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INTRODUCAO

O diabetes mellitus (DM) é um disturbio
metabolico que afeta atualmente mais de 536.6
milhdes de pessoas ho mundo, com previsao de
chegar a 783,2 milhdes em 2045 (IDF, 2021). O
DM esté entre as principais doencas crénicas no
Brasil, representando elevado niumero de mor-
tes prematuras. O DM pode ser definido por
uma sindrome de etiologia multipla de
distdrbios metabdlicos caracterizados por
hiperglicemia sustentada. Estas alteracdes gli-
cémicas sdo consequéncias de defeitos na acao
da insulina, na secrecdo de insulina ou em
ambos. Em geral, este agravo pode ser classi-
ficado em dois: tipo 1 e tipo 2 (QUEIROZ et al.,
2011).

Acredita-se que a hiperglicemia cronica no
DM esteja envolvida na génese de diversos
eventos bioguimicos, o0s quais resultam em um
desequilibrio entre a producdo de espécies
reativas de oxigénio (EROSs) e a capacidade dos
sistemas de defesa antioxidante em neutraliza-
las, resultando em um estado de estresse oxi-
dativo (MAIESE, 2015). Em condigdes patolo-
gicas, pode ocorrer um aumento da producéo de
EROs associado ou ndo a reducgdo das defesas
antioxidantes das células. De fato, a relagdo
entre 0 aumento na producdo de espécies rea-
tivas e muitas alteracdes patoldgicas ja esta bem
estabelecida, sendo que o estresse oxidativo
pode estar implicado na génese de mais de 200
doencas humanas, entre elas, o DM e as
doencas cardiovasculares (NOWOTNY et al.,
2015). Nesse contexto, estudos clinicos em
humanos e com modelos animais tém de-
monstrado que a injaria que determina a morte
celular no DM ¢ resultado do aumento da
liberacdo de EROs (MAIESE, 2015). Uma vez
formadas, as EROs causam a deplecdo dos
sistemas de defesa antioxidante, tornando os

tecidos mais susceptiveis ao dano oxidativo
(NIEDOWICZ & DALEKE, 2005).

O limoneno é uma substancia de origem
natural, pertencente a classe quimica dos
monoterpenos, que esta presente em abundan-
cia na casca de frutos citricos, podendo ser
obtido por um custo relativamente baixo
(VIGUSHIN et al., 1998). E o monoterpeno
mais comum, perfazendo até 95% do Oleo da
casca de frutas citricas. Trata-se de uma molé-
cula quiral com dois enantidmeros possiveis: 0
D-limoneno (dextrogiro, forma quiral R) e o L-
limoneno (levogiro, forma quiral S). O isémero
mais comum tem a configuracdo (R), que
corresponde ao D-(+)-limoneno (CAS 5989-
27-5). Sua nomenclatura quimica completa
(Chemical Abstract) é (R)-1-metil-4-(1-me-
tiletenil)-ciclo-hexeno e pela International
Union of Pure and Applied Chemistry é (R)-
(+)-para-menta-1,8-dieno  (BATHAIE &
TAMANOI, 2014). Além de acdo benéfica na
asma bronquica e de sua atividade gastropro-
tetora, o limoneno também possui atividade
antinociceptiva devido, provavelmente, a
inibicdo da sintese ou da acdo de mediadores
inflamatdrios, atividade anti-hiperglicémica em
ratos diabéticos induzidos por estreptozotocina
(MURALI & SARAVANAN, 2012), além de
efeito vasorrelaxante sobre aorta isolada de
ratos (AMARAL et al., 2007).

Isto posto, o trabalho teve como objetivo
investigar os efeitos do monoterpeno R-(+)-
limoneno em modelo de estudo relacionados ao
sistema cardiovascular e a diabetes atraves da
investigacdo do perfil de estresse oxidativo e
dos sistemas antioxidantes em homogenatos de
aorta torécica, além da avaliagdo das curvas de
reatividade vascular da artéria aortica toracica
de cada grupo experimental.
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METODO

Drogas utilizadas

O R-(+)-Limoneno foi adquirido do
fornecedor Sigma-Aldrich Chemicals (St
Louis, Missouri, EUA). Além disso, durante a
realizacdo dos experimentos, foram utilizadas
as seguintes drogas: cloridrato de L-(-)-
fenilefrina, cloridrato de acetilcolina (obtida da
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), piro-
galol, estreptozotocina e indometacina (obtidas
da Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, EUA).
A metformina e a glibenclamida foram adqui-
ridas na Farmacia de Manipulacdo Botica,
Teresina-Pl, Brasil, enquanto a insulina NPH
utilizada foi obtida da Aspen Pharma, Serra-ES,
Brasil.

Animais utilizados no protocolo

Foram utilizadas ratas Wistar (Rattus
novergicus) provenientes do Biotério Central
da Universidade Federal do Piaui, com idade
média de 6 meses, pesando entre 180 e 250 g.
Durante o periodo experimental, 0s animais
foram mantidos em temperatura controlada (23
+ 2 °C) e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os
animais tiveram livre acesso a alimentacdo e
agua, sendo que apos a inducdo do diabetes o
consumo de ragdo e agua foi controlado e
registrado diariamente. Os procedimentos reali-
zados foram aprovados pela Comisséo de Etica
para 0 Uso de Animais da UFPI (CEUA/UFPI
n® 457/18).

