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BATISTA, Atila dos Santos. Efeito vascular e central do carvacrol na hipotensdo e na
inibicdo do apetite por sddio em ratos. 105 f. il. Tese (Doutorado em Patologia Humana).
Universidade Federal da Bahia. Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto de Pesquisa Gongalo
Moniz, Salvador, 2017.

RESUMO

INTRODUGAO: A hipertens&o arterial tem sido considerada como sendo a principal causa
da reducdo da qualidade e expectativa de vida dos individuos por ser importante fator de
risco para doencas que envolvem a aterosclerose e a trombose com consequente
acometimento cardiaco, cerebral, renal e vascular. Estudos tém demonstrado a agcao dos
monoterpenos em diferentes atividades farmacolégicas, entre elas sobre o sistema
cardiovascular. Foi observado que o carvacrol, um monoterpeno caracteristico da familia
Labiateae, apresenta agao hipotensora em ratos Wistar anestesiados tratados previamente
com L-NAME e em ratos nado anestesiados. OBJETIVOS: a) avaliar a agao periférica do
carvacrol na pressao arterial e na frequéncia cardiaca em animais com hipertensdo arterial
vascular; b) avaliar a agado periférica do carvacrol na pressado arterial e na frequéncia
cardiaca em ratos com hipertensao renovascular; c) avaliar a agao periférica do carvacrol
sobre a presséao arterial e a frequéncia cardiaca em ratos espontaneamente hipertensos; d)
avaliar a agado central do carvacrol sobre a pressdo arterial e a frequéncia cardiaca em
animais espontaneamente hipertensos; e) avaliar a agao central do carvacrol no apetite por
s6dio em animais espontaneamente hipertensos. MATERIAL E METODOS: Foram
utilizados ratos Wistar (200-250g) e ratos com hipertensao esponténea (13-16 semanas).
Para inducdo da hipertensdo arterial vascular os ratos Wistar foram submetidos a
administracdo orogastrica de L-NAME por 7 dias seguido de implante de cateter na aorta e
na femoral. A hipertensdo renovascular foi induzida pela insergdo de um clipe de prata com
abertura de 20mm, apds 21 dias esses animais bem como os animais espontaneamente
hipertensos foram canulados na aorta e na femoral. A analise central foi realizada mediante
implante de um cateter no ventriculo lateral nos animais espontaneamente hipertensos
esses animais foram divididos em dois grupos: um grupo para verificagao da agao central do
carvacrol sobre as respostas cardiovasculares e outro grupo para verificacdo do papel do
carvacrol quando sodio-depletados. RESULTADOS: Os dados do presente trabalho
mostram que o carvacrol mostra efeito hipotensor e bradicardico, quando injetado de forma
endovenosa, nos modelos de hipertensao arterial vascular, hipertensado renovascular e nos
animais espontaneamente hipertensos com acao significante principalmente sobre os
valores da pressao diastélica com queda em torno de 80mmHg e bradicardia em torno de
200bpm. Centralmente o carvacrol causou hipotensdo, sem significancia estatistica sobre os
valores da frequéncia cardiaca, além de inibir o apetite por sbédio em animais
espontaneamente hipertensos. CONCLUSAO: Nossos dados mostram que o carvacrol
apresenta efeito hipotensor e bradicardico em trés diferentes modelos experimentais de
hipertensdo além de inibir o comportamento de sodio em animais espontaneamente
hipertensos.

Palavras-chave: Carvacrol, Hipertensao, Equilibrio Hidroeletrolitico.



BATISTA. Atila dos Santos. Vascular effect of carvacrol in central and lower blood pressure
and sodium appetite inhibition in rat. 105 f. il. Thesis (Doctorate in Human Pathology).
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Hypertension has been regarded as the primary cause of the reduction of
the quality and life expectancy of individuals for being important factor ate risk for diseases
that involve the atherosclerosis and thrombosis with consequent cardiac involvement,
cerebral, renal and vascular. Studies have demonstrated the action of monoterpenes in
different pharmacological activities, among them on the cardiovascular system. It was
observed that the carvacrol, a characteristic of the monoterpene Labiateae family, presents
hypotensive action in anesthetized Wistar rats pretreated with L-NAME and not anesthetized
rats. AIM: a) evaluate the peripheral action of carvacrol on blood pressure and heart rate in
animals with vascular arterial hypertension; b) evaluate the peripheral action of carvacrol on
blood pressure and heart rate in rats with renovascular hypertension; c) evaluate the
peripheral action of carvacrol on blood pressure and heart rate in animals spontaneously
hypertensive; d) evaluate the central action of carvacrol on blood pressure and heart rate in
animals spontaneously hypertensive; e) evaluate the action of carvacrol in central appetite
for sodium in spontaneosuly hypertensive. MATERIALS AND METHODS: Were used
Wistar rats (200-250g) and rats with spontaneously hypertensive (13-16 weeks). For
induction of vascular hypertension the Wistar rats were submitted to oral administration L-
NAME for 7 days followed by implantation of aortic and femoral catheter. Hypertension
renovascular was induced by inserting a silver clip with opening of 20 mm, after 21 days
these animals as well as the spontaneously hypertensive were cannulated in the aorta and
femoral. The central analysis was performed by implantation of a catheter in the lateral
ventricle in spontaneously hypertensive animals. These animals were divided into two
groups: A group to verify the central action of carvacrol on cardiovascular responses and
another group to verify the role of carvacrol when sodium-depleted. RESULTS:
The data of the present study show that carvacrol shows a hypotensive and bradycardic
effect, when injected intravenously, in the models of vascular arterial hypertension,
renovascular hypertension and spontaneously hypertensive animals with significant action
mainly on the values of diastolic pressure with drop around 80mmHg and bradycardia around
200bpm. Centrally, carvacrol caused hypotension, with no statistical significance on heart
rate values, and inhibited sodium appetite in spontaneously hypertensive
animals.CONCLUSIONS: Our data show that carvacrol has a hypotensive and bradycardic
effect in three different experimental models of hypertension besides inhibiting the sodium
behavior in spontaneously hypertensive animals.

Key-words: Carvacrol, Hypertension, Fluid and electrolyte balance
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1 INTRODUGCAO

As plantas produzem uma diversidade de compostos organicos que nao estao
diretamente associados ao seu desenvolvimento e ou crescimento essas
substéncias sdo descritas como metabdlitos secundarios compreendendo moléculas
com baixo peso molecular que apesar de n&o estarem envolvidas no
desenvolvimento da planta sdao de fundamental importancia no processo de
adaptacao ambiental, tendo em vista os inUmeros papéis que estas substancias
apresentam, tais como: favorecimento da polinizacdo, dispersdo das sementes,
interagdo mutualistica entre plantas e determinadas espécies bacterianas e fungicas
até mesmo defesa contra predadores. Sdo quimicamente divididos em terpenos,
compostos fendlicos e compostos contendo atomos de nitrogénio (CROTEAU;
KUTCHAN; LEWIS, 2000; NASCIMENTO; FETT-NETO, 2010).

Em torno de 9000 espécies de plantas tém sido identificadas e associadas a
propriedades terapéuticas, além disso, mais de 1500 espécies sdo conhecidas com
base no aroma e sabor dos seus metabdlitos secundarios. Dentre os metabdlitos os
produtos a base de 6leos essenciais apresentam maior importancia para a industria
de cosmeéticos, alimentos, perfume e farmacéutica. Esses 6leos s&o caracterizados
quimicamente em diferentes familias quimicas que incluem terpenos, aldeidos,
alcodis, ésteres, fenadis, éteres e cetonas (SWAMY; AKHTAR; SINNIAH, 2016).

Entre os diversos componentes dos 6leos essenciais estd 0 monoterpeno
carvacrol, presente no orégano (Origanum vulgares, O. dictamnus e O. majorana) e
tomilho (Thymus vulgaris, T. capitatus e T. serpyllum). O carvacrol apresenta um
espectro de acgdes bidlogicas entre elas: efeito antimicrobiano, efeito
imunomodulatério, efeito hepatoprotetor, efeito antinflamatério, efeito antitumoral,
atividade antiplaquetaria, entre outras (BASER, 2008). Aydin e colaboradores (2007)
mostraram que além desses efeitos o carvacrol também apresenta efeito anti-
hipertensivo em ratos normotensos anestesiados, contudo Dantas et al., (2015)
mostraram que o carvacrol também apresenta efeito hipotensor em ratos néao
anestesiados com relaxamento da musculatura lisa dos anéis da arteria mesentérica

e inibigado da contratilidade cardiaca nesses animais.
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A hipertensdo tem sido caracterizada como uma das principais causas de
morte na populagdo adulta de forma mundial (METCHI et al., 2013). Este
preocupante dado epidemiolégico instituiu o dia 17 de maio como o dia mundial de
controle da hipertensao por parte da Sociedade Internacional de Hipertenséo (ISH).
O interesse pelo estudo da participagado do carvacrol na modulagéo da fisiopatologia
da hipertenséo esta juntamente associado a prevaléncia desta patologia no mundo
com énfase no desenvolvimento de novos farmacos que melhorem a sobrevida do

paciente com menores efeitos adversos.



20

2 REVISAO DE LITERATURA

Aspectos epidemioldgicos e caracterizagao da Hipertensao

O Observatério Global de Doencas relaciona a hipertensao arterial como
sendo a causa de morte de 7.5 milhdes de pessoas ao redor do mundo (PARK;
KARIO; WANG, 2015). A hipertensdo tem sido caracterizada como doenga de
natureza publica e global sendo uma das maiores causas de morbidade e
mortalidade (PARK; KARIO; WANG, 2015). Segundo Nobre et al., (2013) no Brasil a
prevaléncia de doengas relacionadas a hipertensdao, ainda é pouco conhecida,
entretanto, os estudos isolados trazem a estimativa de que em torno de 30% da
populacdo adulta brasileira apresenta hipertensao (NOBRE et al., 2013; CIPULLO,
et al., 2010). Segundo a Secretaria de Saude do Estado da Bahia em torno de 35%
da populacdo baiana com idade em torno de 40 anos apresentam hipertenséo,
porcentagem correspondente a 1,3 milhdo de hipertensoS. Desta forma torna-se
fundamental o melhor entendimento da fisiopatologia da hipertensdo com vistas ao
aperfeicoamento no diagndstico e na terapia que possam resultar em melhoria na

qualidade de vida e na sobrevida dos pacientes hipertensos.

