas
de reentrada podem ser observadas no coragdo. A titulo de exemplo a reentrada anatémica,
observada na Figura 15, € um modelo que apresenta vias separadas anatomicamente onde
ocorre uma area de bloqueio unidirecional e uma via onde o impulso retorna para o seu ponto
original (BERNE e LEVY, 2009).

A\ /4

= .\

Reertrada

Figura 15: Mecanismo de reentrada anatdmica. Fonte: Krieger, 2008.
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O automatismo cardiaco normal, como descrito anteriormente, é mais proeminente no
NSA devido a sua maior frequéncia de disparo em relacdo a outras estruturas com potencial
para assumir a funcdo de marca-passo cardiaco. (Padeletti e Bagliani, 2017). A despolarizacéo
diastdlica ocorre durante a fase 4 do PA, quando o potencial de membrana encontra-se em
torno de -65 mV. Assim, o automatismo anormal deve originar-se quando 0s potenciais
diastolicos maximos encontrarem-se reduzidos, em aproximadamente -50mV, quando Ik e
Ica,L podem ser ativadas, estando relacionadas, por exemplo, com certos tipos de taquicardias
atriais (como a produzida por digitalicos) (ROBINSON e NATTEL, 2017).

A atividade deflagrada é caracterizada por pds-despolarizacGes, que consiste em
impulsos despolarizantes, desencadeados por potenciais de acdo precedentes, impedindo a
quiescéncia elétrica da célula e resultando em uma maior excitabilidade da membrana causada
por corrente interna liquida positiva, superior a encontrada em condi¢fes fisiologicas, que
disparam PA inapropriados. Como visto anteriormente, estas podem ocorrer apds a completa
repolarizacdo do PA (fase 4), nas chamadas pds-depolarizacdes tardias (DADS) ou durante a
fase 2 (platd) e fase 3 (repolarizacdo final), as quais sdo denominadas pés-despolarizacdes
precoces (EAD). As EADs ocorrem durante fase 2 ou fase 3 do PA, decorrente de eventos que
aumentam as cargas positivas no interior da célula mantendo a membrana despolarizada,
podendo estar relacionadas a condicdes genéticas ou adquiridas como na sindrome do QT
longo e a insuficiéncia cardiaca, respectivamente. As DADs ocorrem ap0s a repolarizacéo da
membrana devido & sobrecarga de Ca?*, que resulta no surgimento de correntes
despolarizantes transitorias, aumentando a [Na']i que faz com que efluxo de Ca?* pelo
trocador Na*/Ca®* seja reduzido (LIBBY et al., 2018) (THULL et al., 2020).

As DADs sdo decorrentes da ativacio espontanea de correntes de influxo de Ca?*, que
podem estar associadas a mutagBes nos canais liberadores de Ca?* do RS, os RyR, ou
proteinas ligantes de Ca?*, como a calsequestrina. Conforme descrito anteriormente, os RyRs
representam a via de liberacdo de Ca®* do RS mediado pelo Ca?* que flui para o interior da
célula através dos canais de Ca?" do tipo L presentes no sarcolema. Do mesmo modo, estes
receptores devem fechar-se durante a diastole para permitir que o Ca?* seja recaptado para o
limen do RS através da Ca?*-ATPase. Deste modo, mutagdes nos genes que codificam RyR2
ou a calsequestrina tendem a levar a liberagdo espontinea de Ca?* para o citoplasma durante a
diastole que resulta em taquiarritmias desencadeadas por DADs. Pode ser ainda que estas
arritmias estejam relacionadas a menor afinidade entre RyR2 mutado e FKBP-12.6, uma

proteina que tem a funcdo de estabilizar estes receptores. Outro mecanismo relacionado as
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DADs ¢ a regulagdo para cima da sinalizacdo de Ca®* dependente de IP3 em processos como
isquemia, danos de reperfuséo e faléncia cardiaca. Em sintese, o aumento focal da [Ca?*]; leva
a propagacdo de uma onda de Ca?* que despolariza a membrana numa DADs, regulando para
cima também a Ina+/ca2+, pelo trocador Na*/Ca?*, bem como regulando para baixo a corrente
retificadora interna, Iki1, principal responsavel pela repolarizacdo diastdlica (fase 3) do PA
répido (LIBBY et al., 2018).

As EADs estdo relacionadas a maior duragdo do PA com retardo na repolarizacdo e
prolongamento da fase 2 (platd) associada a taquiarritmias ventriculares observadas em
diversos tipos de arritmias congénitas e adquiridas, como é o caso da sindrome do QT longo
do tipo 3 (SQTL3) a qual estar relacionada ao risco potencial de morte sUbita cardiaca. Neste
caso o prolongamento PA leva também a abertura de canais Ca®" do tipo L, causando a
liberagdo espontanea de Ca®* do RS, que resulta no aumento do Ca?* livre no citoplasma
despolariza o potencial de membrana por correntes de Ca?* e correntes resultantes do trocador
Na*/Ca®*, o que resulta em uma EADs que pode propagar-se iniciando uma taquicardia (WIT,
2018).

Circunstancias que levam a um aumento da Ina,L, conforme demonstrado pela curva da
corrente de Na* na Figura 13B, promovem um prolongamento da fase de platd do PA. Esses
mecanismos podem ser gatilho para diversos eventos pré-arritmicos, os quais incluem pos-
despolarizacbes precoces (EADs) e pos-despolarizacfes tardias (DADs). A InaL persistente
pode, por exemplo, estar relacionada a mutacfes no gene SCN5A associada a Sindrome do QT
longo do tipo 3 (SQTL3), Sindrome de Brugada (SBr) e a defeitos de conducdo. Diversos
estudos tém sido direcionados para a identificacdo de mutacdes em diferentes regides do
Nav1.5. Um modelo representativo da relacdo entre essas mutagdes no gene que codifica a
subunidade o do Nay1.5 e as arritmias congénitas SQTL3, SBr e disturbios da conducéo é
apresentado na figura 11 (NERBONNE e KASS, 2005).

Na SQTL3 a corrente de sodio tardia (Ina,L) esta relacionada a falha na inativagdo do canal
de Na® levando ao prolongamento do potencial de acdo que pode desencadear taquicardia
ventricular polimoérfica. Os eventos cardiacos associados a essas arritmias ocorrem,
geralmente, em repouso ou durante o sono e independente de estresse emocional. O
tratamento considera o uso de bloqueadores de canais de sodio da classe I, tal como a
lidocaina (Pérez-Riera et al., 2018). Assim também, o prolongamento da InaL (ganho de

funcdo) estd associado a formacgdo de corrente despolarizante durante o plat6 do PA na
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insuficiéncia cardiaca, que resulta em atividade desencadeada (EADSs) e pode, também, ser
gatilho para reentrada, pois prolonga a refratariedade e produz bloqueio unidirecional,
levando, de outro modo a “perda de fun¢ao” do pico da Inar. Deste modo, o prolongamento
da InaL em condigdes patoldgicas aumenta a quantidade de Na* no meio intracelular, fazendo
com que o [Ca*']i também aumente, durante o platd, pela acdo trocador Na*/Ca?*, o que
resulta em arritmias pelo mecanismo de DADs e reducdo da funcdo diastdlica, visto que o
musculo é impedido de relaxar. Assim, o prolongamento da Ina. Na isquemia e carga de Ca?*
adicional eleva a pressdo diastdlica no ventriculo esquerdo e causa angina devido a
incompatibilidade da oferta e demanda de oxigénio (MAKIELSKI, 2015).

4.6.1 SINDROME DO QT LONGO DO TIPO 3 (SQTL3)

A nivel molecular, como visto anteriormente, as diferencas do potencial elétrico através
das membranas celulares decorrem da abertura e fechamento de diferentes canais i0nicos, de
modo que alteragcdes funcionais nesses canais sdo fatores relevantes em muitas doencas
cardiacas. A corrente de sodio réapida (Inar) € essencial para a despolarizacdo inicial durante
0s potenciais de acdo nos cardiomiocitos. Essa corrente € gerada principalmente pela abertura
dos Nav1.5 é predominante no coracdo. O gene que codifica a subunidade o desse canal é o
SCN5A. Essa subunidade interage de modo importante com subunidades [ acessoérias
(SCN1B, SCN2B, SCN3B e SCN4B). Assim, modificacdes na regulacdo, seja por diferentes
mecanismos de fosforilagdo ou por meio de mutacdes nos genes que codificam as
subunidades o ¢ B auxiliares do Nay1.5 determinam mudancas nas caracteristicas biofisicas
do canal e estdo associadas a arritmias cardiacas congénitas, como a Sindrome do QT longo
do tipo 3 (SQTL3) (TFELT-HANSEN et al., 2010).

Nesse sentido, o prolongamento da InaL leva a um maior influxo de Na*, aumentando a
[Na']i e, consequentemente, o conteido de Ca?* no citosol pela agdo do NCX (atuando de
modo reverso) e, posteriormente, a liberacdo de Ca?* espontaneamente do RS, que eleva ainda
mais a [Ca?*];, interferindo na ativagdo das vias de transducdo de sinal reguladas por Ca?* e
mecanismos de fosforilacdo de Nayv1.5 em um ciclo de retroalimentacdo positiva. Essa cadeia
de eventos pode ser promotora de arritmias mesmo em coragdes normais, mas uma SQTL3
causada pela Ina,L Sustentada deve ter consequéncias mais pronunciadas na bradicardia, onde
0os PA ja sdo mais prolongados, levando a uma maior probabilidade dos Nayl1.5 serem

ativados durante o PA e, portanto, das Inar € InaL Serem mais pronunciadas. O aumento na
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densidade de InaL pode resultar na ocorréncia de EADs e/ou DADs, elevando o risco de
arritmias ventriculares fatais (HORVAT et al., 2020).