Inducéo de diabetes mellitus tipo 1

Os animais foram submetidos a jejum de 12
horas e posteriormente submetidos a inducéo de
diabetes mellitus por meio da aplicacdo
intraperitoneal de estreptozotocina (STZ) (45
mg/kg) em tampéo citrato pH 4,5 (CHEN et al.,
2012). Os animais do grupo controle normal
receberam apenas tampdo citrato pH 4,5, via

intraperitoneal. Durante as primeiras 24 horas
que sucederam a inducdo, foi fornecida solucao
de glicose a 10% aos animais, para evitar
hipoglicemia. Ap6s um periodo de 72 horas da
injecéo de STZ, os animais foram deixados em
jejum por 12 horas e, em seguida, tiveram sua
glicemia aferida. Foram considerados diabéti-
COS 0s animais que apresentaram valores de
glicemia iguais ou superiores a 250 mg/dL ou
15 mM (BASHA; SANKARANARAYANAN,
2015).

Divisdo dos grupos testes

Os animais foram divididos em 8 grupos
com 14 animais cada, como descrito a seguir:

CN: Controle Normal (sem indugdo de
diabetes), tratados com veiculo (tween 80 1%
em agua destilada), VO, por 4 semanas;

CD: Controle Diabético (animais diabéticos
induzidos por estreptozotocina), tratados com
veiculo, VO, por 4 semanas;

LM12,5: Animais diabéticos tratados com
R-(+)-Limoneno 12,5 mg/kg, VO, por 4
semanas;

LM25: Animais diabéticos tratados com R-
(+)-Limoneno 25 mg/kg, VO, por 4 semanas;

LM50: Animais diabéticos tratados com R-
(+)-Limoneno 50 mg/kg, VO, por 4 semanas;

INS: Animais diabéticos tratados com in-
sulina humana NPH 100UI/mL, na dose de 6
Ul, SC, pela manha por 4 semanas (FARBOOD
et al., 2019; MORAIS et al., 2014);

MET: Animais diabéticos tratados com
metformina 150 mg/kg, VO, por 4 semanas;

GLIB: Animais diabéticos tratados com
glibenclamida 600 pg/kg, VO, por 4 semanas.

Todos 0s animais receberam apenas uma
dose diéria do tratamento. A excecdo do grupo
INS, que recebeu insulina por via subcutanea,
todos os demais grupos foram tratados por via
oral (VO). O tratamento de todos os animais
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durou 28 dias. Ao final do tratamento, os
animais foram eutanasiados com sobredose de
anestésico tiopental sddico na dose de 150
mg/kg, administrado via IP, precedido por lido-
caina na dose de 10 mg/kg, IP. Imediatamente
apos a eutanasia, foi realizada coleta de sangue
e demais materiais biolégicos para analises
posteriores.

Obtencao de arco adrtico para analise de
estresse oxidativo

Imediatamente apds a eutanasia dos animais,
0 arco aortico foi retirado. As amostras desse
tecido foram pesadas para analise de biomar-
cadores do estresse oxidativo e conservadas a -
40 °C até a realizagdo das andlises. Para
obtencdo do homogenato de tecido, o arco adr-
tico foi macerado (1:20 p/v) em tampdo fosfato
com pH conforme andlise a ser realizada.

Determinagéo da atividade da mielopero-
xidase tecidual (MPO)

A medida de atividade da MPO foi realizada
pelo método da velocidade de oxidacdo do
substrato  O-dianisidina na presenca de
peroxido de hidrogénio (H202) e evidenciada
pela mudanca de absorbancia medida a 450 nm
(BRADLEY et al., 1982). A atividade da MPO
foi calculada a partir da velocidade maxima da
reacdo, e o resultado expresso em Umpo/uL de
amostra. Uma unidade de MPO é definida como
a quantidade de H2O> (umol) degradada por
minuto.

Determinacéo de nitrito tecidual (NO.)

A determinagdo da concentracdo de nitrito
foi feita pelo método de Griess, conforme
descrito por Green et al. (1982). Antes da
analise, as amostras de tecido (300 pL do sobre-
nadante da mistura de arco adrtico macerado

com tampéo fosfato na proporcdo de 50 mg/1
mL) foram desproteinizadas pela adicdo de
solucdo de sulfato de zinco 0,15 M e hidrdxido
de sddio 10 M, de acordo com o método de
Romitelli et al. (2007) e Moshage et al. (1995).
A concentracdo de nitrito foi determinada
através de uma curva de calibragdo (560 nm)
para o nitrito de sodio (NaNO.) em dilui¢des
seriadas (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,56
uM).

Determinacéo da atividade da superoxido
dismutase tecidual (SODt)

A medida da atividade da SOD tecidual
(arco adrtico) foi baseada na habilidade de
consumir o radical Oz" diminuindo a razéo de
autoxidacdo do pirogalol (1,2,3-trihidro-
xibenzeno). Apds reacdo com brometo de
dimetiltiazol-difeniltetrazol (MTT), o célculo
do resultado foi considerado que uma unidade
de SOD (Usop) € capaz de evitar a autoxidagao
de 50% de pirogalol do padréo. O resultado foi
expresso em unidades de atividade da SOD por
mg de tecido (FURTADO et al., 2022).