Os principios da hidrodinamica, mesmo o sistema circulatério ndo sendo um
conjunto de condutos rigidos e nem o sangue se comportar como um fluido
homogeneo e de fluxo laminar, servem para nortear os conhecimentos sobre a
pressao arterial, sendo esta descrita como a forga exercida pelo sangue sobre a
unidade de area da parede vascular (LOLIO, 1990). Dois fatores sdo primordiais na
determinacdo da pressao arterial: a resisténcia vascular periférica total, relacionada
com a resisténcia ao fluxo sanguineo principalmente nas arteriolas, e o débito

cardiaco que esta associado ao volume de sangue ejetado por minuto.

Os estudos sobre a fisiologia da hipertensao tiveram inicio com a medicina
Chinesa e Indiana, com a avaliacdo da “qualidade de vida” do individuo que incluia a
verificagdo do pulso do paciente, como forma de avaliar a atividade cardiaca.
Contudo, o conceito descrito hoje na literatura sobre hipertensdao sé teve
repercussdo apos os trabalhos de Akbar Mahomed no final do século 19 com a
descricdo da sindrome hipertensiva (RAMOS, 1998; SAKLAYEN; DESHPANDE,
2016).
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O desenvolvimento de técnicas mais precisas para afericdo da pressao sanguinea
favoreceu a descricdo mais detalhada da hipertensdo. Stephen Hales foi o primeiro
pesquisador a aferir de forma direta a pressao arterial ocorrendo inicialmente em
cavalos em 1733. Somente no século seguinte, em 1881, Riva-Rocci, desenvolveu o
primeiro esfigmomanémetro. Entretanto, a pratica de medigdo so iniciou em 1906
apds Korotkoff descrever os sons associados a pulsacio valvar, os quais ocorriam
mediante esvaziamento do mandémetro (LOLIO, 1990). O avango do campo cientifico
no entendimento e habilidade na mensuracdo da pressdao sanguinea permitiu
compreender como estimulos fisicos e emocionais, bem como os periodos de sono
levavam a redugdo dos valores da pressao arterial (KOTCHEN, 2011; RAMOS,
1998).

As Diretrizes Brasileiras de Hipertensao VI definem a hipertensédo arterial
como doenga de natureza multifatorial, como mostra a figura 1, com niveis elevados
e sustentados de pressao arterial. De acordo com estas Diretrizes individuos com
valores de pressao arterial (PA) igual ou superior a 140 mmHg de presséo sistdlica e
90 mmHg de pressédo diastdlica sdo considerados como hipertensos primarios
(NOBRE et al., 2013).

Os principais fatores associados ao desenvolvimento da hipertensao sao:
fatores genéticos, alteragdo do deébito cardiaco, ingestdo excessiva de sodio,
sensibilidade ao sédio, alteracao renal, estimulacido excessiva do sistema simpatico,
estresse, disfuncdo dos barorreceptores, aumento da resisténcia vascular periférica
total, disfungao endotelial, obesidade, resisténcia a insulina como mostrado na figura
1 (VIKRANT; TIWARI, 2001).

Segundo Montezano et al, (2015) os mecanismos fisiopatologicos que
contribuem para o aumento da pressao arterial sdo complexos e envolvem diversos
sistemas. A descricdo da hipertensao arterial como condig&o patoldgica foi cunhado
inicialmente por Frederick Akbar Mahomed (1849-1884), o qual, através de relatérios
mostrou que a elevagdo da pressao arterial (PA) pode ocorrer em individuos
aparentemente sadios, afetando érgéos importantes, tais como coragdo, rins e
cérebro. Entretanto, a descricdo da hipertensdo essencial s6 ocorreu em 1911 por
Eberhard Frank (SAKLAYEN; DESHPANDE, 2016). A hipertensdo como doenga
pode ser classificada em: hipertensao primaria ou essencial, a qual apresenta uma

etiologia incerta, ou seja, as causas secundarias tais como, doengas renovasculares,
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hiperaldosteronismo, coactar¢cao da aorta, pré-eclampsia, entre outros fatores nao
estdo presentes em seu desenvolvimento; e hipertensdo secundaria gerada em
consequéncia das condicdes ora explicitadas assim como também, a estenose
renal arterial, a diabetes e a insuficiéncia renal (CARRETERO, OPARIL,
2000;METCHI et al.,2013).

Cardiaco Renal

Genético e
h\ Gastrointestinal

5

cardiaco = .

Ambiente Ativacdo simpatica Reterjggo de Endocrlno/

Sindrome de Lidlle l sodio /ﬂ/‘(m

SRS e ¥ Obesidade . |
y Insulina e

~— Estresse /%':‘ SR TN
// Célula muscular lisa Q% aldosterona

Sexo // NO
// Arteriola \\ Idade

Figura 1: Fatores associados a Hipertensao

Fonte: OPARIL; ZAMAN; CALHOUN, 2003
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A fisiopatologia da hipertensdo arterial esta associada as alteragées dos
mecanismos de regulagdo da pressao arterial que ocorrem de forma integrada entre
os sistemas cardiovascular, renal, neural e enddcrino (SANJULIANI, 2002). Os
horménios envolvidos na regulagdo da pressao arterial incluem o peptideo
natriurético atrial que produz natriurese, diurese e diminuicdo da presséo arterial.
Sua liberacdo ocorre como resultado da estimulagcdo dos receptores atriais. Seus
receptores estdo presentes nos cardiomidcitos, no cérebro, vasos sanguineos e nos
rins (DPHIL; SEAR, 2004; YAMAGUCHI; FLYNN, 2009). Além disso, a glandula
adrenal produz mineralcorticoides e glicocorticoides que atuam na retengéo de sodio
e agua com consequente aumento da pressao sanguinea, nas papilas renais ocorre
a secregao de medulipina do tipo 1 que no figado é transformada em medulipina do
tipo 2 com importante efeito hipotensor possivelmente via inibicdo do drive
simpatico. Outro importante hormdnio que atua na regulagdo da presséo arterial € o
oxido nitrico, sintetizado pelas células endoteliais, com importante agao
vasodilatadora. Devendo-se também o destaque ao sistema das cininas as quais
tém papel importante na regulagao do fluxo sanguineo renal e na excregao de sodio
e agua (DPHIL; SEAR, 2004)

O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) atua como importante
fator na regulagdo da pressdo arterial em longo prazo tendo sua estimulagéo
favorecida em situacdes de hipovolemia e hiponatremia que levam a estimulagao
das células justaglorelulares com liberagédo da renina. A renina produzida favorece a
clivagem do angiotensinogénio em um decapeptideo denominado angiotensina |
esta por sua vez é clivada pela agdo da enzima conversora de angiotensina (ECA),
sendo convertida em angiotensina Il (ANG Il). A angiotensina Il apresenta importante
efeito vasoconstritor, além de favorecer a liberacdo de aldosterona da zona
glomerulosa da glandula adrenal. A aldosterona tem como efeitos principais a
retencdo de sédio e agua. A angiotensina |l também é responsavel pela estimulagao
central da sede e do apetite por sédio. Por este motivo um dos tratamentos da
hipertensao inclui o uso de inibidores da ECA e antagonistas da angiotensina Il
(YAMAGUCHI; FLYNN, 2009).

A vassopressina ou horménio antidiurético liberado pela hipdfise posterior é
um potente agente vasoconstritor e essencial na manutengédo do fluido corporal e

osmolaridade envolvido na regulagdo da excregao renal de agua. As duas maiores
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acgdes bioldgicas da vassopressina envolvem a antidiurese e vasoconstrigdo. A agéo
antidiurética ocorre via receptor V2, com ativagcdo da adenil ciclase, presente nos
rins, enquanto que sua acao vasoconstritora ocorre via receptores V1, com ativacao
da fosfolipase C e consequente constricido da arteriola renal (RASCHER, 1985;
SHARE; CROFTON, 1982; KRAKOFF; ELIJOVICH; BARRY, 1985; LIARD, 1984;
WROBEL; RAGGENBASS, 2011). No cérebro o ADH exerce seus efeitos via
receptores V1 tendo papel importante no controle cardiovascular, regulacédo da
temperatura, comportamento sexual e modulagdo da ingestdo de agua
(RAGGENBASS, 2008).

O controle neurogénico da presséo arterial envolve o Nucleo do Trato Solitario
(NTS), parte rostral do bulbo ventral, bem como a ponte e o mesencéfalo.
Basicamente este controle ocorre por um arco reflexo negativo, onde o aumento da
pressédo sanguinea leva ao estiramento dos barorreceptores presentes na parede do
arco aortico e seio carotideo e o aumento dos disparos de potenciais de acdo que
ativam o NTS e este por sua vez inibe o sistema simpatico e estimula o sistema

parassimpatico controlando a fungéo cardiaca e a vascular (FOEX; SEAR, 2004).

Como descrito acima a pressao arterial € determinada em fungédo do débito
cardiaco e da resisténcia periférica vascular total. Segundo Sanjuliani (2012)
individuos com hipertensdo essencial apresentam uma caracteristica prevalente que
€: 0 aumento do débito cardiaco e da resisténcia periférica total, principalmente em
individuos idosos portadores de aterosclerose. A resisténcia periférica ndo é
determinada pelos vasos de grande calibre ou pelos capilares, mas sim pelas
arteriolas. A contragdo da musculatura lisa que envolve o aumento do calcio
intracelular, que favorece mudancas na estrutura da parede dos vasos arteriolares,
sendo associado a agao da angiotensina, levando a um aumento da resisténcia
periférica vascular total (BEEVERS; LIP; O'BRIEN, 2001). Os individuos hipertensos
podem apresentar aumento do tbnus simpatico vascular via ativacdo de receptores
adrenérgicos ou por aumento da liberacdo de fatores vasoconstrictores tais como a
endotelina e angiotensina que também favorecem a remodelagem vascular (FOEX;
SEAR, 2004). Sanjuliani (2012) ressalta que na hipertens&o essencial os elevados
niveis de endotelina ocorrem em co-associagdo com lesdes aterosclerdticas em

orgaos-alvo.
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Em seu artigo de revisdo Oparil, Zaman e Calhoun (2003) apontam que o
aumento da atividade do sistema nervoso simpatico favorece tanto o
desenvolvimento, quanto a manutencao da hipertensao ao favorecer o aumento da
frequéncia cardiaca e tdbnus vascular que resultam em aumento do débito cardiaco,
da resisténcia periférica vascular total e da retencdo liquida. Em humanos esta
associacido tem sido demonstrada através da utilizacdo do método de diluicdo de
isotopos, mais precisamente a quantificacdo da noradrenalina, por ser o principal
neurotransmissor do sistema nervoso simpatico, uma vez que o0s niveis de
noradrenalina em pacientes hipertensos apresentam-se aumentados em o&rgéos
como o coragao, rins (HERING; TRZEBSKI; NARKIEWICZ, 2017). Essas alteragdes
no sistema nervoso simpatico sdo complexas e segundo os autores a adaptacao dos
barorreceptores, que estdo presentes no sino carotideo e seio aodrtico, aos altos
valores de pressao arterial em pacientes hipertensos tem sido caracterizada como
importante condicionante da manutencédo da hipertensio, principalmente porque a
literatura tem demonstrado que pacientes com hipertensdo ou com historico familiar
de hipertensao apresenta uma reducgao da resposta dos barorreceptores (PARMER,
et al., 1992; OPARIL; ZAMAN; CALHOUN, 2003). Ha de se destacar também o
importante papel dos rins na regulagédo da excregdo de Na’ e agua favorecendo o
controle em longo prazo da pressao arterial via natriurese de pressdo (VIKRANT;
TIWARI, 2001).