No eletrocardiograma tipico, este efeito pode ser visto pelo aumento do intervalo entre as
ondas Q e T do tracado. Segundo Tfelt-Hansen et al. (2010), a SQTL3 € preponderante entre
os tipos de SQTL, respondendo por ~95% das patologias associadas a mutagdes no gene
SCNb5A, seguida pelas SQTL dos tipos 1 e 2 que estariam associadas principalmente a
mutacdes em genes que expressam canais de K* responsaveis pela repolarizacdo dos
cardiomidcitos, e na maioria dos casos apresentando-se como heranga autossémica
dominante. A manifestacdo da SQTL do tipo 3 ocorre principalmente durante o sono ou
repouso e pode desencadear morte subita cardiaca (MSC) (TFELT-HANSEN et al., 2010).

Técnicas modernas permitiram a identificacdo de diversos genes responsaveis por
mutacgdes de ganho de funcdo associados a alteragcdes na amplitude, mudancas na dependéncia
de voltagem e maior velocidade de recuperagéo da inativagdo da Inar € inativacdo mais lenta
e mudanga na dependéncia de voltagem do Nav1.5 com aumento da InaL, que Se manifestam
na SQTL3 (HAN et al., 2018).

Em termos farmacoldgicos, a ferramenta predominante em estudos eletrofisiologicos e na
pratica clinica para o controle de arritmias associadas a disfun¢des do Nay, sdo o0s
bloqueadores de canais de Na*, como a lidocaina e ranolazina, essa Ultima foi considerada
segura e eficaz pela agencia de regulacdo americana, FDA, desde 2006, para tratamento de
angina. A maioria desses farmacos sdo voltagem e uso dependentes, podendo atuar sobre a
InaL, mas parecem agir preferencialmente sobre a InaL 0 que torna promissora a busca por
novos farmacos antiarritmicos, seletivos para esse componente, que pode estar associado a
SQTL3. Além disso, sdo igualmente promissores 0s estudos para antiarritmicos que atuem
sobre outras isoformas de Nayv presentes no musculo cardiaco, como Nay1.8 (HORVAT et al.,
2020).

4.7 EUGENOL

O eugenol ou 4-alil-2-metoxifenol (Figura 16) pertence a classe dos fenilpropandides,
comumente obtido por hidrodestilacdo, destilacdo a vapor ou extracdo de Soxhlet (Kaufman,
2015). Apresenta consisténcia liquida e oleosa, coloracdo amarelo claro, sabor e aroma
picante, pouco solivel em agua, mas soluvel em &lcool, frequentemente usado como

ingrediente em cosméticos e perfumes (Kamatou, Yermaak e Viljoen, 2012).
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Figura 16 - Estrutura quimica do eugenol (C10H1202; 4-alil-2-metéxi-fenol). Fonte: (Geng et al., 2007).

O eugenol é encontrado na composicdo de Oleos essenciais (OE) obtido de diversas
plantas, a saber: folha de louro (Laurus nobilis L.), pimenta-da-jamaica (Pimenta dioica (L.)
Merr.), manjericdo (Ocimum sanctum L.) e cravo-da-india (Syzygium aromaticum (L.) Merr.
& L. M. Perry). O cravo-da-india, principal fonte comercial para extracdo de eugenol, é
nativo das Ilhas Maluku, leste da Indonésia. Esta planta que pertence a familia Mirtaceae €
uma arvore de tamanho médio que atinge de 8 a 12 metros de altura. No Brasil, o cravo-da-
india é cultivado na regido nordeste, principalmente no estado da Bahia, nas cidades de
Valenca, Ituberd, Taperod, Camamu e Nilo Pecanha. O eugenol € o constituinte majoritario

encontrado no OE extraido das folhas e botdes florais secos (Cortés-Rojas et al., 2014).

O eugenol é conhecido por apresentar diversas atividades farmacoldgicas, a saber:
anestésico, atividade antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatéria, anticarcinogénica,
antifungica, antiparasitaria e propriedades repelentes. Neste sentido, a acdo antioxidante foi
demonstrada por inibicdo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e hidroxila de modo
concentracdo dependente, a atividade antibacteriana foi detectada em varias cepas de bactérias
gram-positivas e gram-negativas, a exemplo de Staphylococcus aureus, S. pneumoniae e
Salmonella choleraesuis. Quanto a atividade antifungica o 6leo essencial de cravo mostrou
potencial em alterar a morfogénese de Candida albicans. Como antiviral apresenta atividade
contra herpes. E como antiparasitario foi demonstrada acao in vitro sobre Giardia lamblia,
Trypanosoma cruzi, Leishmania amazonenses, além do potencial antimalarico. O efeito
anticarcinogénico estar relacionado as propriedades antiproliferativa e proapoptotica em
alguns tipos cancer como cancer de mama humano, além disso, atua na prevencdo de
metastase e reduz o estresse oxidativo. A agdo anti-inflamatoria esta relacionada a sintese de

prostaglandinas e quimiotaxia de neutréfilos/macrofagos (RAJA et al., 2015).

Em relacdo ao efeito do eugenol sobre o sistema cardiovascular, Sensch et al. (2000)

investigaram o efeito deste composto em mdsculo papilar (de ventriculo esquerdo) e em
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midcitos ventriculares de cobaia. Foi demonstrado que o eugenol apresenta efeito inotrépico
negativo por inibir canais de Ca?* do tipo L. Esses mesmos autores observaram que o eugenol
reduz a duragdo do potencial de acdo cardiaco. De modo muito semelhante Damiani e
colaboradores (2004) investigaram 0s possiveis efeitos inotropicos do eugenol no musculo
papilar de ventriculo esquerdo de ratos. O eugenol comportou-se como um agente inotropico
negativo, uma vez que foi capaz de reduzir a corrente de Ca?* do tipo L (lcaL), a principal via
de entrada de Ca?* nas células cardiacas. Teixeira-Fonseca (2018) também demonstrou que o

eugenol bloqueia a corrente rapida de Na* (Ina,r) em cardiomidcitos atriais.

Além dos estudos do efeito do eugenol sobre o AEC ventricular, diversos trabalhos tém
demonstrado que essa droga atua como um excelente cardioprotetor, muito provavelmente
devido a sua excelente propriedade antioxidante e seus efeitos como antagonista do Ca?".
Choudhary et al. (2006) mostraram que o eugenol foi capaz de reduzir a apoptose de
cardiomidcitos de ratos neonatos por diminuir os niveis intracelulares de Ca?* e por reduzir o
estresse oxidativo nessas células. O mesmo grupo observou que o tratamento com eugenol
(i.p.) reverteu parcialmente a hipertrofia cardiaca induzida pela administracdo de
isoproterenol, um agonista f-adrenérgico também por melhorar o estresse oxidativo cardiaco
(Choudhary et al., 2006b). Outros dois estudos pré-clinicos observaram que o eugenol reduziu
de modo significante a cardiotoxicidade induzida pela doxorrubicina (Fouad e Yacoubi, 2011)
e pelo triéxido de arsénio (Binu et al., 2017), ambas substancias cardiotoxicas empregadas

para o tratamento de neoplasias.

Deste modo, devido ao fato do eugenol atuar como antagonista do Na* e do Ca?*, como
cardioprotetor do tecido cardiaco, a investigacdo da atividade antiarritmica dessa substancia

torna-se bastante promissora.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. ANIMAIS

Foram utilizadas cobaias (Cavia porcellus) de ambos os sexos, pesando entre 400-600g. O
ciclo claro-escuro de 12 h foi respeitado. Agua e racdo especifica foi fornecida ad libitum.
Todos os procedimentos relacionados ao manejo dos animais foram submetidos & Comisséao
de Etica para Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Estado da Bahia (nimero da
licenca: 03/2017) e foram realizados em concordancia com as normas estabelecidas pelo
Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal (CONCEA, 2013).

5.2. ISOLAMENTO E MONTAGEM EXPERIMENTAL DOS ATRIOS

Apbs inducdo de anestesia profunda, através da administracdo de uma elevada dose de
tiopental (100 mg/kg, i.p.), confirmada pela perda de reflexo corneano e pela reducédo da
frequéncia de respiracdo diafragmética, o torax dos animais foram abertos e os coragdes

rapidamente removidos.

Os atrios foram isolados dos coracfes e tiveram uma das suas extremidades fixadas no
fundo de uma cuba para 6érgdo isolado (5 mL, 36 + 0,5°C) e a outra estara acoplada a um
transdutor de forca isométrica (FT-03D, Grass, EUA), por meio de um fino fio de aco
inoxidavel. Neste ambiente, os tecidos permaneceram imersos em solucdo de Tyrode
modificada contendo (em uM): 140 NaCl, 5.4 KCI, 0.5 MgCl», 0.33 NaH2PO4, 1.8 CaCl, 11
glucose, 5 HEPES (36,5 °C, pH=7,4), aerada por oxigénio (99,9%). Os tecidos foram entdo
estirados para uma tensdo de repouso de 9,8 mN (1 gF) e os atrios esquerdos foram
submetidos a uma estimulacdo de campo de 1Hz (experimentos de contratilidade) ou 0,5 Hz
(experimentos de arritmia) através de pulsos elétricos com intensidade de 100 V e duracgdo de
15 ms (Student stimulator, Phipps and Bird, EUA), aplicados por um par de eletrodos de
Ag/AgCl dispostos ao longo da preparagdo bioldgica. Os é&trios direitos ndo foram
eletricamente estimulados e foram mantidos a temperatura ambiente. O periodo para

estabilizacéo do tecido foi de, no minimo, 50 minutos.