Determinacdo da atividade da catalase
tecidual (CATY)

A atividade da catalase tecidual foi deter-
minada segundo o método descrito por Beutler
(1975), quantificando a velocidade de decom-
posicdo do peroxido de hidrogénio (H.O.) pela
enzima por meio do decréscimo da densidade
Optica a 230 nm a 37 °C. A CAT propicia a
oxidacédo do perdxido de hidrogénio a H.O e O..
Os resultados foram expressos em U/g de
tecido. Uma unidade (U) da catalase correspon-
deu a atividade da enzima que permitiu a
hidrélise de 1 pmol de H.O. por minuto a 37 °C
em pH 8,0.
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Avaliacao dos efeitos vasculares do R-(+)-
Limoneno em estudos ex vivo

Apos eutanasia, fez-se uma incisdo na regido
antero-inferior do animal a fim de permitir a
abertura da caixa tordcica e a posterior
disseccdo da artéria aorta. Apds a dissecgdo da
mesma, procedeu-se a remogdo do tecido
perivascular, gordura e tecido conjuntivo, e
entdo ao corte transversal desta para a formacao
dos segmentos da aorta de 2,0 a 3,0 mm, que
entdo foram montados em banho de 6rgéos sob
solucdo de Krebs (mM): NaCl (118.0); KCI
(4.6); CaCl2.2H20 (2.5); MgS04.7H20 (5.7);
NaHCOsz (25.0); KH2PO4.H:O (1.1); e D-
glicose (11.0) a 37 °C, continuamente aerados
com mistura de CO2 5%, Oz 21% e N2 74% e
sob uma tensdo de estabilizacdo de 1 gf
(ARCANJO et al., 2015).

Os anéis foram suspensos por linhas de
algoddo e fixados a transdutores de forga
acoplados a um sistema de aquisi¢do de dados
para 0 registro das tensbGes isométricas

(AQCAD 2.3.8., AVS Projetos, SP, Brasil).
Ap06s 30 minutos de estabilizacdo, a presenca de
endotélio funcional foi determinada pela
aplicacdo de acetilcolina (ACh) (10 puM) capaz
de induzir relaxamento superior a 70% em
segmentos adrticos previamente contraidos
com fenilefrina (FEN) (1 uM).

Apo6s a montagem dos segmentos de aorta,
estabilizacdo do sistema e demonstracdo de
presenca de endotélio funcional, deu-se segui-
mento a obtencdo de dados para montagem das
curvas de dose-resposta para concentracfes
cumulativas de FEN (102° M a 3x10° M) e
concentragdes cumulativas de ACh (10° M a
10° M) em segmentos previamente contraidos
com FEN (3x107 M), e concentragdes cumu-
lativas de ACh (10° M a 10° M) sob efeito de
indometacina (INDO) (3 pM) por 30 minutos
ou pirogalol (PIRO) (30 uM) por 10 minutos
em segmentos previamente contraidos com
FEN (3x107 M) seguindo o protocolo esque-
matizado na Figura 10.1.

Figura 10.1 Desenho experimental do protocolo de obtengéo das curvas cumulativas para FEN e ACh
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O efeito da contragdo mediada pela FEN em
cada uma das concentracdes foi calculado pela
diferenca (isto €, Atensio) e€ntre a tenséo basal e
a tensdo obtida ap6s a adicdo de FEN. J& os
resultados de relaxamento mediados pelas
concentragdes de ACh foram expressos em
percentual de relaxamento a partir da resposta
de contragdo maxima obtida pela FEN (3x107’
M) a fim de normalizar os dados obtidos.
Quanto aos valores de pD: (logaritmo negativo
da ECso) e Emax (efeito maximo), estes foram
calculados a partir da regressdo nao-linear dos
dados utilizados na montagem das curvas de
dose-resposta.

Andlise estatistica

Os valores foram representados como média
+ erro padrdo da média (EPM). A analise
estatistica foi realizada por meio de aplicacdo
de Teste t de Student ndo-pareado e de analise
de variancia ANOVA, One-way/Two-way,
seguida de pds-teste de Tukey para compara-
¢cBes multiplas ou teste de Bonferroni, quando
cabivel. Os valores foram considerados signifi-
cativamente diferentes quando p < 0,05. Para
andlise dos resultados foi utilizado o software
estatistico Graph Pad Prism versdo 8.0. (Graph
Pad Software, Inc., San Diego, CA, EUA).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A relevancia deste trabalho se baseia na
busca por novas alternativas terapéuticas para a
diabetes dentro das possibilidades de compos-
tos bioativos que podem ser encontradas em
nossa flora, visto que o uso de hipoglicemiantes
orais e injetaveis convencionais esta associado
a uma ampla gama de efeitos colaterais (AL-
KURY et al., 2021).

Assim, o R-(+)-Limoneno apresenta di-
versas atividades bioldgicas conhecidas e que
serviram de alicerce para a investigagdo do

efeito antioxidante tecidual em homogenato de
artéria aorta e da reatividade vascular. Dentro
desse contexto, historicamente, diversos mo-
delos animais tém sido utilizados para a
investigacdo das alteracfes patofisioldgicas do
DM, assim como para o desenvolvimento de
novas alternativas terapéuticas para a sindrome
(AL-AWAR et al., 2016). Dentre as alterna-
tivas disponiveis, o DM pode ser induzido
quimicamente utilizando-se a toxina estrepto-
zotocina (ETZ). Feito isso, nosso modelo expe-
rimental foi realizado através do tratamento por
4 semanas com 0 R-(+)-Limoneno em
diferentes doses, bem como solucdo salina
(controle negativo) e farmacos hipoglicemian-
tes (controles positivos), onde posteriormente
foram realizadas as analises pertinentes.