Apesar de a literatura ainda nao ter demonstrado qual gene esta associado a
génese do processo hipertensivo ha diversas evidéncias que corroboram para a
influéncia genética na variagdo dos valores da pressdo sanguinea, principalmente,
os trabalhos que envolvem gémeos monozigoticos (VIKRANT; TIWARI, 2001;
YAMAGUCHI; FLYNN, 2009). Kumarasamy et al., (2015) mostraram que o Nr2f2,
que é um fator de transcri¢do nuclear vital para o desenvolvimento da angiogénese e
do coragao, esta envolvido também na regulacéo dos niveis da pressdo sanguinea
apos a verificagdo comparativa entre ratos hipertensos com a expressao do Nr2f2 e
ratos hipertensos mutantes para este gene, sendo observada baixos valores de
presséo sistdlica nos animais sem a expressao deste gene, sendo possivel a sua

associagcao com a hipertensao essencial.

Como descrito acima, a hipertensdo essencial nao apresenta causa definida

podendo ocorrer por diversos fatores tais como, estilo de vida sedentario, estresse,
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obesidade visceral, sensibilidade ao sal, ingestdo de alcool, deficiéncia em vitamina
D, além da associacdo genética. Em contrapartida, a hipertensdo secundaria
apresenta causas identificaveis entre eles, doencga renal, sindrome de Cushing, pré-
eclampsia, diabetes, obesidade ou até mesmo uso abusivo de drogas (TABASSUM,
AHMAD, 2011). Alguns modelos experimentais de hipertensdo foram desenvolvidos
e tem favorecido o entendimento da patogenia da hipertensdo e seu possivel
tratamento. No presente estudo foram utilizados 3 modelos experimentais de
hipertensdo: o modelo de hipertensao vascular, o0 modelo renovascular e o modelo

de hipertens&o espontanea serao descritos a seguir.
Modelo de Hipertensao renovascular

O modelo de hipertensao renovascular foi descrito em 1934 por Goldblatt. A
hipertensao é obtida por obstru¢ao parcial do fluxo sanguineo renal e ou pela severa
reducdo da funcdo renal. Incialmente Goldblatt desenvolveu o modelo em caes
através da insercdo de clipes de prata em uma das artérias renais e com a
manutengdo do rim contralateral integro. Porém, com o avangar dos estudos
Goldblatt observou que em ratos o desenvolvimento da hipertensao renal era mais
facil de obter do que em caes (JUNIOR FAZAN; DA SILVA; SALGADO, 2001;
SARIKONDA et al., 2009). Sao tres os modelos de hipertensdo renovascular dois
rins e um clipe (2R-1C), dois rins e dois clipes (2R-2C) e um rim e um clipe (1R-1C )

como descrito na figura 2.

-

1- 1 Rim/1Clipe
2- 2 Rins/ 1Clipe
3- 2 Rins/2 Clipes

1 2

Figura 2: Modelos de hipertensao renovascular

Fonte: ZAQUI (2003)

Modelo 1 rim- 1 clipe (base do estudo)

No modelo 1rim-1iclipe a nefrectomia do rim contralateral é seguida da

insercdo de um clipe de prata na artéria renal no rim remanescente, nomalmente o
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esquerdo, pois o rim direito apresenta pouca visualizacdo devido o posicionamento
do figado. Inicialmente ha elevagédo da pressdo sanguinea, porém transitoria, sendo
esta elevacao dependente do sistema renina-angiotensina-aldosterona. Entretanto,
devido a auséncia de um rim funcional, em aproximadamente 7 dias apds o
procedimento cirurgico, ocorre retengcdo de sodio e agua seguido da ativagdo do
sistema nervoso simpatico. Portanto, este modelo experimental é descrito como
volume-dependente (THOMAS et al., 2003; SARIKONDA et al., 2009). Apesar da
atividade da enzima conversora de angiotensina plasmatica (ECA) n&o sofrer
alteracdo neste modelo, a literatura tem mostrado haver alteragdo dos valores
vasculares da ECA, principalmente na aorta e na artéria mesentérica (LEITE;
SALGADO, 1992). Este modelo de hipertensao renovascular mimetiza a situagao

patolégica de pacientes com estenose renal.
Modelo 2rins-1clipe

Neste modelo de hipertensao ocorre a manuteng¢ao dos dois rins, contudo um
dos rins recebe a insercdo de um clipe de prata. A hipertensao é caracterizada pelo
aumento inicial da atividade da renina plasmatica ocasionada pela reducdo da
presséo arterial renal e consequente aumento da angiotensina Il circulante que tem
sua atividade mediada pelos receptores AT1, e subtipos ATip € AT4, sendo o
subtipo AT1A mais importante no desenvolvimento desta hipertensdo (CERVENKA
et al., 2002; SARIKONDA et al., 2009). A hipertens&o renovascular € mantida devido
a ativagao continua do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) por parte do

rim remanescente (WIESEL, et al., 1997) como descrito na figura 3.
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Mecanismo de ativagdo da angiotensina na estonese arterial renal
unilateral

P Renina

Angiotensina Il

= Aldosterona
Pressao
intrarenal

enina

Resisténcia periférica

Tonus simpatico

Pressao arterial

Angiotensina Il

1mRNA renina e

Renina

eabsorgao de
Na

Excregao
rinaria de Na

mRNA

enina e
ANG I
1ECA

Rim com estenose

Rim sem estenose

Figura 3: Hipertensao renovascular 2K-1C

Fonte: NAVAR et al., 1998

Modelo 2rins-2clipes

Neste modelo de hipertensdo renal a estenose arterial € bilateral, pois as
duas artérias renais recebem insercao de clipes de prata e o nivel de estenose é
determinado conforme o peso corporeo do animal. Segundo Sarikonda et al., (2009)
este modelo tem menor frequéncia de utilizacdo principalmente, devido a maior
incidéncia de acidente vascular cerebral nestes animais. Além disso, os animais que
apresentam sinais neurolégicos alterados, resultantes da hipertensdo, tendem a
morrer em até 72h (ZENG et al., 1998).
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Modelo de Hipertensao por inibicao crénica do 6xido nitrico

Em 1978, em ensaio in vitro utilizando aorta de coelhos verificou-se que ao
ser submetida a agdo do carbacol, um agonista colinérgico, ao invés de sofrer
contragao ocorria relaxamento, como mostra a figura 4. Furchgott descobriu que o
processo de contragdo ocorria somente apos a retirada da camada endotelial como
bem apresentado na figura 5. Quando esta camada era preservada e colocada em
contato com acetilcolina ou carbacol ocorria relaxamento do musculo liso vascular
(FURCHGOTT, 1998). Apds analises minuciosas Furchgott sugeriu que a
acetilcolina liberava uma substancia inibitéria que ele chamou de Fator Relaxante
Derivado do Endotélio. Posteriormente, trabalhando de forma independente,
Furchgott e Ignarro em 1986 verificaram que, tanto a nitroglicerina, quanto o 6xido
nitrico (NO) causavam vasodilatagcado via ativagcdo do GMPciclico, propondo entao
que o NO era o fator relaxante derivado do endotélio. No ano seguinte, Moncada, e
seus colaboradores descobriram que a origem do NO era a partir da L-arginina
endégena sob a acdo da enzima NO-sintase (FURCHGOTT, 1998). Desde a
descoberta NO como potente fator derivado do endotélio diversos estudos tentaram
correlaciona-lo com a patogénese da hipertensdo. Na década de 90, inibidores da
sintese do NO foram desenvolvidos possibilitando melhor entendimento das
patologias relacionadas & deficiéncia endogéna do NO (KOPINCOVA,
PUZSEROVA, BERNATOVA, 2012).

V]
i

, L
NE -7 3 5 MIN 65

Figura 4: Efeito do carbacol e acetilcolina sobre a aorta de coelhos
Fonte: FURCHGOTT, Nobel Lecture, 1998
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Experimento de Furchgott, 1980

Unrubbed

Rubbed

ACh -8 -75-7-6.5

NA -8

Figura 5: Efeito do carbacol na presencga e auséncia do endotélio
Fonte: FURCHGOTT, Nobel Lecture, 1998

A sintese do NO ocorre a partir do aminoacido L-arginina, conforme mostra a
figura 6 e pode ser antagonizada farmacologicamente pela N-nitro-L-arginina metil
ester (L-NAME), utilizado no referente trabalho para induzir a hipertensao , analogo
estrutural da L-arginina e importante inibidor da NO sintetase, que compete pelo sitio
de ligacdo desta enzima. Desta forma a produg¢do enddgena de NO reduz a presséo
arterial (SHARMA et al., 2012; TOBA et al., 2005). A inibigado da NO sintetase pelo L-
NAME também leva ao aumento da producao de fatores de contracido derivados do
endotélio caracterizados como vasoconstrictores que consequentemente favorecem

o0 aumento da pressao arterial (QU et al., 2010).
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Figura 6: Sintese e inibicdo da produgcédo de NO

Fonte: FURCHGOTT, Nobel Lecture, 1998

Modelo Hipertensao genética

O termo essencial para caracterizar o aumento da PA foi definido nos estudos
fisiopatolégicos por se acreditar que a elevacdo da PA era essencial para a
manutengao das fungdes vitais, contudo, a ocorréncia de animais com altos valores
de pressao arterial sem que houvesse ocorrido qualquer intervengédo farmacolégica
ou cirurgica, levou os pesquisadores a desenvolverem modelos genéticos de
hipertensdo (SARIKONDA et al, 2009). Os ratos espontaneamente hipertensos
foram desenvolvidos pelos pesquisadores Okamoto e Aoiki em 1963 na cidade
japonesa de Kioto. Foram selecionados ratos Wistar machos e fémeas com valores
de pressado sistdlica acima de 150 mmHg que apds seguidos processos de
acasalamento deram origem aos animais com hipertensao genética que séao
conhecidos pela sigla inglesa SHR (spontaneous hypertensive rat) (SALGADO et al.,
2009; OKAMOTO, AOKI, 1963).