5.3. REGISTRO DA FORCA DE CONTRACAO ATRIAL

A forca gerada pelos tecidos foi captada por um transdutor de forga isométrica (FT-03D,
Grass, EUA), que enviou seus sinais a um amplificador (TBM4-G, World Precition

Instruments, EUA). Com a ajuda de um conversor analogico/digital (DI-700, DATAq, EUA),
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o sinal foi registrado em computador, utilizando-se, para isto, uma frequéncia de amostragem

de 512 amostras/s/canal.

5.5. ELETROFISIOLOGIA
5.5.1 CULTURA DE CELULAS

Para os experimentos de patch-clamp, células embrionérias de rim humano que néo
apresentam corrente de sodio macroscépicas (HEK293) foram utilizadas. As células HEK293
foram cultivadas em meio Dulbecco’s modificado (DMEM) adicionado (g/L): 4.5 D-Glucose,
2 HCO3, 2.38 HEPES, 10% de soro fetal bovino e 1% de penicilina e estreptomicina (37°C,
pH=7,4 e 5% COy).

Para a transfeccdo, o gene humano que codifica a subunidade alfa do canal Nayv1.5 foi
utilizado (SCN5A), o qual foi clonado nos sitios de restricio BamH1 e Hindlll do vetor
pcDNA3.1 (Invitrogen), comprado de GenScript Limitada (Hong Kong). Durante a
transfeccdo as células HEK293 (com confluéncia de 60-80% cultivadas em dishes) foram
incubadas por 5h (37°C e 5% CO2) em 800uL do meio Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific)
contendo 4 pl de lipofectamina 2000, 1 pl de reagente PLUS (Invitrogen) e 1 ug do cDNA.
Depois de 5h de incubacdo o meio Opti-MEM foi substituido para DMEM. Os experimentos

de patch clamp foram realizados depois de 48h da transfeccéo.

5.5.2 MEDIDAS NO PATCH CLAMP

As células transfectadas foram replagueadas e montadas para registros de patch-clamp em
um microscopio invertido (Olympus IMT-2, Japdo). O conjunto foi fixado sobre uma mesa
pneumatica anti-vibracdo (TMC, EUA). Um micro micromanipulador hidraulico foi usado
para a movimentacdo do eletrodo responsavel pelo registro das correntes da membrana
celular. Um outro micro manipulador mecénico foi usado para a perfusdo da solugdo externa
com ou sem as drogas a serem investigadas. A solugéo de banho foi composta por (em mM):
130 NaClz, 1.8 CaClz, 5 CsCl, 1.2 MgCl;, 10 HEPES, 5 glicose (pH=7,4) a qual foi

adicionado concentragdo correspondente de DMSO (0,3%).

Foram confeccionadas pipetas com resisténcia entre 2,5 e 3 MQ, que foram preenchidas
com uma solucdo interna com a seguinte composi¢do (em mM): 50 de acido aspartico, 60
CICs, 2 Na,ATP, 10 HEPES, 11 EGTA, 4.27 CaCl», 1 MgCl. (pH=7,2). Depois de alcan¢ada
a configuracdo de Whole-cell, esperou-se 2 min antes de iniciar o protocolo experimental para

alcancar o equilibrio entre os meios intracelular e a solugdo pipetada. Os registros foram
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feitos com a ajuda de um amplificador (HEKA, EPC10, EUA) e filtradas para um filtro passa-
baixa (frequéncia de corte 2 KHz), convertidas em sinais digitais a uma frequéncia de 20
KHz. Apenas células com resisténcia total < SMQ foram consideradas na analise para
prevenir erros de fixacdo de voltagem. Todos os registros foram feitos a uma temperatura
entre 22-25°C. Os dados foram armazenados em computador para andlise posterior. As
correntes foram adquiridas e analisadas em um computador usando-se o software Pulse-Fit
(HEKA, EUA). Para o processamento dos dados, também foi usado o Excel (Microsoft,
EUA) e SigmaPlot v.5.0 (Jandel Inc., EUA).

5.6. PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

Para realizacdo dos procedimentos experimentais, o eugenol foi solubilizado em DMSO
(0,3%).

- Avaliacdo do efeito inotrépico das drogas sobre o atrio esquerdo.

Neste protocolo, os atrios esquerdos, mantidos em cuba para 6rgdo isolado, foram
expostos a concentracdes crescentes do eugenol (1 a 5000 puM) ou da lidocaina (1 a 1000
pM). O objetivo deste protocolo foi observar o efeito dessas drogas sobre a forca de contracéo
cardiaca a fim de se obter resultados experimentais que permitissem a construcdo de curvas

concentracédo-efeito, para que fosse determinada a poténcia das drogas investigadas.
- Avaliacdo do efeito cronotrdpico das drogas no atrio direito.

Neste protocolo, os atrios direitos, mantidos em cuba para 6rgéo isolado, foram expostos a
concentragcfes crescentes do eugenol (1 a 5000 uM) ou da lidocaina (1 a 1000 uM). O
objetivo deste protocolo foi observar o efeito dessas drogas sobre a frequéncia de contracdo
cardiaca a fim de se obter resultados experimentais que permitissem a construcdo de curvas
concentracdo-efeito, para que fossem determinadas a eficidcia e a poténcia das drogas

investigadas.
- Avaliacéo do efeito antiarritmico do eugenol em o atrio esquerdo.

Para avaliar o efeito do eugenol (300 pM) sobre a arritmogénese cardiaca, o atrio
esquerdo, mantido em cuba para 6rgéo isolado e submetido a estimulacéo elétrica, foi exposto
a 10 uM de ATX-II por 20 minutos, para que a arritmia cardiaca seja evocada. Apds esse
tempo, o eugenol foi adicionado ao banho para 6rgdo isolado, com o objetivo de avaliar o seu

efeito sobre os eventos arritmicos induzidos por ATX-II.
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- Avaliacéo do efeito do eugenol sobre a corrente de sddio tardia

Para avaliar os efeitos do eugenol (300 uM) sobre a amplitude das Ina,, células HEK-293
foram mantidas em um potencial de “holding” de —120 mV e estimuladas com pulsos-testes
de 300 ms de duracdo que despolarizam as células para -20 mV, em intervalos de 5s. O
Surgimento da Ina. foi estimulado por 3 nM de ATX-Il. A InaL Serd medida na situacdo
controle (na presenca de 3 nM de ATX-II), com a célula perfundida por solucdo extracelular e
na situacdo teste, perfundindo-se a célula com solucdo extracelular, a qual se adicionara o
eugenol a fim de se obter um valor de concentracéo final de 300 uM.

Lidocaina e Tetrodotoxina (TTX) foram usadas como um controle positivo.

5.7. ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

As comparacGes entre 0s grupos experimentais foram analisadas estatisticamente
empregando-se o teste “t” de Student na sua forma pareada. Para comparacgdes entre trés ou
mais grupos foi utilizado Analise de Variancia (ANOVA), seguido pelo teste de Tukey.
Foram consideradas diferencas significativas todas as comparacGes que resultarem em um
valor de p < 0,05. A analise dos dados foi feita com a ajuda do programa GraphPadPrism

versdo 5.0.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiramente foi investigado o efeito do eugenol sobre a forca de contracdo do atrio
esquerdo eletricamente estimulado. Como pode ser visto pelos tragados representativos na
Figura 17A, o eugenol apresentou um efeito cardiodepressor sobre a forca de contracgdo atrial.
Nesta figura também pode-se observar a dependéncia de concentracdo do efeito inotropico do
eugenol, tendo em vista que a concentragcdo de 700 UM reduziu com mais intensidade o pico
da contragdo, quando comparado com 300 uM. Na Figura 17C, pode-se observar a curva
concentracéo efeito do eugenol, o qual apresentou uma CEsp igual a 666,5 = 108,7 UM (n =
5). O objetivo dessa série de experimentos foi avaliar se o lote eugenol utilizado comportava-
se de modo semelhante aos estudos previamente descritos dessa droga. O efeito
cardiodepressor observado no presente trabalho apresentou uma CEsp de aproximadamente
660 UM, que é maior do que a CEso (127 uM) previamente descrita por Sensch et al. (2000).
Todavia, a CEso no presente trabalho apresentou valor muito proximo aos dados previamente
publicados por Texeira-Fonseca (2018), o qual observou uma CEsg de aproximadamente 690
MM, o que indica uma boa reprodutibilidade experimental do efeito do eugenol sobre a
contratilidade cardiaca. O efeito cardiodepressor do eugenol pode ser explicado, pelo menos
parcialmente, & sua capacidade de bloquear os canais de Ca?* do tipo L como descrito
previamente por Sench et al. (2000) e Magyar et al. (2004), uma vez que a entrada de Ca?* na
célula por esses canais esta diretamente relacionada a forca de contracdo do coracdo. Para fins
comparativos, a lidocaina foi utilizada como uma droga controle, por bloquear os canais de
sodio presentes no musculo cardiaco (Pu et al., 1998), tal como o eugenol (Texeira, 2018).
Como descrito nas Figuras 17B e C, a lidocaina apresentou efeito inotropico negativo
dependente de concentragdo, com uma CEso igual a 232,5 + 52,6 uM (n=6). Sendo assim a
lidocaina é mais potente em inibir a forca de contracdo cardiaca do que o eugenol, uma vez

que a mesma possui uma CEso menor (Figura 17D, p < 0,05).
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Figura 17 — Efeito do eugenol sobre a contratilidade atrial cardiaca. (A) Tracados representativos das

contragOes em diferentes concentrac6es de eugenol. (B) Tracados representativos das contragGes em

diferentes concentracdes de lidocaina. (C) Curva concentracdo-efeito do eugenol (esferas pretas) e lidocaina

(esferas cinzas). (D) Valores médios da ECsp do eugenol e da lidocaina. * p < 0,05.