Efeitos do R-(+)-Limoneno sobre marca-
dores do estresse oxidativo

Pacientes diabéticos apresentam elevado
grau pro-oxidante e marcadores de dano
tecidual oxidativo, correlacionando assim en-
volvimento entre estresse oxidativo e diabetes
mellitus (DM). A producdo excessiva de es-
pécies reativas de oxigénio (EROs) pode com-
prometer a integridade e as funcdes fisiologicas
das células, contribuindo de forma direta para a
patogénese do DM (JAGANJAC et al., 2013).
Dito isso, a producdo de EROs aumenta ao
passo que as vias enzimaticas pro-oxidantes sao
ativadas devido a acometimentos patolégicos
inflamatdrios. Nesse caso, a enzima mielope-
roxidase e a via de formacgéo de nitrito podem
ser utilizadas para investigacdo do potencial
dano oxidativo, j& que sua sinaliza¢do culmina
na formagdo de EROs e consequente estresse
oxidativo (KOCH et al., 2021; RADI, 2018).
Além disso, € importante ressaltar que as EROs
podem ser removidas através de mecanismos
celulares de defesa, dentre elas, as enzimas
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superoxido dismutase e catalase (HUANG et
al., 2016). Logo, é de suma importancia a
avaliacdo de compostos que apresentem poten-
cialidade para reduzir a sinalizagdo excessiva
das vias pro-oxidantes e que consigam otimizar
a producdo celular de defesas antioxidantes.

Atividade da mieloperoxidase tecidual
(MPOL)

No homogenato do arco aortico foi
examinada a atividade da mieloperoxidase
(MPO), enzima derivada de leucécitos, com
aparecimento em processos inflamatérios e que
tem a capacidade de reduzir o peroxido de
hidrogénio (H202), uma espécie reativa de
oxigénio. Em situacfes em que ha exacerbagdo
da producdo de EROs, a atividade da MPO esta
aumentada, servindo assim como um marcador
para avaliacdo do estresse oxidativo presente no
animal (KOCH et al., 2021).

A pesquisa da atividade da mieloperoxidase
mostrou que o homogenato do arco adrtico do
grupo CD apresentou maior atividade em
relacdo ao CN, diferindo significativamente.
Além disso, os grupos tratados com R-(+)-
Limoneno apresentaram reducdo significativa
da atividade da MPO nos grupos LM25 e LM50
quando comparados ao grupo CD. Com relacdo
aos controles positivos, os grupos INS, MET e
GLIB apresentaram uma reducdo significativa
na atividade da MPO quando comparados ao
grupo CD (Figura 10.2).

Os animais diabéticos sem tratamento
apresentaram um aumento da atividade da MPO
tecidual, evidenciando que a producgéo de EROs
estd aumentada na DM (ASMAT et al., 2016).
A reducdo considerdvel da atividade da MPO
nos animais tratados com R-(+)-Limoneno nas
doses de 25 e 50 mg/kg pode ser explicada por
seu potencial efeito na diminuicdo na de
citocinas pré-inflamatdrias e na prevencdo do

estresse oxidativo provocado pela producéo de
EROs, corroborando os achados de Rehman et
al. (2014) e D’ Alessio et al. (2013).

Determinacéo de nitrito tecidual (NO:zt)

Assim como os niveis de MPO, a
concentragdo de nitrito encontrado no arco
adrtico seguiu 0 mesmo perfil de aumento nos
animais diabéticos sem tratamento com relagéo
aos animais normais, indicando maior producéo
de radicais livres e consequente espécies
reativas no DM.

Quando comparados ao CD (36,53 * 2,65),
todos os grupos analisados apresentaram redu-
¢do nos niveis de nitrito tecidual, no entanto,
apenas o grupo CN (26,56 £+ 2,45) mostrou
diferenca estatisticamente significativa (Figura
10.2). Apesar disso, Lorigooini et al. (2021)
observaram reducdo dos niveis de nitrito em
animais tratados com R-(+)-Limoneno nas
doses de 10 e 20 mg/kg em modelos de
neuroinflamac&o. Ademais, estudos conduzidos
por Alves-Silva et al. (2019) com bleo essencial
de Santolina impressa, rico em monoterpenos
em sua composicdo, dentre eles o R-(+)-
Limoneno (9,1%), levaram a uma diminuicéo
significativa na producdo de 6xido nitrico em
macrofagos, sugerindo, desta forma, seu
potencial antioxidante.