Segundo Lee; Dickhout (1998) este modelo é similar a hipertensao essencial

que ocorre em humanos devido a predisposicdo genética a apresentar valores
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elevados de pressao sanguinea, sem etiologia definida, com aumento da resisténcia
periférica vascular total e similaridade no tratamento medicamentoso. Segundo
Packer (1994) a resisténcia periférica vascular total aumentada é fator determinante
na caracterizacdo da hipertensao essencial. Os animais SHR comecam a
desenvolver um estado de hipertensdo a partir da 5° semana de vida sendo os
niveis de hipertensdo espontdnea estabelecidos entre a 7° e 15° semana
(SALGADO et al., 2009). A estabilizacdo da presséao sistolica em 200 mmHg ocorre
ao redor da 20° semana de vida com pouco incremento posterior, como apresentado
na figura 7 (LIMA et al., 1979). Salgado et al., (2009) ainda mostra que este modelo
de hipertensdo €& acompanhado de hipertrofia da musculatura cardiaca e
comprometimento das fungbes cardiacas, além disso € observado que nestes
animais ocorre diminuicdo da complacencia vascular e aumento da resisténcia
vascular (POTTS; McKEOWN; SHOUKAS, 1998). Os estudos tém também
demonstrado haver aumento da frequéncia cardiaca antes da ocorréncia da
elevacdo da pressdo arterial, com consequente elevacdo do débito cardiaco
(DICKHOUT; LEE, 1998). Os animais SHR podem apresentar mudangas no peso
corporeo sendo este fator dependente das condicbes ambientais em que se

encontram.
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Figura 7: Alteracao da pressao arterial em animais SHR e WKY ao longo das semanas

Fonte: HOM et al., 2007

O SRAA tem também papel importante na fisiopatologia da hipertensao
genética dos animais SHR por favorecer a vasoconstriccdo e retengcdo de sddio,
principalmente por induzir a produgao de espécies reativas de oxigénio (COLLET et
al., 2013). Alteragdes vasculares também sdo observadas nos animais SHR, a
camada intima da aorta sofre deposicdo de lipoproteinas favorecendo o
desenvolvimento da arteriosclerose, redugdao do didmetro luminal das artérias,
deposi¢cao de elastina e colageno na camada subendotelial da aorta e les&o

progressiva da camada intima da aorta (LIMA et al., 1980).

Diante das descricdes sobre os trés modelos experimentais da hipertensao e
sabendo-se da multifatoriedade associada a génese desta doenca decidiu-se
escolher estes trés modelos, como objeto de estudo, por serem semelhantes a
hipertensao primaria que ocorre em humanos como € o caso dos animais SHR e por
também mimetizarem as condi¢cdes da hipertensao secundaria, sendo representados
pelos modelos renovascular e o modelo de hipertensdo induzida pela inibicao

cronica do NO.
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Controle central do apetite por sédio e sua influéncia no sistema

cardiovascular

O comportamento de apetite por sddio € uma caracteristica inata entre os
herbivoros, onivoros e alguns passaros (LESHEM, 2009). O sédio € um dos
eletrolitos em maior concentracdo no fluido extracelular sendo responsavel pela
manutencdo do volume e composi¢cdo dos fluidos corporais. Exatamente por este
motivo as alteragdes na homeostase do sédio estdo associadas a patogénese da
hipertensao (DANIELS; FLUHARTY, 2004).

O entendimento dos mecanismos neurobiolégicos que medeiam o apetite por
sédio é oriundo de estudos realizados em animais de laboratério, especialmente
ratos. A deplecao de sddio resulta em um estado de desidratacdo do compartimento
extracelular, com reducao do fluido corporal total, apresentando efeito consideravel
sobre as fungdes cardiovasculares que através dos barorreceptores detectam a
reducdo do volume corporal e ativam a via hormonal e simpatica com o objetivo de
promover a retencao de agua e sodio para posterior restabelecimento dos valores
homeostaticos, como mostra o esquema da figura 8 (HURLEY; JOHNSON, 2015).
Além disso, a deplecdo de sédio ativa o sistema nervoso central influenciando um
comportamento hedbnico que favorece o apetite por sodio. Haja vista que a
deplecao deste ion faz com que os animais sintam a solugdo salina mais palatavel
mesmo sendo oferecidas solucdes hipertbnicas que normalmente sao aversivas
para os animais (HURLEY; JOHNSON, 2015).
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A homeostasia dos fluidos é garantida por mecanismos que mantenham o
sédio e a agua apropriadamente distribuidos entre os compartimentos intra e
extracelular, sendo detectada por osmorreceptores e por barorreceptores
responsaveis por ativar o nucleo do trato solitario como sugerido na figura 8. No
SNC, descricao na figura 9, as principais regides com presenca destes receptores
estdo associadas as regides periventriculares, o nucleo predptico medial (MnPO), o
orgao vasculoso da lamina terminal (OVLT), o 6rgao subfornical (SFO) e a area
postrema (AP) sdo caracterizados como érgaos sensoriais circunventriculares. As
informagdes da periferia ascendem pelo nucleo do trato solitario e as provenientes
dos oOrgados circunventriculares s&o direcionados para diferentes nucleos
prosencefalicos e romboencefalicos importantes para o balango hidrossalino
(MECAWI et al., 2014; JOHNSON, 2007).

O sdédio plasmatico é filtrado e reabsorvido pelos rins com importante
regulagdo mediada pelo sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). A
angiotensina Il, liberada via ativagdo da renina pelas células justaglomerulares, apos
a liberagdo de mediadores provenientes da macula densa, age sobre as arteriolas
eferentes aumentando a pressao de filtracdo. A reabsorcéo de sédio sofre influéncia
da aldosterona, produzida no cortex adrenal sob regulagdo da angiontensina Il. Por
também agir em receptores centrais, a angiotensina Il estimula tanto a sede quanto
o apetite por sédio (LEV-RAN; PORTA, 2005).
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Figura 9: Representacdo esquematica dos circuitos neuroquimicos envolvidos na regulagéo
dos fluidos corporais

Fonte: VIVAS et al., 2013

Legenda: Areas envolvidas na regulagao fluido eletrolitica
descritas na figura 9

AP- Area postrema

DRN- Nucleo dorsal da rafe

LPBN- Nucleo parabraquial lateral

MnPO- Nucleo preodptico medial

NTS- Nucleo do Trato Solitario
OVLT-Orgao vasculoso da lamina terminal
SFO- Orgao subfornical

SON- Nucleo supradptico

As setas indicam as comunicacgdes existentes entre as
areas circunventriculares e o NTS



38

Segundo Kuller (1997) varios estudos tém mostrado associagao entre sal e os
niveis pressoricos e riscos de doengas cardiovasculares. Lev-Ran; Porta (2002)
fazem associacao entre o processo evolutivo e o consumo de sal, mostrando que os
individuos primitivos, devido a baixa ingestdo de sal, ndo desenvolviam hipertensao.
Contudo, a mudanga do ambiente rural para a cidade, bem como o sedentarismo,
favoreceu o aumento do consumo de sal tornando os individuos propensos a

elevagao da pressao arterial ao longo do processo de senescéncia.

Ritz (2006) faz uma breve descri¢ao através de um estudo de coorte realizado
por Denton com 26 chimpanzés ao longo de 3 anos os quais foram submetidos a
uma dieta contendo vegetais e frutas e com baixo teor de sal. Subsequentemente os
animais foram submetidos, a um periodo de 27 meses, com quantidades elevadas
de sal, comparaveis a ingestdo em humanos, e foi verificado aumento consideravel
da pressao arterial. Estes dados sdo corroborados pelo trabalho Stocker, Madden,
Sved (2010) que mostram associagcao entre o consumo excessivo de sal e doengas
cardiovasculares, morbidade e mortalidade sendo fortemente associada a

patogénese da hipertensao.

Cook e Moe (1989) observaram em animais SHR aumento do apetite ao sédio
ocorrendo trés dias apds o nascimento comparado aos animais Wistar, o que
justifica 0 uso desses animais, tanto como modelos animais para caracterizagado da
hipertensao primaria, quanto para analise comportamental de ingestdo de solugbes
salinas (PEREIRA-DERDERIAN et al., 2010).

Farmacos Antihipertensivos

Devido a complexidade dos fatores envolvidos na patogénese da hipertensao
as drogas anti-hipertensivas podem agir via diminuicdo do débito cardiaco, da
resisténcia periférica ou ambos os fatores. Entre os principais farmacos utilizados no
tratamento da hipertensdo podemos citar os inibidores da enzima conversora de
angiotensina (ECA), bloqueadores dos canais de calcio, diuréticos e drogas com
acgao central. Alguns estudos tém voltado atengéo ao uso de plantas medicinais com
o objetivo de desenvolver novos farmacos para a farmacoterapia da hipertenséo
(HOWELL; SEAR; FOEX;, 2004; DPHIL; SEAR, 2004).
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Segundo a Organizagdo Mundial da Saude a planta medicinal € definida
como: “Todo e qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6rgaos, substancias que
podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos
semi-sintéticos” (VEIGA JR, PINTO, 2005). Os estudos sobre o uso de plantas
medicinais tém avancado passando a ser caracterizado como fitoterapia, termo de
origem grega, que significa tratamento com base em plantas conforme a descricdo
etimologica (phyton= plantas; therapeia= tratamento) (MACHADO, OLIVEIRA, 2014).