E importante ressaltar que o eugenol também foi capaz de reduzir a frequéncia cardiaca

em atrio direito contraindo-se espontaneamente (Figura 18). Nesses experimentos o eugenol

apresentou uma CEsg de 795,0 + 87,3 uM, valor menor do que a CEso da lidocaina para

reduzir a frequéncia cardiaca, sugerindo que a lidocaina (controle positivo) € mais potente em

diminuir o cronotropismo atrial. A capacidade tanto da lidocaina, quanto do eugenol, de

induzir bradicardia também pode ser explicada pela capacidade de ambas as drogas inibirem

os canais de Ca?', além dos canais de Na*, presentes no musculo cardiaco (Pu et al., 1998;

Josephson, 1988 Magyar et al., 2004; Sench et al., 2000). Os dados aqui apresentados

mostram que o eugenol possui efeito cardiodepressor, sendo aparentemente mais potente em

reduzir a forca de contracdo do que a frequéncia cardiaca. E importante ressaltar que o DMSO

utilizado para solubilizar o eugenol ndo possui efeito nas concentragdes testadas (Texeira,

2018).
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Figura 18 — Curva concentragdo-resposta do efeito do eugenol e lidocaina sobre a frequéncia cardiaca no
atrio direito de cobaia.

Teixeira (2018) demonstrou previamente que o eugenol é capaz de inibir Inar €, por
iSs0, 0 mesmo se comporta como uma droga antiarritmica do tipo | (bloqueadores de
canais de Na*). No trabalho desenvolvido por Texeira (2018) foi observado que o eugenol
atuou como droga antiarritmica em pelo menos dois modelos distintos de arritmia atrial,
onde o autor sugeriu que esse efeito se deve em parte ao bloqueio da Inar. Aqui foi
hipotetizado que o eugenol também inibe a InaL. O aumento da InaL tardia parece estar
envolvido em diversas condi¢des patoldgicas do coracdo, a saber: arritmias, insuficiéncia

cardiaca e distarbios isquémicos (Makielski, 2015).

Para testar hipotese de que o eugenol inibe a InaL, utilizamos uma ferramenta
farmacoldgica que induz um aumento da InaL por retardar a inativacdo dos Navl1.5. Tal
ferramenta, a ATX-II, é uma substancia peptidica produzida pela Anemonia sulcata, uma
espécie de anémona do mar, que quando exposta ao coracdo retarda a inativacdo do
Nav1.5, aumentando a InaL € prolongando, portanto, o PA cardiaco (Song et al., 2009).
Sendo assim, quando desafiado com a ATX-I1, ocorre um prolongamento do PA, o que
faz com que mais Na* e Ca?* entrem na célula a cada ciclo cardiaco. O aumento do
influxo de Ca?" somado & sobrecarga intracelular de Na* faz com que o tecido cardiaco

fique mais propenso a desenvolver a arritmias.

Antes de testar a atividade antiarritmica do eugenol no modelo de arritmia induzido
pelo aumento da InaL, foi avaliado o efeito da ATX-Il nos pardmetros contrateis. Como
esta toxina prolonga o PA, espera-se um aumento de forca de contragdo associado a sua

exposicdo. A Figura 19A mostra os tragados representativos da contragdo do atrio
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esquerdo na auséncia (painel da esquerdo) e na presenca de 10 nM de ATX-11 (painel do
meio). Como esperado, é possivel observar que a ATX-Il aumentou a contratilidade
cardiaca de 1,08 para 1,53 gF (um aumento de 41,7%). Dados descritos na literatura
corroboram com os achados do presente estudo, uma vez que a ATX-11 induz um aumento
na forca de contragdo no miocardio (Beress et al., 1982). O painel direito da Figura 19A
mostra os tragados normalizados e sobrepostos na situagdo controle e na presenca de 10
nM de ATX-II. A Figura 19B mostra o aumento na forca de contracdo induzido por ATX-
Il em 5 experimentos individuais. Com posse desses dados foi possivel observar um
aumento médio na forca de contracdo de 19,3 £ 6,3% (n=5, p<0,05). Além disso outros
pardmetros contrateis foram avaliados. Pode-se concluir que a 10 nM de ATX-I1I reduziu
tanto 0 TRso quanto o TCso, indicando que a mesma acelera tanto a contragdo quanto o
relaxamento do musculo cardiaco (Figuras 19D e E, n=5, p<0,05), todavia nenhum efeito
associado a exposi¢cdo da ATX-I1 foi observado na tensdo diastdlica e nas taxas maxima e

minima para a contracdo e relaxamento, respectivamente (Figuras 19C, F e G, p>0,05).
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Figura 19 — Efeito do ATX-II sobre a contratilidade cardiaca. (A) Tracados representativos das contracdes
no controle e a 10 nM de ATX-II. (B) Efeito do ATX-II sobre a for¢a de contragdo. (C) Efeito do ATX-II
sobre a tensdo diastolica. (D) TCso e (E) TRso. (F) df/dt maximo. (G) df/dt minimo.
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Diversos dados da literatura sugerem que o eugenol inibe a Inar em diferentes tecidos, tais
como o neuronal e o cardiaco (Pramod, et al., 2010). Apesar desse conjunto de informaces
sobre a acdo do eugenol na corrente rapida de Na*, até o momento, ndo existem estudos que
mostram o efeito desta substancia na corrente tardia de Na*. Aqui, com base em outras
evidéncias obtidas pelo nosso grupo de pesquisa, concluiu-se que o eugenol também inibe a
InaL €, POr isso, 0 mesmo teria agdo antiarritmica em modelo de arritmia induzido por ATX-
I. Primeiramente, para testar se 0 modelo de arritmia induzido por aumento na InaL estava
funcionando, os atrios foram expostos a 10 nM de ATX-Il. Como pode observado na Figura
20A, a adicdo de ATX-1I a preparacdo bioldgica induziu o surgimento de diversas contragdes
extrassistolicas ou espontaneas entre as contracdes eletricamente estimuladas. Isso sugere que
0 modelo de arritmia utilizado nesse estudo é funcional. Para reforcar que de fato o distdrbio
ritmico foi induzido pelo aumento da InaL, utilizamos a tetrodotoxina (TTX). A TTX é, em
elevadas concentragdes, um inibidor seletivo da Inar, Na ordem de dezenas a centenas de pM,
todavia em relativamente baixas concentracdo, é conhecido que a mesma tem pouco ou
nenhum efeito inibitdrio sobre a Inar, Sendo um potente inibidor da InaL (Song et al., 2009).
Por esse motivo foi utilizada a TTX na concentracdo de 2 pM, pois sabe-se que nesta
concentracdo ocorre uma inibicdo quase completa da InaL. Na Figura 20A pode-se observar a
exposicdo a TTX (2 uM) que inibiu completamente os eventos arritmicos induzidos pela
ATX-II, o que leva a sugerir que de fato a arritmia foi causada pelo aumento da Ina,L induzido
pela ATX-I11.
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Figura 20 — Modelo de arritmia induzida por ATX-11 em tecido atrial esquerdo. (A) Tragados

representativos das contracdes no controle, quando exposto a 10 nM de ATX-II e tratado com 2 pM de
tetrodotoxina (TTX). (B) Tragados representativos das contracdes no controle, quando exposto a 10 nM de
ATX-II e tratado com 300 uM de eugenol.

Sabendo-se que o modelo de arritmia estava funcionando, foi investigado o efeito
antiarritmico do eugenol. A concentracdo de eugenol escolhida foi de 300 uM por dois
motivos. Primeiro, nesta concentragdo nao foi observada uma reducéo significativa na forca
nem na frequéncia cardiaca, sendo assim sugerimos que 300 pM ndo bloqueia
significativamente os canais de Ca®" presentes no coragio. Caso houvesse um blogueio
significativo dos canais de Ca?" esperava-se observar uma importante reducdo nesses dois
parametros. Além disso, em um outro estudo do nosso grupo de pesquisa, Teixeira-Fonseca
(2018) demonstrou que o eugenol na concentracdo de 300 pM inibe significativamente a Inar
e também apresenta atividade antiarritmica em outros modelos de arritmia. Na Figura 20B
pode-se observar os tracados representativos na situacdo controle; na presenca de 10 nM de
ATX-11, onde pode ser visualizado o disturbio ritmico através do surgimento de extrassistoles;
e na presenga de ATX-Il (10 nM) mais eugenol (300 pM). Nesta figura se observa que o
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eugenol reduz o aparecimento de extrassistoles, indicando, portanto, uma atividade
antiarritmica. O eugenol foi capaz de reduzir em 75,1 + 16,3% 0 numero de extrassistoles
induzidas pela ATX-11. Como o eugenol foi solubilizado em uma solucéo a 0,3 % de DMSO,
foi testado se esse solvente (controle negativo) possui algum efeito intrinseco, o que poderia
mascarar ou até mesmo potenciar o efeito do eugenol. Como pode ser visto na Figura 21, o
DMSO néo possui atividade antiarritmica intrinseca. A TTX, usada como controle positivo,

aboliu completamente as extrassistoles induzidas pela ATX-I11.
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Figura 21 — Percentual de extra-sistoles em tecido atrial esquerdo quando submetido a 10 nM de ATX-I1l, 10 nM
de ATX+DMSO, 10 nM de ATX-lI+eugenol e 10 nM de ATX-II+TTX. “b “ significa que houve diferenca

estatisticamente significativa quando comparado com “a” (p < 0,05).