Atividade da superodxido dismutase teci-
dual (SODt)

Os mecanismos de defesa antioxidante
possuem papel importante na manutengdo das
espécies reativas, sendo as vias enzimaticas as
principais vias de regulacao para que ndo ocorra
amplo dano oxidativo. A diminui¢do nos niveis
dessas enzimas reflete em aumento das EROs,
danos as organelas celulares, aumento da
peroxidacdo lipidica e desenvolvimento de
resisténcia a insulina, tornando os tecidos
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suscetiveis ao estresse oxidativo e as
complicacdes diabéticas, em particular, no
desenvolvimento de complica¢bes vasculares
(ASMAT et al., 2016). Dentre os mecanismos
de defesa, ha a superoxido dismutase (SOD),
uma enzima encontrada no citoplasma ou nas
mitocondrias das células e que a funcdo
consiste em catalisar a conversdao de anions
superoxido em dioxigénio e peroxido de
hidrogénio.

Bacanli et al. (2017) demonstraram um
aumento nas atividades das enzimas SOD e
CAT em amostras de figado e rins de animais
diabéticos tratados com R-(+)-Limoneno na

dose de 50 mg/kg. Por sua vez, no presente
estudo, a andlise da atividade da SOD em
amostras de arco aortico no grupo CD
demonstrou uma reducéo significativa quando
comparada com todos os demais grupos, além
do grupo CN. Os demais grupos tratados com
R-(+)-Limoneno nas doses de 12,5, 25 e 50
mg/kg, assim como 0s com 0s controles
positivos INS, MET e GLIB, apresentaram um
discreto aumento na atividade da SOD, sendo
apenas estatisticamente significativo no grupo
INS quando comparado com o grupo CD
(Figura 10.2).

Figura 10.2 Efeito do R-(+)-Limoneno em ratos diabéticos sem tratamento ou tratados com R-(+)-Limoneno ou com
farmacos hipoglicemiantes padrdes sobre os niveis de nitrito e as atividades da MPO, SOD e catalase no arco aortico
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Atividade da catalase tecidual (CATt)

Assim como a SOD, a catalase (CAT)
também compde o sistema antioxidante enzi-
matico promovendo a conversdo de peroxido de
hidrogénio em &gua e oxigénio molecular,
substancias menos danosas as células

(RAHMAN, 2007; BARBOSA et al., 2010).
No presente estudo, a atividade enzimatica da
CAT tecidual se mostrou significativamente
diminuida no grupo CD quando comparada ao
grupo CN. Por sua vez, os grupos LM12,5,
LM25 e LM50 apresentaram aumento da

72




atividade da catalase juntamente com os
controles positivos INS, MET e GLIB. No
entanto, as respostas encontradas para nenhum
desses grupos mostraram diferenca estatistica-
mente significativa quando comparados ao
grupo CD (Figura 10.2).

Além dos achados de Bacanli et al. (2017)
acerca do aumento na atividade da CAT
tecidual em amostras de figado e rins de
animais tratados com R-(+)-Limoneno 50
mg/kg, Roberto et al. (2010) observaram um
aumento da atividade da catalase em linfécitos
murinos, bem como demais enzimas antio-
xidantes como glutationa peroxidase e su-
peroxido dismutase. Ainda no campo de estudo
dos efeitos do R-(+)-Limoneno sobre a
atividade da CAT, Wang et al. (2018)
avaliaram a eficacia terapéutica do R-(+)-Limo-
neno na leséo cerebral associada & isquemia em
ratos espontaneamente hipertensos, e observou
que o tratamento com 20 mg/kg aumentou
significativamente as atividades das defesas
antioxidantes SOD e CAT.

Efeitos do R-(+)-Limoneno sobre a
reatividade vascular induzida por fenilefrina
(FEN)

A fenilefrina é uma droga simpati-
comimetica sintética na qual tem agdo direta
sobre os receptores oz-adrenérgicos. Dentre
suas acOes, promove vasoconstricdo periférica
através da mobilizacdo de célcio intracelular e
extracelular, principalmente pela geracdo de
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e 1,2-diacilgli-
cerol (DAG), respectivamente, com consequen-
te ativagdo da proteina quinase C (PKC)
(MINNEMAN, 1988). No presente estudo, a
vasoconstricdo induzida por FEN foi medida
através da diferenca entre a tensdo basal e a
tensdo ap6s a adicdo de concentracOes
cumulativas de FEN em preparacdes de artéria

aorta dos diferentes grupos experimentais. A
vasoconstricdo obtida para grupo CD foi
significativamente atenuada em relagdo ao
grupo CN. Ou seja, as artérias aorta dos animais
diabéticos sem tratamento apresentaram uma
perda consideravel na responsividade a FEN.
A reducdo da contracdo induzida pela
fenilefrina (FEN) nos animais diabéticos sem
tratamento em relacdo aos animais normais
pode ser explicada pelas alteragbes morfo-
l6gicas e funcionais na vasculatura causadas
pelo diabetes, resultando em respostas anor-
mais aos mais diversos estimulos. Assim sendo,
a resposta diminuida a FEN pode ndo estar
relacionada a uma dessensibilizagdo mas a um
tonus vascular naturalmente tensionado nos
animais diabéticos, fazendo com que a resposta
seja branda (XIONG et al., 2020). No presente
estudo, os grupos tratados com R-(+)-Limo-
neno nas doses de 12,5 e 50 mg/kg nao
apresentaram diferenca estatistica comparadas
ao CD, ndo conseguindo reverter a resposta a
FEN em animais diabéticos, assim como 0s
grupos tratados com os controles positivos INS,
MET e GLIB. A comparacdo entre as tensoes
obtidas pelos grupos tratados R-(+)-Limoneno
em relacdo ao CD demonstrou diferenca
estatistica significativa apenas para o grupo
grupo LM25, sendo, porém, uma reducéo ainda
maior da resposta vasocontratil (Figura 10.3).
Tal reducdo na contratilidade vascular nos
grupos tratados com R-(+)-Limoneno pode
estar correlacionada a indugdo do aumento da
atividade da SOD no tecido aértico (Figura
10.2), indo de encontro com efeitos observados
em experimentos conduzidos por Rehman et al.
(2014), onde as artérias aortas de ratos diabé-
ticos incubadas com SOD 150 U/mL apresen-
taram redugdo significativa da contracdo
induzida por FEN. Ademais, Cardoso-Teixeira
et al. (2018) reportaram que concentragdes
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cumulativas de R-(+)-limoneno aumentaram
significativamente o tonus de repouso de anéis
adrticos de ratos. Neste contexto, concentragdes
cumulativas de FEN n&o teriam ampla acdo