No Brasil a Portaria n°® 22/1967 descrita pela Agéncia Sanitaria e a Resolugao-
RDC n° 17/2000 passou a classificar os fitoterapicos como medicamentos (FRANCA
et al., 2007). E em 2006 o estimulo a criagéo de hortos de espécies medicinais e 0
seu uso pelo Sistema Unico de Saude foi favorecido pela Portaria MS/GM n° 971 de
3 de maio de 2006 (ROCHA et al., 2015). Neste mesmo ano o Decreto n® 5.813 em
22 de junho cria a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(FIGUEREDO, GURGEL, JUNIOR GURGEL, 2014). O Ministério da Saude
(BRASIL, 2009) descreve na relagado nacional de plantas medicinais para o SUS em
torno de 71 espécies vegetais selecionadas por regides que as referenciaram seu
uso com base no codigo internacional de doengas caracterizado como CID-10 sendo
elas:

1. Achillea millefolium

2. Allium sativum

3. Aloe spp (Aloe vera ou Aloe barbadensis)

4. Alpinia (Alpinia zerumbet ou Alpinia speciosa)
5. Anacardium occidentale

6. Ananas comosus

7. Apuleia ferrea = Caesalpinia ferrea

8. Arrabidaea chica

9. Artemisia absinthium

10.Baccharis trimera

11.Bauhinia spp (Bauhinia affinis, Bauhinia forficata ou Bauhinia variegata)

12.Bidens pilosa
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13. Calendula officinalis

14.Carapa guianensis

15. Casearia sylvestris

16.Chamomilla recutita = Matricaria chamomilla
17.Chenopodium ambrosioides

18. Copaifera spp

19. Cordia spp (Cordia curassavica ou Cordia verbenacea)
20. Costus spp (Costus scaber ou Costus spicatus)
21.Croton spp (Croton cajucara ou Croton zehntneri)
22.Curcuma longa

23.Cynara scolymus

24 .Dalbergia subcymosa

25.Eleutherine plicata

26.Equisetum arvense

27.Erythrina mulungu

28. Eucalyptus globulus

29.Eugenia uniflora ou Myrtus brasiliana
30.Foeniculum vulgare

31.Glycine max

32.Harpagophytum procumbens

33. Jatropha gossypiifolia

34. Justicia pectoralis

35.Kalanchoe pinnata = Bryophyllum calycinum
36.Lamium album

37.Lippia sidoides

38.Malva sylvestris
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39.Maytenus spp (Maytenus aquifolium ou Maytenus ilicifolia)
40.Mentha pulegium

41.Mentha spp (M. crispa, M. piperita ou M. villosa)

42.Mikania spp (Mikania glomerata ou Mikania laevigata)
43.Momordica charantia

44.Morus spp.

45.Ocimum gratissimum

46. Orbignya speciosa

47.Passiflora spp (Passiflora alata, Passiflora edulis ou Passiflora incarnata)
48.Persea spp (P. gratissima ou P. americana)

49. Petroselinum sativum

50.Phyllanthus spp (P. amarus, P.niruri, P. tenellus e P. urinaria)
51.Plantago major

52.Plectranthus barbatus = Coleus barbatus

53.Polygonum spp (Polygonum acre ou Polygonum hydropiperoides)
54.Portulaca pilosa

55.Psidium guajava

56.Punica granatum

57.Rhamnus purshiana

58.Ruta graveolens

59. Salix alba

60. Schinus terebinthifolius = Schinus aroeira

61.Solanum paniculatum

62. Solidago microglossa

63. Stryphnodendron adstringens = Stryphnodendron barbatimam

64. Syzygium spp (S. jambolanum ou S. cumini)
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65. Tabebuia avellanedae

66. Tagetes minuta

67. Trifolium pratense

68.Uncaria tomentosa

69.Vernonia condensata

70.Vernonia spp (Vernonia ruficoma ou Vernonia polyanthes)
71.Zingiber officinale

As plantas medicinais tém ganhado destaque no tratamento de patologias
voltadas ao sistema cardiovascular haja vista 0 numero de espécies de plantas que
apresentam glicosideos, terpenos, flavanoides e alcaloides com efeito cardioprotetor
(RASTOGI; PANDEY; RAWAT, 2016. Dentre as plantas utilizadas na obtencao de
farmacos temos a Salix alba, que foi o substrato para o desenvolvimento da aspirina
a qual é utilizada na prevengdo do infarto agudo do miocardio, a Monascus
purpureus, base para confeccdo da lovastatina, usado no tratamento de
hipercolesterolemia e a Rauwolfia serpentina, base para a reserpina, um efetivo
alcaldide no tratamento da hipertensao (AL DISI; ANWAR; EID, 2016).

Diversas plantas s&do descritas na literatura com foco no tratamento de
doengas cardiovasculares entre elas podemos citar algumas tais como, o Allium
sativum L (Amaryllidaceae), designada comumente como alho, que tem ganhado
destaque nas pesquisas devido sua acdo hipotensora, anti-inflamatéria e
antioxidante (LIU; HUANG, 2016). O Cinnamomum zeylanicum, ou também
conhecido como canela, tem sido descrito na literatura por apresentar efeito
hipotensor em diferentes modelos de ratos, além de favorecer o aumento nos niveis
de NO em animais com hipertensao induzida por L-NAME (ANWAR; AL DISI; EID,
2016). Ng et al,, (2011) mostraram que a Salvia miltiorrhiza, erva originaria da
China, foi capaz de diminuir os valores da pressao arterial em animais SHR com seis
semanas, ou seja, no estagio pré-hipertensivo. Em seu artigo de revisdo Mashour et
al., (1998) mostram uma diversidade de plantas usadas no tratamento de doengas
cardiovasculares, principalmente na hipertensao, entre elas a Sthepania tetrandra ,

que possui como extrato alcaldide a tetrandrina que tem apresentado agao
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importante como antagonista dos canais de calcio, com redugdo dos valores de

pressao sistolica e diastélica por em média 30 minutos.

Dentre os diversos compostos presentes nas plantas medicinais usadas na
farmacoterapia estdo os terpendides, que sdo caracterizados como grupamentos
organicos formados por unidades repetidas de cinco carbonos também descritos
como isoprenos (Figura 10). Dependendo da quantidade de isoprenos agregados a
estrutura dos terpenos os mesmos podem ser descritos como monoterpenos,
diterpenos, triterpenos, tetraterpeno, sesquiterpeno, politerpeno (SANTOS et al,
2011). Os terpenos podem apresentar agdo como agonistas ou antagonistas dos
TRP (Transient Receptor Potential) os quais apresentam importante papel no
sistema cardiovascular (DANTAS et al., 2015).
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Figura 10: Férmula estrutural do isopreno

Fonte: Pagina do About Education

Os metabolitos secundarios sdo usados pelas plantas principalmente, como
mecanismo de defesa contra bactérias, fungos, parasitas e até contra ataque de
herbivoros, dentre os diversos metabdlitos produzidos pelas plantas estdo os 6leos
essenciais, 0s quais sao descritos como substancias volateis e com consisténcia
oleosa (BASSOLE; JULIANI, 2012). A extracdo dos 6leos essenciais das plantas
tem sido usada pelo homem com diversas aplicagcdes tais como, a composi¢cdo de
cosméticos, como aditivos alimentares, na agricultura e na medicina (PERRICONE
et al., 2015). As propriedades terapéuticas das plantas estdo associadas a

composi¢cdo quimica dos metabdlitos secundarios que estdo presentes nos oOleos
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essenciais. A composicdo quimica dos Oleos essencias € importante para definir
suas acodes, assim sendo, os 6leos que apresentam como componentes aldeidos e
fendis (citral, carvacrol, eugenol, timol, cinaldeido) tém sido descritos por
apresentarem alta atividade antibacteriana em seguida vem os 6leos essenciais que

apresentam terpenos em sua constituicio (BASSOLE; JULIANI, 2012).

A composigao sofre variagdo de espécie para espécie e pode depender de
fatores climaticos, agrondbmicos e do proprio estagio de desenvolvimento da planta
no momento da colheita (PAVIANI, 2004). Os terpenos, nas descri¢des de Paduch et
al., (2007) sao produtos comuns tanto, em plantas quanto, em animais mostrando
ampla acdo biolégica em patologias como céncer, tratamento antimicrobiano,

antifungico, anitiviral, antihiperglicemiante, anti-inflamatério.

Os oleos essenciais podem ser extraidos de diferentes partes da planta tais
como, raizes, cascas, folhas, sementes, frutos como & possivel observar na tabela 1
descrita por Tongnuanchan; Benjakul (2014). Os métodos de extragdo dos Oleos
essenciais conforme Hamid, Aiyelaagbe, Usman (2011) incluem a hidrodestilagao,
hidrodifusao, enfloracao, pressao por frio, destilagdo a vapor, extracdo por solvente,
processo assistido por microondas, extracdo por didxido de carbono. Dentre os
diversos constituintes dos 6leos essenciais o enfoque do trabalho estara pautado
apenas nos efeitos do terpeno carvacrol.

Quadro 1: Partes da planta usadas para extragao dos dleos essenciais

Fonte: TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014

Folhas Eucalipto, citronela, orégano, patchouli, cha verde, timol, entre outros

Sementes Améndoa, anis, cardamomo, cominho , cenoura aipo, coentro, cominho ,
noz-moscada , salsa , erva-doce

Madeiras Atlas cedro, cedro Himalaia, canfora, pau-rosa, sandalo, murta

Bagas Pimenta da Jamaica , zimbro

Resina Incenso , mirra

Raizes Acafrao , valeriana , vetiver, nardo , angelica

Frutos Noz-moscada , pimenta preta

Flores Camomila, salvia , cravo , cominho , geranio, helichrysum hissopo , jasmim

lavanda, Manuka , manjerona , laranja, rosa ,baccharises , palmarosa ,
patchouli , rododendro anthopogon , Rosalina , ajowan , ylang -ylang ,
manjerona sylvestris , estragéo,Immortelle , neroli
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Carvacrol

O carvacrol (2-metil-5-(1-metil etil) € encontrado como constituinte do 6leo
essencial de diversas familias: Lamiaceae, Euforbiaceae e Verbanaceae. Nas
espéecies Origanum minutiflorum e Origanum onites o carvacrol compde 92% do dleo
essencial destas plantas (AYDIN et al., 2007). O orégano é da familia Lamiaceae,
sendo caracterizado como uma planta aromatica, perene, com altura entre 20-80cm
distribuida e cultivada principalmente no Mediterraneo, mas também na Europa,
Asia, Africa do Norte e América (VERMA et al., 2010). A terminologia orégano é
generalizada a diversas familias e géneros por corresponder ao odor caracteristico
decorrente da alta quantidade de carvacrol em sua composi¢cao (STEFANAKI et al.,
2016). Os principais componentes quimicos do 6leo essencial sdo fragdes quimicas
do isébmero timol e carvacrol. Especificamente, o carvacrol € um monoterpeno
fendlico descrito bioquimicamente como (2-metil-5-(1-metil etil) fenol e sua férmula
estrutural na figura 11 a seguir (VERMA et al., 2010).
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Figura 11: Férmula estrutural do carvacrol

Fonte: JIANG; PU; HAO (2015)

A literatura tem mostrado que o carvacrol apresenta multiplas atividades
biolégicas, tais como, antimicrobial, anti-inflamatéria, antitumoral, atividade
antihepatoxica. Lima et al., (2013) mostraram a ag&o anti-inflamatoria do carvacrol
em modelo de inflamagdo induzido em camundongos através da reducdo da

expressao de IL-1p e PGE2 importantes mediadores do processo inflamatério com
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consequente aumento da expressao da citocina IL-10. Além disso, o CVC é capaz
de inibir a ciclooxigenase, fator limitante para a sintese de prostaglandina o que
justifica sua atividade anti-inflamatéria e analgésica (SUNTRES; COCCIMIGLIO;
ALIPOUR, 2015).