Para investigar a acdo do eugenol sobre a Ina,L foram utilizadas células HEK293 que
expressam transitoriamente o Nav1.5 humano. A ATX-II (3 nM) foi utilizada para induzir a
InaL, cOnforme pode ser observado nos tragcados representativos apresentados na Figura 22A.
Conforme o esperado, esses tragados mostram uma maior amplitude e densidade da InaL Na
presenca da ATX-II, quando comparado ao controle. Os tragados também demonstram que a
amplitude da InaL € reduzida na presenca do eugenol (300 puM). Além disso, a Figura 22B
demonstra que o efeito maximo do eugenol sobre o pico da InaL na concentragdo utilizada
(300 uM), ocorre muito rapidamente, o que sugere uma acgao direta desse composto sobre o

Nayv1.5. Também pode ser visto o efeito da ATX-1I e do eugenol sobre a densidade da InaL
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em relacdo ao controle na figura 22C. Esses experimentos permitiram verificar a acéo
inibitoria do eugenol sobre a InaL a qual € um componente altamente arritmogénico. Além
disso, traz evidéncias consistentes quanto a interacdo direta do eugenol com o Nayl.5, a
principal isoforma dos Nav expressa no cora¢do de mamiferos, o que pode explicar em parte o
seu potencial efeito antiarritmico. Embora os efeitos cronotropicos e inotrépicos sobre os
tecidos atriais demonstrados e discutidos acima possam ter contribuicdes dos canais de Ca?*
cardiacos, os experimentos aqui elencados e outros levantamentos do nosso grupo de
pesquisa, bem como estudos em canais de Na* neuronais presentes na literatura (Cho, et al.,

2008; Park, et al., 2006), reforcam a contribuicdo do eugenol como bloqueador de Nav.
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Figura 22 — Modelo de arritmia induzida por ATX-11 em células HEK que expressam transitoriamente
o Nay1.5 humano. (A) Tragados representativos das contragdes no controle, quando exposto a 3 nM de
ATX-II e tratado com 300 UM de eugenol. (B) Grafico do curso temporal do efeito do eugenol, na
concentragdo de 300 UM, sobre o pico da Ina.. (B) Valores médios da densidade da Ina. cOrrente no

controle, na presenca de 3 nM de ATX-II e tratado com 300 uM de eugenol (VH = -120mV; n=6).
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7. CONCLUSOES

Com base nos resultados apresentados através deste estudo, foi possivel observar o
efeito inotrépico negativo do eugenol sobre o tecido atrial esquerdo, o qual atua de modo
concentracdo-dependente e o efeito cronotrépico negativo desse composto sobre o atrio
direito, ambos condizentes com os modelos descritos previamente na literatura. Além disso,
observou-se um efeito antiarritmico do eugenol em um modelo de arritmia induzida pelo
aumento da corrente de sodio tardia (InaL) em tecido atrial e uma redugdo no pico dessa Ina,L
induzida por ATX-1I em células HEK293 que expressam transitoriamente o Nayv1.5 humano,
demonstrando uma acdo direta do eugenol sobre o Nav1.5, que constitui a principal isoforma
cardiaca dos canais de Na*. Desse modo, espera-se que o eugenol possa atuar como farmaco
antiarritmico para o tratamento da Sindrome do QT longo do tipo 3 (SQTL3) a qual esta
associada a desfechos como a morte subita cardiaca (MSC). Para tanto, fazem-se necessarios

estudos in vivo que possam confirmar essa possibilidade.
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Anexo A. ARTIGO: EUGENOL INTERACTS WITH CARDIAC SODIUM CHANNEL AND
REDUCES HEART EXCITABILITY AND ARRHYTHMIAS PUBLICADO NA REVISTA
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ABSTRACT

Aims: Eugenol is a natural compound found in the essential oils of many aromatic plants. The compound is used
as a local anesthetic because of its inhibitory effect on the voltage-gated Na* channels (Na,), which are ex-
pressed in the nociceptive neurons. Eugenol has shown wide range of activities in the cardiovascular system;
most of these activities are attributed to the modulation of voltage-sensitive Ca%* channels. However, its action
on Na,1.5, the main subtype of Na, expressed in the mammalian myocardium, is unknown. The interaction of
eugenol with Na,1.5 could also contribute to its antiarrhythmic properties in vitro and ex vivo. We investigated
the compound's effect on sodium current (Iy,) and its possible cardiac antiarrhythmic activity.

Methods: The effect of eugenol on cardiac contractility was investigated using isolated atrium from guinea pig
(for isometric force measurements). The compound's effect on Iy, was evaluated using human embryonic cell
transiently expressing human Nav1.5 and patch-clamp technique.

Key findings: Eugenol caused negative inotropic and chronotropic effects in the atria. In the ex vivo arrhythmia
model, eugenol decreased atrial pacing disturbance induced by ouabain. Eugenol reduced the Iy, in a concen-
tration-dependent manner. Furthermore, the compound left-shifted the stationary inactivation curve, delayed
recovery from inactivation of the Iy,, and preferentially blocked the channel in the inactivated state. Impor-
tantly, eugenol was able to attenuate the late sodium current. All these aspects are considered to be antiar-
rhythmic.

Significance: Overall, our findings demonstrate that eugenol has antiarrhythmic activity due, at least in part, to its
interaction with Na,1.5.

1. Introduction

sensitive Ca2* channels [4]. In normotensive rats, eugenol induced a
hypotensive response, which could be related to vascular smooth mus-

Eugenol is a phenylpropanoid found in the essential oil of aromatic
plants, including Myristica fragrans Houtt., Cinnamomum verum J. Presl,
Ocimum basilicum L., and Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry
(clove tree) [1]. Several pharmacological activities of eugenol have
been reported. The compound exerted vasodilator effects in the rabbit
thoracic aorta smooth muscles [2], and ex vivo mesenteric vascular bed
[3]. These effects could be attributed to the blockade of voltage-

cle relaxation [5-6]. In the mammalian ventricular myocardium,
eugenol caused a negative inotropic effect [7-9], possibly through inhi-
bition of the L-type Ca2* current [8-9]. Studies have reported the car-
dioprotective effects of eugenol, likely attributed to its antioxidant and
Ca?*-antagonist properties [10-13].

Importantly, eugenol is used as a local anesthetic due to its in-
hibitory effects on voltage-gated Na* channels (Na,), which are ex-

Abbreviations: DAD, delayed after depolarization; DMSO, dimethyl sulfoxide; SR, sarcoplasmic reticulum; Iy,, sodium current; NCX, Na*/Ca?* exchanger; Na,,

voltage-gated Na™ channels; Cay, voltage-gated Ca?* channels
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Fig. 1. Effect of eugenol on left atrial contractility. Representative traces of electrically stimulated contractions of atrium exposed to different concentrations of
eugenol (A) or DMSO (B). Concentration-response curve (C) of the inotropic effect of the tested drugs (eugenol, N = 6; lidocaine, N = 6; DMSO, N = 5).
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Fig. 2. Effect of eugenol on right atrial frequency. Representative traces of sinus atrial contractions exposed to different concentrations of eugenol (A) or DMSO (B).
Concentration-response curve (C) of the chronotropic effect of the tested drugs (eugenol, N = 6; lidocaine, N = 8; DMSO, N = 6).

pressed in nociceptive neurons. Some studies have also reported the ef-
fect of eugenol on different subtypes of neuronal Na, [14-17], but its
action on Na,1.5, the main subtype of Na, expressed in the mammalian
myocardium, remains unclear. In addition, Na,1.5 displays biophysical
and pharmacological properties distinct from other Na, isoforms [18],
which can influence its modulation by eugenol. Here, we tested the hy-
pothesis that eugenol interacts with Na,1.5 and exerts antiarrhythmic
action in the cardiac tissue.

2. Methods
2.1. Animals

Adult male and female guinea pigs, each weighing 400-600 g, were
used. Experimental protocols were approved by the animal ethics com-
mittee of Bahia State University (number of the license 03/2017).

2.2. Atria experiments

The guinea pigs were euthanized by cervical dislocation and the
hearts were isolated. Next, the right and left atria were kept in an iso-
lated organ bath with a modified Tyrone's solution (containing [in
mmol1-1]: 140 NaCl, 5.4 KCl, 0.5 MgCl,, 0.33 NaH,PO,, 1.8 CaCl,, 11
glucose, 5 HEPES) and continuously gasified with 100% O, (pH = 7.4),
as previously described [19]. The atrial ends were horizontally sus-
pended by stainless steel rods and stretched to a resting tension of 9.8
mN (1 gF). Only the left atrium was subjected to field electrical stimula-
tion (1 Hz, 100 V, 15 ms). The left atrium was maintained at 36 °C, and
the right atrium was kept at room temperature.

To evaluate the action of eugenol on cardiac inotropic and
chronotropic effects, the left and the right atria, respectively, were ex-
posed to cumulative concentrations of eugenol (1-5000 pmol-1-1) or ve-
hicle (DMSO, 0.001%-10%). Lidocaine was used as a positive control.