sobre a contragdo vascular devido uma tenséo
basal aumentada previamente estabelecida pelo
R-(+)-limoneno.

Figura 10.3 Comparativo das curvas dose-resposta para a FEN nos grupos controle e tratados com R-(+)-Limoneno
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Nota: Média £ EPM (Erro Padrdo da Média) de 5-10 animais/grupo. Two-way ANOVA seguido de teste de Bonferroni.
As diferencas significativas sdo apresentadas como: (a) diferenca significativa com o grupo CN (p < 0,05); (b) diferenga

significativa com o grupo CD (p < 0,05).

Efeitos do R-(+)-Limoneno sobre o va-
sorrelaxamento induzido por acetilcolina
(ACh) em preparacgdes pré-contraidas com
fenilefrina (FEN)

A acetilcolina é um farmaco que se liga a
receptores muscarinicos acoplados a proteina G
(mAChRs) na membrana da célula endotelial,
que medeiam uma elevacéo transitoria do calcio
livre intracelular. Esse aumento intracelular de
calcio é responsavel por desencadear varias
respostas celulares, incluindo a sintese de 6xido
nitrico que causa um pronunciado efeito
vasorrelaxante. O NO difunde-se atraves das
endotélio arterial para a camada media da
parede arterial, atuando nas células do musculo
liso. No entanto, em situagOes patoldgicas que
levam a uma disfuncéo endotelial significativa,
a liberagdo de NO € reduzida ou abolida,

diminuindo a resposta vasodilatadora (ED-
WARDS et al., 2020).

Curvas normais

Na comparacdo entre as curvas dose-
resposta dos grupos CD e CN, néo foi obser-
vada diferenca estatisticamente significativa.
No entanto, é possivel observar que ambas as
curvas dose-resposta se comportam de maneira
ligeiramente diferentes entre si, apresentando
nas concentracdes inferiores de ACh um maior
percentual de vasorrelaxamento no grupo CD.
Este efeito se se inverte na medida em que séo
aumentadas as concentra¢des de ACh, onde o
grupo CD passa a apresentar um menor
percentual de vasorrelaxamento em relacdo ao
grupo CN. A auséncia de diferenca significativa
entre as curvas dose-resposta das preparagdes
de anéis de artéria aorta dos animais diabéticos
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e dos animais normais corroboram os resultados
encontrados por Labazi et al. (2018), cuja
vasodilatacdo induzida por ACh (dependente de
endotélio) em preparagcdes de animais diabé-
ticos teve leve reducdo em comparagdo aos
animais normais, porém, sem diferenca estatis-

tica significativa. Por sua vez, as curvas dose-
resposta dos grupos INS e MET diferiram
significativamente do grupo CD, enquanto o
grupo GLIB ndo apresentou diferenca (Figura
10.4).

Figura 10.4 Comparativos das curvas dose-resposta para ACh nos grupos controle e tratados com R-(+)-Limoneno
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Nota: Média £ EPM (Erro Padrdo da Média) de 5-10 animais/grupo. Two-way ANOVA seguido de teste de Bonferroni.
As diferencas significativas sdo apresentadas como: (a) diferenca significativa com o grupo CN (p < 0,05); (b) diferenga

significativa com o grupo CD (p < 0,05).

A insulina apresenta efeito hipotensor
dependente de endotélio, no entanto, em
condi¢cbes patoldgicas que proporcionam
disfuncéo endotelial, como é o caso do diabetes,
foi mostrado experimentalmente que esse efeito
hipotensor é atenuado (SUBRAMANIAM et
al., 2009). Isto posto, nosso modelo experi-
mental pdde certificar a relacdo da insulina e de
um endotélio integro para uma resposta
vasorrelaxante total, ja que no diabetes o
endoteélio sofre agressdes oxidativas que levam
a uma diminuigdo do endotélio funcional. J& a
melhora na vasodilatacdo dos animais tratados
com metformina pode ser explicada pela sua
associacdo ja descrita na literatura, sobre
cardioprotecdo, vasorrelaxamento e normali-

zacdo da funcdo endotelial. Estudos prévios
sugerem uma acdo direta na diminuicdo da
atividade do nervo simpatico renal assim como
na pressdo arterial em ratos espontaneamente
hipertensos (GUTIERREZ-LARA et al., 2017;
LEE & PEULER, 1998).