Guimaraes et al., (2010) observaram que o carvacrol apresenta também efeito
antioxidante, pois por apresentar um carater acido o carvacrol ao reagir com um
radical livre doa atomos de hidrogénio produzindo um radical com estabilidade

eletronica.

Zeytinoglu; Incesu, Baser (2003) mostraram que o carvacrol o crescimento
celular de células de mioblasto que tiveram ativagdo do oncogene N-ras sugerindo,
possivelmente, a sua agao na terapia do cancer. O carvacrol tem também importante
papel na diminuicdo da liberacdo de mediadores da dor em pacientes com
neoplasia, controle esse ocorrendo via ativagao de areas cerebrais envolvidas na via
descendente de controle inibitério da dor (GUIMARAES et al., 2015).

Estudos também mostram que o carvacrol apresenta efeito relaxante na
musculatura lisa da traquéia. Kianmehr, Rezaei, Boskabady (2016) sensibilizaram
por 14 dias camundongos com ovalbumina para favorecer o processo asmatico.
Posteriormente, foi feita a retirada dos esplendcitos para cultivo com carvacrol nas
concentragdes de 75, 150 e 300ug/ml com isso foi possivel observar que o carvacrol
favoreceu a diminuigdo da expressao dos genes para IL-4, TGF-3 e IL-17 indicando

possivel agéo terapéutica do carvacrol nos processos alérgicos.

Em diversos transtornos neurolégicos, como acidente vascular cerebral,
hemorragia subaracndide, andxia induzida por parada cardiorespiratéria
demonstrou-se que a técnica de hipotermia terapéutica favorece a redugdo da
demanda cerebral por oxigénio reduzindo a mortalidade dos pacientes (RECH;
VIEIRA, 2010). Feketa; Marrelli (2015) observaram que a administragédo
intraperitoneal de carvacrol induz hipotermia via ativacdo dos canais TRPV3 em
camundongos C57BI/6, sendo esta uma possivel estratégia neuroprotetora. Zhong et
al., (2013) mostraram que a injecao intraperitoneal de carvacrol em camundongos

apresenta efeito protetor contra a hemorragia cerebral.

O carvacrol apresenta também efeito antidepressivo, como foi observado por

Melo et al., (2011), apds tratamento agudo via oral de camundongos com carvacrol
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nas doses de 12.5, 25 e 50 mg/kg diminuindo o tempo de imobilidade no teste
do nado forgado e no teste de suspenséao caudal.

Aydin et al., (2007) mostraram que a inje¢&o intraperitoenal de carvacrol na
dose de 100ug/kg em animais hipertensos induzidos pelo tratamento com L-NAME
causou imediata reducdo da pressao arterial média, contudo o experimento fora
conduzido em animais anestesiados. Em 2015 o grupo de Dantas et al., mostraram
que o carvacrol induz bradicardia e hipotensdo em animais Wistar, nao

anestesiados, via canais TRP.

Levando-se em consideracdo os dados apresentados nesta revisao, fica
evidente a importancia de estudos que enfoquem os mecanismos da fisiopatogenia
da hipertensdo arterial e da relagdo entre apetite por sédio e a hipertensdo, bem
como o estudo de possiveis alternativas terapéuticas com o uso de plantas

medicinais.

Diante da gama de ag¢des do carvacrol, até o presente momento, a literatura
ainda nao tem descrito o seu efeito em modelos experimentais de hipertensdo bem
como nao tem apresentado o sei efeito no comportamento de ingestdo de sodio.
Sendo assim, nos propusemos a estudar os efeitos do carvacrol em trés diferentes
modelos de hipertensdo que foram: hipertensao renovascular; hipertensao induzida
pelo tratamento oral com L-NAME e no modelo de hipertensdo espontanea (SHR),
além do seu papel central no controle cardiovascular e no apetite por sodio e agua
em animais SHR, principalmente por apresentar atividades que podem melhorar o
processo hipertensivo tais como, atividade antiplaquetaria, atividade anti-
inflamatoria, atividade imunomodulatéria e antioxidante como bem descrevem

Alagawany et al (2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito do carvacrol administrado central e perifericamente sobre a

pressdo sanguinea e a ingestao de sodio em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Verificar a acao periférica do CVC na PA e na FC em animais com hipertensao

vascular

3.2.2 Averiguar a agéao periférica do CVC na PA e na FC em ratos com hipertenséo

renovascular.

3.2.3 Examinar a acgao periféerica do CVC sobre a PA e FC em ratos

espontaneamente hipertensos.

3.2.4 Estudar a acédo central do CVC sobre a PA e a FC em animais

espontaneamente hipertensos.

3.2.5 Avaliar a acdo central do CVC no apetite por sédio em animais

espontaneamente hipertensos.
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4 HIPOTESES

o A administracdo endovenosa de CVC em ratos com hipertensao vascular tem

efeito hipotensor e bradicardico.

o O CVC induz hipotensdao e bradicardia em animais com hipertensao

renovascular.

o Em animais espontaneamente hipertensos a administracdo endovenosa de

CVC tem efeito hipotensor e bradicardico.

. A administracdo intracerebroventricular de CVC induz hipotensdo e

bradicardia

o A administracao intracerebroventricular de CVC inibe o apetite por s6dio em

animais espontaneamente hipertensos.



50

5 MATERIAL E METODOS
5.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (200-2509g) e ratos geneticamente hipertensos
(SHR- 13-16 semanas) provenientes do Biotério Setorial do Laboratério de
Neurociéncias do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia.
O presente trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do
Instituto de Ciéncias e Saude (CEUA-ICS-026/2012). O critério para o calculo do
tamanho da amostra foi realizado com o auxilio do programa sigmaplot verséo 12,
considerando um p de 0,05, o tamanho estimado da amostra de cada grupo foi de

minimo de 5 e maximo de 10 animais.

5.2 FARMACOS E INSUMOS

Carvacrol (icv) concentragbes: (CVC) 150 e 300 pg/2 ul (Sigma Co., St.
Louis, MO, USA)

Oleo de milho (icv): 2 pl

Carvacrol (ev): doses: 1,25; 2,5; 5,0; 10; 15 mg/kg

Cremophor 2% (ev)

Furosemida- diurético de alga (sc): 10mg/ml

L-NAME- 5mg/0,1ml/100g (og)

Salina- 0,9%

Cetaminal xilazina- 80/11,5 mg/kg

Para as inje¢des centrais o carvacrol foi emulsificado em éleo de milho, apds
estudo piloto para verificacdo do melhor emulsificante usando Tween, cremophor e
6leo de milho, este ultimo foi o Unico que nao alterou os valores de pressao arterial.
Contudo, para as inje¢bes endovenosas o carvacrol foi emulsificado com cremophor
e salina visto que o uso do 6leo de forma endovenosa poderia induzir um processo

de embolia.
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5.3 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS

5.3.1 Implante de canula no ventriculo lateral (VL) e microinjegao

Para o implante de canulas de acgo inoxidavel (12x0, 7 mm) no ventriculo
lateral os SHR foram anestesiados com cetamina/xilazina (80/11,5 mg/kg)
intraperitoneal. As seguintes coordenadas esteriotaxicas do Atlas Paxinos (1986)
foram usadas: Antero-posterior: 0,9 mm; lateral: 1,2 mm; vertical= 4,0 mm. Todas as

medidas tiveram como referéncia a linha sagital e o bregma.

As canulas de aco inoxidavel foram fixadas ao cranio, bem como o parafuso
de aco inoxidavel, com acrilico odontolégico. Para prevenir possiveis obstru¢des das
canulas, mandris de ago inoxidavel foram inseridos nas mesmas. Apos o
procedimento cirurgico os animais receberam doses profilaticas de pentabidtico
veterinario (benzilpenicilina benzatina 24,000 Ul; benzilpenicilina procaina 12,000 Ul;
benzilpenicilina potassica 12,000 Ul; diidroestreptomicina; base 10 mg
estreptomicina base 10 mg - 0,2 ml/rato; im) e antinflamatoério/analgésico(flunixina

meglumina 2,5 mg/kg; sc).

Apos o implante das canulas centrais os animais foram mantidos em caixas
individuais em sala com temperatura de 22+2 °C e luz controlada com periodo de
claro/escuro de 12h sendo disponibilizados livremente racdo e agua filtrada durante
o periodo poés-operatério. Durante quatro dias os animais foram diariamente

manipulados para adaptagao as condicdes experimentais.

Foram utilizadas microsseringas Hamilton de 10 pl (Hamilton Co. Inc.) para a
microinjecdo de drogas através das canulas centrais. As microsseringas eram
conectadas ao tubo de polietileno (PE10) e a agulha injetora Gengival 30G de 13
mm. O volume injetado no ventriculo lateral foi de 2ul. As drogas utilizadas foram

obtidas da Sigma Aldrich da Tocris Coockson, Inc. Ballwin,M.O.:

5.3.2 Cateterizagao da carétida e femoral

Os animais foram anestesiados com cetamina/xilazina (80/11, 5 mg/Kg)

intraperitoneal para implante na carétida esquerda e na veia femoral de catéter de
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polietileno (PE50) e preenchido com solu¢cdo de heparina (1000U/ml) sendo este

exteriorizado no dorso do animal.

Apds o procedimento cirurgico os animais receberam doses profilaticas de
pentabidtico veterinario (benzilpenicilina benzatina 24,000 Ul; benzilpenicilina
procaina 12,000 Ul; benzilpenicilina potassica 12,000 Ul; diidroestreptomicina base
10 mg estreptomicina base 10 mg - 0,2 ml/rato; i.m) e antiinflamatdrio/analgésico

(flunixina meglumina 2,5 mg/kg; sc)

5.4 INDUCAO DA HIPERTENSAO

5.4.1 Indugao da hipertensao vascular

Para indugdo da hipertensdo vascular ratos Wistar (200-220g), foram
mantidos em ciclo claro/escuro de 12h e temperatura de 22+2°C com ragao e agua
ad libitum até o dia do experimento, e receberam por 7 dias administracdo por via
orogastrica de L-NAME (5mg/0.1ml/100g do peso corporeo do animal) para indugéo

da hipertensao.