To investigate the effect of eugenol under stimuli, the ouabain-
induced arrhythmia protocol was performed (50 pmol-1-1), and the time
to onset of visible extrasystoles elicited by ouabain was measured in the
presence or absence of eugenol in the left atria.

2.3. Cell culture

For patch-clamp experiments, human embryonic kidney (HEK293)
cells that do not display macroscopic sodium currents were used.
HEK293 cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium so-
lution (DMEM) (Invitrogen, Burlington, ON) added with 4.5 g/1 of D
(+)-glucose, 2 g/1 of NaHCO3, 2.38 g/l of HEPES, 10% fetal bovine
serum, and 1% penicillin and streptomycin (pH = 7.4). Cells were then
incubated at 37 °C and 5% CO, atmosphere. For transfection, Human
wild-type Nav1.5 and AKPQ cDNAs were used. They were cloned into
the BamH1 and HindllII restriction sites of the pcDNA3.1 vector (Invit-
rogen), which was purchased from GenScript (Hong Kong) Limited.
During transfection, HEK293 cells (at 60%-80% confluence, cultured in
60-mm cell culture dishes) were incubated for 5 h (at 37 °C and 5%
CO,) in 800 ml Opti-MEM (Thermo Fisher Scientific) containing 4 pl
Lipofectamine 2000, 1 pL PLUS™ reagent (Invitrogen), and 1 pg plas-
mid cDNA. After 5 h of incubation, Opti-MEM was replaced by DMEM.
Patch-clamp experiments were carried out after 48 h transfection. The
backbone for all SCN5A variants used in our study was the National
Center for Biotechnology Information Reference Sequence:
XM_006713282.2.

2.4. Patch-clamp measurements

Whole cell patch-clamp was carried out using heterologous expres-
sion of human Nayl.5 channels in HEK293 cells. Membrane currents
were recorded using an EPC-10.2 patch-clamp amplifier and PACTH-
MASTER acquisition software (HEKA Elektronik, Germany). Trans-
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Fig. 3. Effect of eugenol on the peak sodium current (Iy,) amplitude. Time course effect of 500 pmoll~! eugenol on the peak Iy, at VH = —120 mV, left traces, and
for VH = —80 mV, right traces (A). Representative INa traces in the control environment (black) and in the presence of 500 pmol1-! (light gray) of eugenol at a

holding potential (VH) = —120 mV (B) (left traces) and VH = —80 mV (right traces) (B). (C) Dose-response curve of eugenol on the Iy, amplitude when cells were
maintained at VH = —120 mV (left), and at VH = —80 mV (right). n = 5-7 cells.

fected cells were replated on glass coverslips and mounted on a record-
ing chamber. The bath control solution consisted of (in mM): 130
NaCly; 1.8 CaCly; 5 CsCl; 1.2 MgCl,; 10 HEPES; 5 Glucose; pH = 7.4
added of the corresponding DMSO concentration. Patch pipettes were
pulled with a tip resistance of 2.5-3.0 MQ and filled with intracellular
solution, containing (in mM): 50 aspartic acid; 60 CsCl; 2 Nap,ATP; 11
EGTA; 10 HEPES; 4.27 CaCly; 1 MgCly; pH = 7.2. After reaching the
whole-cell configuration, we waited 2 min before beginning the experi-
mental protocols, to enforce equilibrium between the intracellular me-
dia and pipette solution. Records were low-pass filtered (cut-off fre-
quency 2 kHz) and digitalized at 20 kHz frequency. Only cells with to-
tal resistance <5 MQ were considered in the analysis to prevent for
voltage-clamp errors. All records were performed at room temperature
of 22 °C-25 °C.

Voltage dependency for sodium current activation was recorded by
50 ms square pulses ranging from —80 to +40 mV, with 3 mV incre-
ment and applied at 1 Hz and from a holding potential of —120 mV.

I= (Em _Erev) %,
I+e a

where E,, is the calculated reversal potential of the current. The maxi-
mum conductance (Gyax) was then used to generate normalized
G/Guax plots, to access the voltage-dependency for current activation
activation-voltage relationship, using the modified Boltzmann function

G=

Data were fitted with a Boltzmann equation

Grnax
(I?::—V[,). In these aforementioned equations, (V,) is the voltage
e\ Fa

in which half of the current is activated. (Em) is the membrane potential
and (k,) is the slope factor.

Voltage-dependent steady-state inactivation was measured in a
50 ms duration test pulse to —20 mV amplitude immediately after a
long (2000 ms) conditioning pulse that ranged from —120 to —20 mV,
with 5 mV increment at 1 Hz stimulation, with a holding potential of
—120 mV. Peak currents from the test pulse were normalized by maxi-

mum current (I/Iyax) and fitted using a Boltzmann equation
I 1
(EmA_Vh ), to determine the membrane potential corresponding
1+e

ImilX
h

to half of current inactivation (V}) and slope factor (ky), reflecting the
steepness of the curve. During voltage dependency for current activa-
tion and inactivation protocol, a pN4 protocol was used for leak sub-
traction, with a leak size of 0.25 from a holding potential of -120 mV,
which gives a minimum and maximum leak pulses of —120 mV and
—80 mV to ensure no Iy, activation during leak calculation.

Recovery from inactivation was recorded as a function of the inter-
val between double-squared pulses (50 and 100 ms) to —20 mV from a
holding potential of —120 mV. The interval between pulses varied from
0.1 to 10 ms, with 1 ms increment and; 12 to 94 ms with 2 ms incre-
ment, and 100 to 1000 ms with 100 ms increment. Recovery from inac-
tivation was fitted into a monoexponential equation, in the form: I
(t) = A0 + Aexp(—t / 1), where A is the amplitude and = is the time
constant, t is the interval between the I is the current, and t is the time
double-squared pulses. I(t) is shown normalized by its respective pre-
pulse.
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Fig. 4. Affinity of resting and inactivated states of NaV1.5 channels for
eugenol. (A) Upper figure is the protocol used to perform the experiment. Be-
low, in the left and the right, are the representative traces for pre-pulse for
membrane potential at —150 mV and — 40 mV, respectively. (B) Bar graph
representing mean + S.E.M. percentage block Iy, blockage before and after
exposure to eugenol. For pre pulse at —40 mV (gray bar, n = 9). For pre-
pulse at —150 mV (white bar, n = 5).

Closed-state inactivation of Iy, was evaluated through a 50 ms dura-
tion test pulse to —20 mV amplitude immediately after a conditioning
pulse to —90 mV with variable time (2-600 ms), applied every 2 s from
a holding potential of —150 mV.

The affinity of eugenol in blocking Iy, at the resting and inactivated
states of Na,1.5 channel was investigated by a test pulse (=20 mV,
50 ms, from a holding potential of —150 mV). Test pulse was applied af-
ter a long conditioning pulse (5000 ms) to —40 mV to inactivate most
channels followed by a fast, 3 ms return to the holding potential, to al-
low drug-free channels to recover from inactivation. Blockage at inacti-
vated state was compared with the closed state, in which cells were
kept at —150 mV during the conditioning pulse.

The late sodium current (Iya1ate) Was averaged from the area corre-
sponding to the area between 280 and 300 ms of the step pulse to
—20 mV from a holding potential of —120 mV, at 1 Hz stimulation.
INa.Late Was the plotted variation of the area before (control, drug free)
and after eugenol (500 umol1-!) or eugenol (500 pmoll-1) + TTX
(30 uM) application.

Importantly, all experimental protocols were recorded before and
after reaching a stable effect of eugenol, and eugenol effects were com-
pared with control condition using repetitive measurements from the
same cells.

Eugenol (99% of purity) was purchased from Biodinamica (Brazil).
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2.5. Statistics

Data are presented as mean * standard error of the mean. Graph-
Pad Prism version 5 (GraphPad Software, USA) was used for statistical
analysis. Comparisons between two experimental groups were done us-
ing paired and unpaired Student's “t” tests, depending on the case. For
comparisons of more than two groups, one-way or two-way analysis of
variance followed by Tukey's post-test was used. The significance level
to reject the null hypothesis was p < 0.05. N represents the number of
animals, and n the number of cells.

3. Results
3.1. Ex vivo action of eugenol on the heart tissue

To better understand how eugenol acts on the heart tissue, we first
evaluated its effects on the isolated left atrium. To measure the in-
otropic effect, the left atrium was exposed to eugenol
(1-5000 pmol1-1). As observed in the contractility tracings (Fig. 1A and
B), eugenol promoted a reduction in the atrial force compared with the
control. Fig. 1C presents the concentration-effect curve of eugenol on
the left atrium. From the figure, it is clear that the compound induced a
concentration-dependent negative inotropic effect, with an ICsy of
741.8 * 74.3 pmoll-! and a maximum effect of 96.9% *+ 1.2%
(N = 6). Next, the effect of the vehicle (DMSO) on cardiac contractility
was evaluated. The left atrium was challenged with increasing concen-
trations of DMSO (0.001%-4.8%), which corresponded to DMSO con-
centrations achieved during the contraction experiments with eugenol.
DMSO had no significant effect on atrial contractility (N = 5) at any
tested concentrations (Fig. 1B and C). Lidocaine (positive control) re-
duced the atrial contractility, with an ICso of 230.7 + 30.4 pmoll-!
(N = 6), statistically different from that of eugenol (p < 0.05).