Os animais diabéticos tratados com R-(+)-
Limoneno na dose de 12,5 mg/kg apresentaram
reducdo do efeito maximo (Emax) e um
deslocamento da curva dose-resposta para a
direita, expondo que a sua poténcia farmaco-
I0gica estd diminuida e que maiores concentra-
cOes de ACh sdo necessarias para atingir o
ECso, indicando uma resposta significativa-
mente reduzida ao vasorrelaxamento induzido
pela ACh em comparacdo com o grupo de
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animais diabéticos sem tratamento (CD). Em
contraste, os animais tratados com as doses de
25 e 50 mg/kg apresentaram Emax ligeiramente
mais acentuado (87,65 = 7,59 e 85,18 + 6,67,
respectivamente) que os animais diabéticos sem
tratamento (80,38 = 9,64), apesar de né&o
diferirem  significativamente. Quanto &
comparacgédo das curvas dose-resposta, a curva
dos animais tratados com a dose de 25 mg/kg
apresentou maior percentual de vasorrelaxa-
mento nas concentragdes iniciais de ACh,
expondo melhor resposta e tendo uma diferenga
significativa quando comparado ao controle
diabético (Figura 10.4). Essa resposta observa-
da para a menor dose de R-(+)-Limoneno é
semelhante aos achados in vitro de Cardoso-
Teixeira et al. (2018), cujas preparacdes pré-
contraidas com FEN apresentaram um pico de
contracdo quando adicionadas doses cumulati-
vas mais baixas de limoneno. Em contraste, ao
passo que foram aumentadas as doses de
limoneno, houve um aumento pronunciado de
vasodilatacdo, explicando a melhor resposta
vascular frente a ACh dos animais tratados com
concentragdes de 25 e 50 mg/kg de limoneno.

Curvas com adicdo de indometacina

As artérias também foram incubadas com
indometacina previamente & adicdo de ACh, um
inibidor da ciclo-oxigenase (COX). Essa adicdo
de indometacina ao experimento acontece
devido as possiveis alteragdes causadas pelas
prostaglandinas vasoativas liberadas pelo
endotélio (PGs) que afetariam a resposta. Além
disso, estudos indicam uma maior producédo de
prostaglandinas pelas ratas em determinadas
fases do ciclo estral, sendo observada uma agéo
moduladora dos hormonios sexuais nesses
animais sobre a sintese de prostaglandinas
(MOTTA et al., 1994; MARTINEZ et al.,
2006). Para tanto, a adigdo de indometacina

pretende deixar o modelo livre de interferéncias
e avaliar o efeito direto das substancias testes
sobre o endotélio.

Assim, foram comparadas as curvas dose-
resposta normais, ou seja, sem adicdo de
indometacina, e as curvas dose-resposta com a
incubagdo prévia com indometacina. Com isso
foi possivel observar uma reducdo significativa
na resposta vasorrelaxante no grupo CN com
adicdo de indometacina frente a resposta do
grupo CN normal. Ja o grupo CD néo
apresentou diferenca estatistica significativa
entre as curvas dose-resposta (Figura 10.5). Foi
previamente demonstrada uma relagcdo das
prostaglandinas e a vasodilatagdo dependente
de endotélio, comprovada pela reducdo no
fluxo sanguineo da pele de 11 voluntérios
saudaveis apds a administracdo de um inibidor
inespecifico da COX, o cetorolaco, previa-
mente a administracdo de ACh em relagdo ao
fluxo sanguineo desses voluntarios quando
administrado somente ACh (KELLOGG et al.,
2005). Ademais, tem sido reportada uma
variacdo entre a producdo de prostaglandinas
vasoativas e 0 tempo de inducdo do diabetes
com STZ (PEREDO et al., 2006), onde uma
superprodugdo de PGIl. pode ter um papel
compensatorio na aorta diabética em estagio
iniciais (CSANY!I et al., 2007). Portanto, pode
se levantar a hipo6tese de que a indometacina
utilizada para inibir as possiveis interferéncias
das prostaglandinas vasoativas no endotélio ndo
foi suficiente devido a um aumento rebote na
producdo de PGl que ndo pbde ser inibida na
concentracao utilizada.

Nas curvas dos grupos tratados com R-(+)-
Limoneno e pré-incubadas com indometacina,
foram obtidas as seguintes respostas: 0s grupos
LM25 e LM50 ndo apresentaram diferenca
estatistica significativa em comparagdo as
curvas normais, enquanto o grupo LM12,5
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apresentou vasodilatacdo superior frente a
curva normal com diferencga significativa entre
elas (Figura 10.5). Esses achados podem ser
explicados por uma acdo direta da indometacina
em produzir radicais O2" que reagem dire-
tamente com o NO, formando ONOO" (inte-
racdo entre EROs e NO), causando consequente
vasodilatacdo. Angelis et al. (2004) relatam que
0 pré-tratamento com SOD possibilita a
aboligdo do aumento da vasodilatagdo induzida
pela ACh na presenca de indometacina. Essa

observacdo pode ser correlacionada aos
achados experimentais deste trabalho, ja que os
grupos LM25 e LM50 apresentaram maior
atividade de SOD no tecido aértico (Figura
10.2). Por sua vez, o grupo LM12,5 apresentou
menor atividade de SOD no tecido adrtico em
relacdo aos outros grupos LM. A presenca de
indometacina ndo conseguiu abolir o efeito
vasodilatador induzido por ACh. Esta evidéncia
pode ainda corroborar o fato do grupo CD ter
apresentado maior resposta vasodilatadora.