5.4.2 Indugao de hipertensao renovascular 1rim/1 clipe

Ratos Wistar (200-220g) foram anestesiados com cetaminal/xilazina (80/11, 5
mg/Kg) intraperitoneal para inser¢ao de um clipe de ago inoxidavel com abertura de
20mm na artéria renal esquerda e retirada do rim contralateral. Apés o procedimento
cirurgico os animais receberam doses profilaticas de pentabidtico veterinario
(benzilpenicilina benzatina 24,000 Ul; benzilpenicilina procaina 12,000 Ul
benzilpenicilina potassica 12,000 Ul; diidroestreptomicina base 10 mg
estreptomicina base 10 mg - 0,2 ml/rato; i.m) e antiinflamatdrio/analgésico (flunixina
meglumina 2,5 mg/kg; sc) foram mantidos em caixas individuais em sala com
temperatura de 22+2 °C e luz controlada com periodo de claro/escuro de 12h sendo
disponibilizados livremente ragéo e agua filtrada durante o periodo pds-operatorio ao

longo de 21 dias para o desenvolvimento da hipertensao renovascular.
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5.5 REGISTRO DA PRESSAO ARTERIAL PULSATIL

Para verificagdo dos valores de pressao pulsatii os animais tiveram seus
catéteres de carotida conectados ao transdutor de pressao arterial e este ao
amplificador e ao sistema de aquisicdo de dados (AgDados versdo 5,0 — Lynx
Tecnologia Eletrénica Ltda). A taxa de aquisi¢ao de dados foi de 1000Hz, a presséo
sistélica, diastdlica e a frequéncia cardiaca foram calculadas a partir do registro da
pressao pulsatil através do programa de software Acgknowledge e LabChart.

O registro da pressao pulsatil foi usado para calcular a pressao sistolica, a
pressao diastolica, pressado arterial média e a frequéncia cardiaca através do
programa LabChart (7, USA).

Foi tomado como valor de pressao e da frequéncia cardiaca o pico maximo da

acao do carvacrol.
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5.6 DESCRICAO DOS PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

GRUPO EXPERIMENTAL 1: Respostas cardiovasculares do carvacrol no modelo de

hipertensao vascular induzido por tratamento crénico com L-NAME

Injecdo em bolus de CVC na dose
de 1.25;2.5;5.0;10.0 e 15.0 mg/kg
ou cremophor (2%)

-24h 0

! !

7 dias-L-NAME

. . Registro continuo
via orogastrica

da pressao pulsatil

Cateterizagao da caroétida e femoral ﬂ

Eutanasia

Os animais Wistar (220-250g) foram tratados por 7 dias com L-NAME
(5mg/0.1ml/100g) via administragdo orogastrica para indugdo da hipertensdo. No
sétimo dia os animais foram submetidos a um procedimento cirurgico para o
implante do catéter na carétida esquerda e na femoral. O experimento iniciou-se 24h
apos este procedimento e os animais tiveram o catéter de carétida conectado ao
transdutor de pressdo com registro da pressao pulsatil basal por 30 min. A seguir
diferentes grupos de animais receberam injecdo endovenosa de carvacrol
emulsificado em cremophor 2% e diluido em salina 0,9% nas doses de 1.25 (n=9);
2.5 (n=5); 5.0 (n=5); 10.0 (n=6) e 15.0 mg/kg (n=5) ou cremophor 2% e salina 0,9%
(n=8). Cada animal recebeu, de forma randomizada, duas doses de CVC ou CVC

mais veiculo de forma aleatoria.



GRUPO EXPERIMENTAL 2: Respostas cardiovasculares do carvacrol no modelo

renovascular de hipertensao.

Insercao de um clipe de prata na
artéria renal esquerda e retirada
do rim contralateral

Os animais Wistar (200-220g) ap6s os 21 dias de insergéo do clipe de prata

na artéria renal esquerda e remogao do rim direito foram submetidos a um
procedimento cirurgico para o implante do catéter na carétida esquerda e na
femoral. Iniciaram-se os experimentos 24h apos este procedimento e os animais
tiveram o catéter de carétida conectado ao transdutor de pressao com registro da
pressao pulsatil basal por 30 min. A seguir diferentes grupos de animais receberam
inje¢do endovenosa de carvacrol emulsificado em cremophor (2%) e diluido em
salina 0,9% nas doses de 1.25 (n=4); 2.5 (n=4); 10.0 (n=4) e 15.0 mg/kg (n=6) ou
cremophor a 2% diluido em salina 0,9%(n=6). Cada animal recebeu, de forma

randomizada, duas doses de CVC ou CVC mais veiculo de forma aleatodria.



GRUPO EXPERIMENTAL 3: Respostas cardiovasculares do carvacrol em ratos
espontaneamente hipertensos (SHR).

. [

|

Os animais SHR passaram por um procedimento cirdrgico para o implante do
catéter na carétida esquerda e na femoral e 24h apds este procedimento os animais
tiveram o catéter de carétida conectado ao transdutor de pressao com registro da
pressao pulsatil basal por 30 min. A seguir diferentes grupos de animais receberam
injegdo endovenosa de carvacrol emulsificado em cremophor (2%) e diluido em
salina 0,9% nas doses de 1.25 (n=6); 2.5 (n=5); 5.0 (n=5); 10.0 (n=5) e 15.0mg/kg
(n=7) ou cremophor(2%) (n=7). Cada animal recebeu, de forma randomizada, duas

doses de CVC ou CVC mais veiculo de forma aleatéria.
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GRUPO EXPERIMENTAL 4: Estudo do efeito do carvacrol intracerebroventricular
(VL) sobre o apetite por sodio em SHR sédio-depletados

k _ Furosemida s.c. no 4°
f dia
| Y . SR )
| 4 p& Dieta hiposddica + agua
s 4 destilada

Canulagéo do VL .
Microinjec&o de carvacrol nas
concentracdes de 150 e 300 ug/2uL
ou 6leo de milho
Eutanasia Registro da Bebedouros graduados de
+ histologia _ ingestao <:| salina 1,5% e agua destilada
por 120 min
120 min

Os SHR sédio-depletados receberam microinjecbes no ventriculo lateral de
carvacrol nas concentragdes de 150 (n=10) e 300 ug/2uL (n=8). Os animais controle
receberam 6leo de milho (n=9). Em seguida os animais tiveram livre acesso a
bebedouros graduados contendo salina 1,5% e agua destilada. Os volumes

ingeridos foram registrados nos tempos de 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min.
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GRUPO EXPERIMENTAL 5: Estudo do papel do carvacrol nas respostas cardiovasculares

centrais em animais espontaneamente hipertensos SHR.

Canulagao do VL

| Registro basal pulsatil
! 1: - Cateterizacdo da - da PA por 30min
| carétida

3"./ 73 5 dias 24h

Microinjec&o carvacrol

Eutanasi Registro continuo da nas concentragdes de
tenasia | | N omin 150 6 300 pg/2uL o dleo
+ histologia :

de milho

Os animais SHR receberam microinjecées centrais de carvacrol nas
concentragdes de 150 (n=6) e 300 ug/2uL (n=7). As concentra¢des foram utlizadas
com base em trabalhos anteriores do laboratério. Os animais controle receberam
oleo de milho (n=6). Os animais foram mantidos conectados ao transdutor de
pressao para verificagdo da acido do carvacrol por 120 minutos. Os valores da PA e
da FC foram calculados a partir dos valores da pressao pulsatil a cada 5 minutos

tomando 60 segundos de registro.

5.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados foram expressos como média + erro padrao da média
(E.P.M.). Para a analise estatistica dos parametros cardiovasculares usou-se a
analise de variancia (ANOVA) de uma via (ONE-WAY) seguido do pos-teste de
Bonferroni. Adotou-se o nivel de significancia de 5% (p< 0,095).

Para analise estatistica do comportamento ingestivo utilizou-se o teste de
analise de variancia (ANOVA) de duas vias (TWO-WAY) seguido do teste de pos-

teste de Bonferroni. Adotou-se o nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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6 RESULTADOS

6.1 ACAO HIPOTENSORA E BRADICARDICA DO CVC EM RATOS COM HIPERTENSAO APOS
ADMINISTRACAO CRONICA DE L-NAME

A injecdo endovenosa do carvacrol nos ratos hipertensos apds tratamento
cronico com L-NAME reduziu de forma significante os parametros cardiovasculares:
pressao sistolica, pressao arterial média, pressido diastdlica e frequéncia cardiaca
(Figura 12 e 13). O painel A mostra o efeito inibitério do carvacrol nos valores da
pressédo sistdlica. Observa-se que nas doses de 10.0 mg/kg e 15.0 mg/kg do
carvacrol o efeito inibitério foi significante, com queda da PS em torno de 60 mmHg,
quando comparado com o grupo controle representado no grafico como 0 de
carvacrol. Havendo também diferengca em relagdo a dose de 1,25mg/kg. O resultado
da ANOVA € F532= 13,93 e p<0,0001 . Em relagdo a presséao arterial media o painel
B mostra que ha diferenca estatistica com queda dos valores em 60mmHg entre as
doses de 2,5; 5,0; 10,0 e 15,0 mg/kg do carvacrol em relagao ao grupo controle. As
doses de 10,0 mg/kg e 15,0 mg/kg mostram diferenga significante entre as doses de
1,25 mg/kg e 2,5 mg/kg do carvacrol. As doses de 2,5 mg/kg e 5,0 mg/kg do
carvacrol mostram diferenga estatistica entre a dose de 1,25 mg/kg do carvacrol. Os
dados da ANOVA mostram F532= 30,19 e p<0,0001. No painel C observamos o
efeito do carvacrol sobre os valores da pressao diastdlica, com queda aproximada
de 80 mmHg, havendo significancia estatistica em relagédo ao grupo controle a partir
de dose de 2,5 do carvacrol. Os grupos que receberam as doses de 5,0 mg/kg, 10,0
mg/kg e 15,0 mg/kg foram estatisticamente diferentes entre os grupos que
receberam doses de CVC de 1,25 mg/kg e 2,5mg/kg com valores de ANOVA com
Fis32= 30,19 e p<0,0001. A resposta do CVC é de natureza fugaz, mas intensa
como pode ser observado no tragado tipico da pressao pulsatil do carvacrol na dose
de 15 mg/kg descrito na figura 14.