To investigate the chronotropic effect, the right atrium in the sinus
rhythm was treated with increasing concentrations of eugenol
(1-5000 pmol-1-1). As is shown by the representative traces of the right
atrium contraction curves in Fig. 2A and B, eugenol reduced the fire
rate at >1000 pmol-l1~1. The concentration-effect curve of eugenol on
atrial chronotropic effect can be observed in Fig. 2C. Eugenol had a con-
centration-dependent negative chronotropic effect, with an ICsy of
1455.6 *+ 365.1 pmol1~! and a maximal effect of 100% (N = 6), in re-
ducing the frequency of right atrial spontaneous contraction. DMSO did
not statistically alter the atrial contraction rate compared with the con-
trol (Fig. 2C). Lidocaine (positive control) had greater potency
(ICso = 35.6 = 13.1 pmol1"], N = 8, p < 0.05) to reduce atrial fre-
quency than eugenol.

3.2. Eugenol interaction with human Nay1.5 transiently expressed in HEK
cells

As evidenced by our ex vivo experiments, eugenol is able to attenu-
ate atrial contraction. Previous studies demonstrate that eugenol re-
duces calcium current in cardiomyocytes. Also, earlier studies reported
that eugenol could block several subtypes of neuronal Na, isoforms
[14-15]. However, Na,1.5, which is the major isoform of Na, in the
mammalian heart, displays significant differences in the primary struc-
ture and biophysical and pharmacological properties from other neu-
ronal Na, [18]. Thus, we hypothesize that eugenol is also able to atten-
uate Iy, and it may contribute to reduced atrial function. Thus, using
HEK cells transiently expressing human Nav1.5 we evaluated the inter-
action of the compound with Na,1.5.

Eugenol was found to reduce the Iy, peak amplitude in a concentra-
tion-dependent manner (Fig. 3A-C). In addition, the maximum effect
for each tested concentration was reached quickly, as is displayed in the
time course effect of eugenol (Fig. 3B). When cells were exposed to in-
creasing concentrations of eugenol (from 0.01 to 2.000 pmol-1-1), a con-
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Fig. 5. Effect of eugenol on voltage-dependent sodium current (Iy,) activation and inactivation. (A) Representative traces of Iy, activation normalized by peak
sodium current before (black, upper traces) and after eugenol (500 pmol1-1) superfusion (gray, lower traces). (B) Voltage dependent for Iy, inactivation nor-
malized by peak sodium current before (black, upper traces) and after eugenol (500 pmol1-1) superfusion (gray, lower traces). The red traces represents nor-
malized Iy, evoked with a pulse at =90 mV from a holding potential of —120 mV (C) Current-voltage relationship in the absence (black circles) or presence
of eugenol (500 pmol1-1), normalized by peak Iy, prior eugenol (gray circles, n = 6). (D) Voltage-dependent activation (G/Gmax) and inactivation (I/Imax)
of the Iy, in the absence (black circles) or presence (gray circles, n = 6) of eugenol (500 pmol1~1). (For interpretation of the references to color in this fig-

ure legend, the reader is referred to the web version of this article.)

centration-response curve of Iy, peak inhibition was obtained. Interac-
tion of drugs with sodium channel depends on the channel state, i.e.,
closed, open, and inactivated. Thus, we composed a concentration-
response curve of eugenol in HEK cells expressing human Nav1.5 at a
holding potential (Vy) of —120 and —80 mV, which favor a closed and
partially inactivated state, respectively. We found that there is an evi-
dent dependency of resting membrane potential in the potency of
eugenol to block Iy, Once cell membrane was holding at a Vy of
—120 mV, eugenol (500 umol1-!) reduced approximately 50.1% of the
Iy, amplitude (Fig. 3A). This effect was partially reversible since after
washout peak Iy, was 93.7% = 5.9% (n = 4, p < 0.05). Interestingly,
when Vy was set at —80 mV, eugenol (500 pmol-1-1) attenuated almost
100% of the Iy, amplitude (Fig. 3B). The eugenol ICs, for Iy, inhibition
at Vy of —120 mV was 445.1 + 49.2 ymoll-! (Fig. 3C, filled circles).
Meanwhile, at Vi of —80 mV, the potency of eugenol in inhibiting the
Ina was 8.7 + 4.3 ymoll-! (Fig. 3C, filled squares). These findings indi-
cate that eugenol-dependent inhibition of the Iy, preferentially targets

the inactivated state of Na,1.5 and may partially explain its antiar-
rhythmic activity in the guinea-pig myocardium.

We next determined whether eugenol indeed has a higher affinity
for the inactivated rather than the resting state of Na,1.5 and illustrated
the results of these experiments in Fig. 4. A voltage protocol was used to
inactivate (5-s pulse to —40 mV), but not open, most channels in the ab-
sence and presence of drug. A test pulse to —20 mV, preceded by a 3-ms
return to the negative (—150 mV) holding potential to allow drug-free,
but not drug-bound, channels to recover from inactivation was applied
to assay available channels. The effect of 500 pmoll-! of eugenol to
block of channels during this test pulse with and without conditioning
pulses provides an estimate of rested state (no conditioning pulse,
Vi = —150 mV, Fig. 4A, top left) and inactivated state (with condition-
ing pulse, Vm = —40 mV, Fig. 4A, top right) channel block (Fig. 4A,
top panel show the protocol). Fig. 4A, left and right traces are represen-
tative Iy, recordings, using pre-conditioning pulse at V;, = —150 mV
(left traces) and at Vm = —40 mV (right traces). 500 pmoll-! of
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Fig. 6. Closed-state inactivation of sodium current (Iy,). A: Representative
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circles, n = 6), and in the presence of Eugenol (gray filled circles, n = 6,
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eugenol has a higher affinity for the inactivated form of Na* channel
than in the resting state of the channel (Fig. 4B).

Next, to provide additional mechanistic insights into the effects of
eugenol on the biophysical properties of the Iy, we investigated the
voltage-dependent activation of the Iy, in the absence (Fig. 5A, top-left
panel) or presence of eugenol (500 pumoll-1) (lower-left panel). Al-
though the peak Iy, was reduced in several tested membrane potentials
(Fig. 5C), eugenol did not alter the voltage-dependency for Iy, activa-
tion (Fig. 5D). Fig. 5D presents the comparable activation curves
(G/Gmax, Vso = —30.7 = 2.8 mV in control vs —31.1 + 2.9 mV in the
presence of eugenol, n = 6, p > 0.05). In line with this idea, time to
peak of Iy, was not altered (Supplementary Fig. 1A). However, the
steady-state inactivation curve (Fig. 5D) was left-shifted in the presence
of the eugenol (I/Iyax, Vso = —-76.3 = 1.4 mV in control vs
—97.9 = 2.8 mV in the presence of eugenol, n = 6, p < 0.05). Inter-
estingly, time to 50% of Iy, decay was accelerated in a range of tested
membrane potential (Supplementary Fig. 1B), which further support
modulation of the inactivation process of the Na,1.5 by eugenol.

Due to severe left shift in the inactivation curve, we decided to investi-
gate whether or not the closed state inactivation of sodium channel was
enhanced after cell exposure to eugenol. The residual sodium current,
assessed after prepulses of —90 mV for increased time from 2 to 600 ms,
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was markedly attenuated after exposure cell to eugenol (500 pmol1-1)
when compared with to that of Iy, without the drug. The results are il-
lustrated by the representative traces (Fig. 6A), and composed data
(Fig. 6B). Thus, the degree of closed state inactivation in the presence of
eugenol was markedly enhanced in comparison to absence of the drug.

To further understand the biophysical mechanisms involved in the
action of eugenol on the Iy,, the recovery from Iy, inactivation was de-
termined in the absence or presence of the compound. Eugenol
(500 pmol-1-1) delayed Iy, recovery from inactivation, as demonstrated
in the representative traces (Fig. 7A) and by the interpulse interval
traces (Fig. 7B). The relative Iy, recovery over a range of test pulses was
fitted with a monoexponential equation and time constants were
3.6 + 0.4msand 12.1 = 29 ms (n = 6, p < 0.05) (Fig. 7C) before
and after eugenol exposure, respectively, suggesting that eugenol slows
the Iy, recovery from inactivation. Importantly, eugenol (500 pmol1-1)
displayed a small, but significant, use-dependency effect once cells are
paced at 5 Hz, but not at 2 Hz (see Supplementary Fig. 2).

3.3. Antiarrhythmic effect of eugenol on the heart tissue

The patch-clamp experiments revealed that eugenol is able to inter-
act with Na,1.5. Hence, we investigated the antiarrhythmic properties
of eugenol in preventing or reverting arrhythmias in an arrhythmic
model elicited by ouabain, a classical Na*/K* ATPase blocker.

Fig. 8A is a representative full recording of left atrial contractility
in the presence of ouabain (50 pmol1-1), and Fig. 8C in the presence of
ouabain (50 pmoll~') + eugenol (300 pmoll-1). Both recordings
show a positive inotropic effect, reaching its maximum effect in about
160 s (Fig. 8B upper panel, zoomed for ouabain). Ouabain-induced
atrial tachyarrhythmia after 230 s, with the appearance of several ex-
trasystoles (Fig. 8B, lower panel [zoomed]), which were not observed
in ouabain + eugenol (Fig. 8D, lower panel [zoomed]). An increased
atrial diastolic tension, as visualized at the end of the trace of Fig. 8A
and C, was also observed, and it was significant when compared to
control (Fig. 8E).