Figura 10.5 Comparag&o entre as curvas normais e as curvas com indometacina para os grupos controle e de tratamento

com R-(+)-Limoneno
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indometacina para um mesmo grupo (p < 0,05).

Logo, foi demonstrado que a manutengédo
das curvas de dose-resposta para a ACh
incubadas com indometacina pode descender
de dois mecanismos distintos e concomitantes:
1) exacerbacdo da producgdo de prostaciclina
como efeito rebote para uma compensacdo dos
efeitos agressores endoteliais causados pela
progressdo da diabetes; e 2) demonstracdo da
correlagdo entre a deterioragdo das defesas
antioxidantes da vasculatura analisada e,

consequentemente,  maior de

superdxidos vasoativos.

producéo

Curvas com adicéo de pirogalol

A curva dose-resposta para ACh do grupo
CD apresentou-se estatisticamente diferente em
comparagdo ao grupo CN, mostrando que a
disfuncdo endotelial induzida pelo pirogalol foi
ainda mais acentuada nos animais diabéticos
sem tratamento, possivelmente por conta da

77




deplecdo das defesas antioxidantes nesses
animais. Os grupos tratados com MET e GLIB
também ndo foram capazes de reverter o dano
oxidativo induzido pelo pirogalol e se manti-
veram préximos da resposta do CD. Ja o grupo

padrdo INS apresentou uma reducdo significa-
tiva da atividade vasorrelaxante induzida por
ACh até mesmo quando comparado ao grupo
controle diabético (Figura 10.6).

Figura 10.6 Curvas dose-resposta para ACh frente ao efeito de pirogalol nos grupos controle e tratados com R-(+)-
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Nota: Média £ EPM (Erro Padrdo da Média) de 5-10 animais/grupo. Two-way ANOVA seguido de teste de Bonferroni.
As diferencas significativas sdo apresentadas como: (a) diferenca significativa com o grupo CN (p < 0,05); (b) diferencga

significativa com o grupo CD (p < 0,05).

Uma melhora na resposta vasorrelaxante
apo6s a incubacdo com pirogalol nos grupos
LM12,5, LM25 e LM50 p6de ser observada em
praticamente todas as concentragdes de ACh
em comparacdo aos animais diabéticos sem
tratamento. Além disso, foi possivel observar
que 0s grupos tratados com R-(+)-Limoneno
nas doses de 25 e 50 mg/kg apresentaram uma
resposta vasorrelaxante mais proxima da
apresentada pelo grupo CN. Contudo, apenas o
LM50 néo apresentou diferenca significativa ao
grupo CN, evidenciando curvas dose-resposta
semelhantes. Esses achados podem ser pos-
sivelmente relacionados ao poder antioxidante
do R-(+)-Limoneno em reverter agressdes
induzidas por estresse oxidativo, como ja
demonstrado neste trabalho (Figura 10.6).

A incubagédo de segmentos de aorta com o
pirogalol, um gerador de superoxido, causa
disfuncdo endotelial por meio da inativacdo do
6xido nitrico e consequente diminuicdo da
resposta vasodilatadora do ACh (HANSPAL et
al., 2002). Devido a esse mecanismo, uma
perda de eficacia da ACh é observada, sendo
ainda mais proeminentes em animais diabéticos
devido a uma instaurada reatividade vascular
anormal, além da deplecdo das defesas
antioxidantes nesses animais. Por sua vez, 0s
grupos tratados com R-(+)-Limoneno nas doses
de 25 e 50 mg/kg conseguem melhorar o
vasorrelaxamento com adi¢é@o de pirogalol em
relacdo ao CD. Isso pode ser explicado pela
diminuicdo da formacdo de agente pro-
oxidantes e pela melhora das defesas
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antioxidantes nos animais desses grupos como
discutido anteriormente (Figura 10.2).

CONCLUSAO

O tratamento com R-(+)-Limoneno em
diferentes doses ndo apresentou diferenca
significativa nas atividades enziméticas de
SOD e CAT aorticos em ratos diabéticos,
mesmo com um discreto aumento em suas
atividades. Por sua vez, observou-se uma
reducdo significativa na atividade de MPO
adrtica e nos niveis de nitrito em relacdo ao
grupo controle diabético. Esses resultados
possivelmente estdo relacionados a uma
diminuigdo do estresse oxidativo e melhora da

reatividade vascular no diabetes. Em estudos
funcionais em artéria aorta de ratos diabéticos,
0 tratamento com R-(+)-Limoneno nao
apresentou melhora na vasoconstri¢do induzida
pela fenilefrina. Quanto a vasodilatagdo depen-
dente de endotélio induzida por acetilcolina na
presenca e auséncia de indometacina e
pirogalol, as discretas alteragbes na respon-
sividade vascular observadas parecem estar
possivelmente relacionadas com uma atenua-
cao do estresse oxidativo. Portanto, é relevante
que haja mais estudos com doses maiores de R-
(+)-Limoneno para observar possiveis maiores
impactos na melhora da responsividade
vascular no diabetes.
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