As expected, ouabain-induced atrial tachycardia in 9 out of 10
tested atria (Fig. 8B, lower panel), with a mean time to onset of
120.2 = 19.6 s. When atria were pretreated for 10 min with eugenol
(300 pmol1-1, N = 5) or lidocaine (100 pmoll-!, N = 6), ouabain did
not induce tachycardia in all the investigated atria, suggesting that
eugenol has an antiarrhythmic activity. Although, maximal force incre-
ment caused by ouabain was not prevented by eugenol (Fig. 8F). More-
over, DMSO did not have a significant antiarrhythmic activity, because
6 of 7 atria tested displayed tachycardia in the presence of 0.3% DMSO
(same concentration reached in the experiments with 300 pmoll-!
eugenol). The time to onset of tachycardia in the presence of 0.3%
DMSO was 168.9 = 49.5s (N = 6), which was not significantly differ-
ent from the control (120.2 = 19.6 s, N = 8, p > 0.05). These findings
suggest that DMSO did not change ouabain-induced arrhythmia and,
therefore, did not interfere with eugenol-induced antiarrhythmic effect.

3.4. Eugenol blocks late sodium current

Ouabain-induced arrhythmia is attributed to several mechanisms
and enhancing sustained component of sodium current, the Inaiate iS
involved [16-18]. To explore the hypothesis we used the prototype mu-
tant that displays clinically relevant sustained In,.pate, the AKPQ muta-
tion [19]. Fig. 9summarizes our findings.

To better visualize the presence of Iy,.rate, it is important to show
currents at a high gain. Moreover, Iy, ate-iS plotted by normalizing with
peak INa to better visualize its contribution over total INa. Fig. 9A (left
traces) displays the representative superimposed INa traces recorded at
—20 mV during 400 ms, from a holding potential of —120 mV, of
HEK293 cells and normalized by peak Na + current in WT sodium
channel and (right traces) for AKPQ sodium channel. The inset for both
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Fig. 7. Recovery from inactivation for Na* channels. (A) Time course of recovery from inactivation for sodium current (Iy,) was examined using a two-pulse protocol
and representative traces prior (upper trace) and after (down trace) challenge cells with 500 pmol-1~! of eugenol. (B) Normalized current is plotted as a function of the
time corresponding to the interval between the test and conditioning pulses. Lines are best fitted to single-exponential equations. Black circles, before eugenol, and
Gray circles, after 500 pmol1-! of eugenol. (C) Time constant of Iy, recovery before and after exposure to eugenol (500 pmol1-1). n = 6 cells (*p < 0.05).

traces showed a high gain visualization of the sustained component of
sodium current. As shown by the traces, WT sodium current showed
neither eugenol (500 pmoll-1) nor TTX (30 pmoll~') + eugenol
(500 pmol1-1) sensitive Iyaiae. TTX is a toxin able to block Iyarace-
However, AKPQ sodium current was sensitive to eugenol and eugenol
+ TTX InaLate- Fig. 9B shows the time course effect of eugenol and
eugenol + TTX on Iygiate-in WT (left trace) and AKPQ (right trace)
sodium current. Fig. 10C summarizes our findings. We measured the
area over 280 to 300 ms of the square pulse to measure the Iy, pate-
Next, we calculated the difference between sodium current traces with-
out eugenol and with eugenol or eugenol + TTX. Thus, we can con-
clude that eugenol is able to block In,.rate-

4. Discussion

In this study, we investigated biophysical and pharmacological ef-
fects of eugenol on cardiac Iy, and its potential antiarrhythmic proper-
ties. Eugenol induced negative inotropic and chronotropic effects in iso-
lated atrial preparations. HEK cells transiently expressing human
Na,;.5 were also used to investigate the pharmacological and biophysi-
cal aspects of eugenol interaction with Na,1.5. Notably, eugenol in-
duced a concentration-dependent reduction in peak Iy,, with a negative
shift of the steady-state inactivation curve, blocks with higher potency
the inactivated and closed state inactivation states of the channel, de-
layed recovery from inactivation, displayed antiarrhythmic activity in
isolated atria, and blocked Iy, pate, @ highly arrhythmogenic component
of sodium current. Overall, our experiments provide evidence that
eugenol interacts with Na,1.5, which may partially explain its antiar-
rhythmic properties.

Eugenol is a multichannel blocker and acts as a Ca?* channel
blocker in ventricular cardiomyocytes, with ICso values ranging from
187 to 226 umol1-! [9,20]. The reduction of Ca?* current could explain
the negative inotropic effect observed in the isolated atria. However, in

our study, the ICso for the negative inotropic effect of eugenol was
about 6 times higher than that described in a previous study
(ICsg = 741.8 vs 127 pmol1-1) [9]. Several factors may account for
such discrepancy: 1) differences in excitation-contraction coupling be-
tween the atria and the ventricles. 2) The experimental conditions, such
as temperature, bath solution, resting tension, stimulating frequency,
and vehicle, used for solubilization.

As a nonspecific channel blocker, in addition to its ability to block
Ca2* current, eugenol reduced peak Iy, in neuronal isoforms of Nav
[14,21]. We, therefore, decided to investigate the compound's effects
on the cardiac Na,1.5 isoform.

The compound's effect on peak Iy, was dependent on the resting
membrane potential. At more negative holding potentials
(Vy —120 mV), the ICsy for peak Iy, inhibition was about
445 pmol1-1, almost 2 times higher than the concentration required to
provide  antiarrhythmic  activity on  isolated left atria
(100-300 pmol-1-1). Thus, the antiarrhythmic activity of eugenol seems
to be more potent in more depolarized heart tissues. Indeed, when HEK
cells expressing Navl.5 were kept at a more depolarized state
(Vg = —80 mV), mimicking the membrane potential of atrial cells, an
increase of about 49 times in eugenol potency was observed in reducing
the Iy, peak when compared with Vi = —120 mV. Also, eugenol blocks
the channel in the closed state inactivation state, reinforcing the idea
that eugenol is likely to have a differential effect throughout the heart,
depending on the membrane potential of cardiomyocytes.

Considering the biophysical aspects of eugenol's action on Iy,, we
did not observe any clear effect on the voltage-dependent activation.
Nonetheless, eugenol slowed the recovery of Iy, inactivation, which
would increase, at least theoretically, the refractory period in the heart
tissue, contributing to the potential antiarrhythmic activity of the com-
pound. Similar results were found in neuronal Na, [15]. Combining our
results, it is reasonable to assume that eugenol-induced antiarrhythmic
activity is, in part, due to its effects on Na,1.5.
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Fig. 8. Effect of eugenol on the ouabain-induced left atrial arrhythmia. (A) Representative time course of atrial contraction prior and after ouabain exposure
(50 pmol1-1). (B) Expanded sections from panel (A). (C) Representative time course of atrial contraction prior and after ouabain (50 ymol1-!) + eugenol exposure
(300 pmol-1-1). (D) Expanded sections from panel (C). The arrows indicate time when the electrical stimuli were delivered. (E) Effect of eugenol and lidocaine on the
increased diastolic tension induced by ouabain. “a” indicates that there was a statistically significant difference (p < 0.05) when compared to the control, but not
when compared to each other. (F) Effect of eugenol and lidocaine on the positive inotropic activity of ouabain. “a” indicates that there was a statistically significant
difference (p < 0.05) when compared to the control, but not when compared to each other. (Eugenol N = 6, lidocaine N = 6, ouabain N = 10.)

Cardioprotective effects of eugenol were already reported in a
model of isoproterenol-induced myocardium infarction in rats [22].
Pretreatment with eugenol (50 mg/kg) prevented isoproterenol-
induced ST elevation. In our study, we explored the potential antiar-
rhythmic properties of eugenol using the ouabain-induced arrhythmia
model. Ouabain-induced arrhythmias are based on the well-described
inhibitory effect of the drug on the Na*/K* pump, leading to primary
cytoplasmic Na* accumulation and a secondary Ca2* overload that is
followed by rhythmic disturbances [23]. Na* overload disrupts the
electrochemical gradient, which induces the Na*/Ca?* exchanger
(NCX) to work in a reverse mode, transporting Ca2* from the extracel-
lular to the intracellular medium. The arrhythmogenic effects of
ouabain occur mostly due to a Ca?* overload in the sarcoplasmic retic-
ulum (SR) [24,25]. The accumulation of Ca2* in the SR increases the
probability of the spontaneous release of Ca2* to the cytosol, facilitat-
ing the generation of arrhythmogenic delayed after depolarizations
[26-29]. Ouabain induces Iyaiate in cardiomyocytes due to calcium
overload, and Iy,pqee also contributes to the arrhythmogenic phenom-
ena induced by ouabain [16-18].

In the isolated atria, eugenol delayed the onset of arrhythmias and
the time required to induce fibrillation. Importantly, eugenol

(300 pmol1-1) abolished tachycardia in all atria that developed the
phenomena after exposure to ouabain, although 300 pmoll-! of
eugenol did not prevent the positive inotropic effect of ouabain. Also,
when we evaluate the effect of eugenol on Iy,.1a induced by a proto-
type sodium channel mutation able to induce Iyaiate, and associated
with Long QT type 3 syndrome [19], we observed that eugenol
(500 pmoll-1) completely abolished Iya.iae. Thus, these findings sup-
port the hypothesis that eugenol has antiarrhythmic activity due to
blockage of peak and late component of sodium current. However, we
may not rule out possible antiarrhythmic activity due to simultaneous
blockage of Cay.

5. Conclusion

Altogether, our findings provide evidence that eugenol reduces
overall heart excitability, and prevents ouabain-induced arrhythmias.
These findings are partially attributed to the interaction of eugenol with
Na,1.5 and blockage of peak INa and Iy, . Our study will contribute
to potentially expanding the clinical use of eugenol from a local anes-
thetic, for example, to an agent for treating arrhythmic syndromes, al-
though additional i, vivo Studies are needed to determine this possibility.
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