A figura 13 mostra a agéo do carvacrol sobre a FC, sendo possivel observar o
efeito bradicardico estatisticamente significante nas doses de 5,0 mg/kg, 10,0 mg/kg
e 15,0 mg/kg do carvacrol quando comparado com o grupo controle caracterizado
como 0 de carvacrol no grafico. Contudo estas doses mostram diferenga entre as
doses de 1,25 mg/kg e 2,5 mg/kg. Os dados da ANOVA mostram F32= 30,16 e
p<0,0001.
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Figura 12. Alteracdo da PAS, PAM e PAD em animais hipertensos induzidos por tratamento crénico
com L-NAME apods injecdo endovenosa de diferentes doses de carvacrol. Os resultados séo
expressos como + EPM. * indica diferenga estatistica entre os animais tratados com cremophor e as
doses de 2,5 mg/kg (n=5), 5 mg/kg (n=5),10 mg/kg (n=6) e 15 mg/kg (n=5) do carvacrol. # Indica
diferenca estatistica significante em relagdo ao grupo tratado com CVC na dose de 1,25 mg/kg +
indica diferenca estatistica em relagao ao grupo tratado com CVC na dose de 2,5 mg/kg.
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Figura 13. Alteracdo da FC em animais hipertensos induzidos por tratamento crénico com L-NAME
apos injecdo endovenosa de carvacrol. Os resultados sao expressos como + EPM. * indica diferenca
estatistica entre os animais tratados com cremophor e as doses de 2,5 mg/kg, 5 mg/kg,10 mg/kg e 15
mg/kg do carvacrol. # Indica diferenca estatistica significante em relagdo ao grupo tratado com CVC
na dose de 1,25 mg/kg + indica diferenca estatistica em relagcdo ao grupo tratado com CVC na dose
de 2,5 mg/kg.
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Figura 14 — Tragado tipico da agdo hipotensora do carvacrol (15 mg/kg) em ratos com hipertenséo induzida por tratamento crénico com L-NAME (5 mg/100g; por 7 dias)
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6.2 EFEITO HIPOTENSOR E BRADICARDICO DO CARVACROL NO MODELO DE HIPERTENSAO

RENOVASCULAR

No grupo de animais com modelo de hipertensdo renovascular houve queda
significativa da PAS, PAM, PAD e FC apds a administragdo do CVC (Figura 15 e 16).
No painel A observamos que ha queda consideravel dos valores da pressao sistélica
nas doses de 10,0 e 15,0 mg/kg do carvacrol quando comparado com o grupo 0, que
representa o grupo controle. A queda dos valores de PAS é de aproximadamente 40
mmHg. Os dados da ANOVA mostram Fu20= 23,10 e p<0,0001. As doses de
10,0mg/kg e 15,0 mg/kg também foram diferentes, estatisticamente, entre as doses
de 1,25 mg/kg e 2,5 mg/kg do carvacrol. Na PAM, descrita no painel B, a queda foi
estatisticamente significante comparado ao grupo controle, com valores em torno de
60 mmHg, nas doses de 10,0 e 15,0 mg/kg, sendo que a dose de 15,0 mg/kg também
apresentou diferenga entre as doses de 1,25 e 2,5 mg/kg do CVC. Os dados da
ANOVA apresentaram valores de F20= 23,14 e p<0,0001. No painel C observamos
um efeito mais promissor do CVC com queda de 80 mmHg nos valores da PAD
havendo diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle nas doses de 10,0 e 15,0
mg/kg do CVC. Os dados da ANOVA ratificam as informagdes demonstrada no
grafico com F20=17,49 e p<0,0001. A intensidade da hipotensdo € descrita no
tragado tipico da pressdo pulsatil da agdo do carvacrol na dose de 15mg/kg como
pode ser observado na figura 14.

Na frequéncia cardiaca (Figura 17) observamos uma diminuigdo da FC nas
doses de 10,0 e 15,0 mg/kg, quando comparado ao grupo controle, sendo a dose de
15,0 mg/kg diferente também das doses de 1,25 e 2,5 mg/kg do carvacrol. A FC
apresenta uma queda em 200 bpm. A ANOVA mostra valores estatisticos de
F(4,20=11,10 e p p<0,0001.
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Figura 15. Alteragdo da PAS, PAM e PAD em animais com hipertensdo renovascular apds injegao
endovenosa de diferentes doses de carvacrol. Os resultados sdo expressos como + EPM. * indica
diferenga estatistica entre os animais tratados com cremophor e as doses de 2,5 mg/kg (n=4),10
mg/kg (n=4) e 15 mg/kg (n=6) do carvacrol. # Indica diferenga estatistica significante em relagdo ao
grupo tratado com CVC na dose de 1,25 mg/kg (n=4) + indica diferenga estatistica em relagdo ao
grupo tratado com CVC na dose de 2,5 mg/kg.
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Figura 16. Alteracdo da FC em animais com hipertensao renovascular apds injecdo endovenosa de
carvacrol. Os resultados sao expressos como + EPM. * indica diferenga estatistica entre os animais
tratados com cremophor e as doses de 2,5 mg/kg,10 mg/kg e 15 mg/kg do carvacrol. # Indica
diferenca estatistica significante em relagdo ao grupo tratado com CVC na dose de 1,25 mg/kg +
indica diferenca estatistica em relagao ao grupo tratado com CVC na dose de 2,5 mg/kg.
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6.3 EFEITO HIPOTENSOR E BRADICARDICO DO CARVACROL EM RATOS ESPONTANEAMENTE

HIPERTENSOS (SHR)

Em continuidade a analise das agdes do carvacrol em diferentes modelos de
hipertensdo observou-se que nos animais espontaneamente hipertensos o CVC
também altera os parametros cardiovasculares. No painel A da figura 18 verificamos
que as doses de 10,0 mg/kg e 15,0 mg/kg do carvacrol foram estatisticamente
diferentes quando comparadas ao grupo controle descrito como 0 de carvacrol com
queda dos valores de PAS em 40 mmHg. E possivel também observar que as doses
de 10,0 mg/kg e 15,0 mg/kg mostram diferenga também entre os grupos que
receberam as doses de 1,25 mg/kg e 2,5 mg/kg do CVC. A ANOVA confirma estas
observacdes com base nos valores de F(532= 6,442 e p= 0,0003. No painel B o CVC
mostra efeito consideravel nas doses de 10,0 mg/kg e 15,0 mg/kg sobre os valores
da PAM quando comparado com o grupo controle, a dose de 15,0 mg/kg ainda
mostra diferenga estatistica entre as doses de 1,25 mg/kg e 2,5 mg/kg do CVC. Os
dados da ANOVA referente a PAM mostram F 3= 8,176 e p<0,0001. Em relagéo
aos valores da PAD o painel C mostra que apenas a dose de 15,0 mg/kg apresenta
efeito hipotensor significante tanto entre o grupo controle, quanto entre as doses de
1,25 mg/kg e 2,5 mg/kg do CVC com F532=7,893 e p<0,0001. A intensidade e a
fugacidade da resposta do CVC na queda da presséo arterial na dose de 15mg/kg é

descrita no tragado tipico da pressao pulsatil na figura 20.

Em relagcéo a FC (Figura 19) observa-se que ha uma tendéncia a bradicardia
sendo apenas estatisticamente significante na dose de 15,0 mg/kg do CVC o que
pbde ser descrito através do teste da ANOVA com F s 32)= 5,285 e p= 0,0013.
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Figura 18. Alteracdo da PAS, PAM e PAD em ratos espontaneamente hipertensos apds inje¢gédo endovenosa de
diferentes doses de carvacrol. Os resultados s&o expressos como + EPM. * indica diferenca estatistica entre os
animais tratados com cremophor e as doses de 10 mg/kg (n=5) e 15 mg/kg (n=7) do carvacrol. # Indica diferenca
estatistica significante em relacdo ao grupo tratado com CVC na dose de 1,25 mg/kg (n=6) + indica diferenca
estatistica em relagédo ao grupo tratado com CVC na dose de 2,5 mg/kg (n=5)
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Figura 19. Alteragcdo da FC em ratos espontaneamente hipertensos apds injegdo endovenosa de
carvacrol. Os resultados sao expressos como + EPM. * indica diferenca estatistica entre os animais
tratados com cremophor e a dose de 15mg/kg do carvacrol. # Indica diferenga estatistica significante
em relagdo ao grupo tratado com CVC na dose de 1,25 mg/kg + indica diferenga estatistica em
relagdo ao grupo tratado com CVC na dose de 2,5 mg/kg.
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Buscando-se avaliar as possiveis diferencas entre a agdo do CVC entre os
diferentes modelos experimentais de hipertensdo cada parametro cardiovascular foi
avaliado entre os grupos como descrito na figura 21. Apds analise de variancia,
observou-se que a agao do CVC foi independente entre os grupos, ndo se havendo
diferenga significativa entre eles apesar do grupo espontaneamente hipertenso,

quando avaliado individualmente, apresentar acdo do CVC de forma mais

pronunciada.
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Figura 21: Comparacdo dos parédmetros cardiovasculares entre os modelos de hipertenséo, vascular
(L-NAME), renovascular (1R1C) e espontaneamente hipertenso (SHR) antes e depois da
administragdo endovenosa de carvacrol (15 mg/kg). ANOVA= PAS: F (2,15)= 0,128; p=0,88; PAM: F
(2,15)=0,99; p= 0,39; PAD: F (2,15)=0,53; p=0,59
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6.4 EFEITO DA ADMINISTRAGAO CENTRAL (VL) DO CARVACROL SOBRE O COMPORTAMENTO
DA INGESTAO DE SODIO E AGUA EM RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR)

Os animais SHR foram também avaliados quanto ao comportamento de
ingestao de sodio e a possivel agdo do CVC na alteragéo desta resposta. O CVC foi
administrado centralmente no ventriculo lateral nas concentracbes de 150 e
300ug/2uL. Os animais controle receberam 6leo de milho no mesmo volume. A
analise de variancia ANOVA Two-Way seguido do pés-teste de Bonferroni mostrou
que o carvacrol foi capaz de inibir a ingestao de solugéo salina de forma significante,
como mostra o painel A da figura 22, na concentragdo de 300ug/2ulL quando
comparado com 0s animais que receberam o6leo de milho a partir do tempo de
ingestao de 15min até o periodo final do experimento que correspondeu a 120min.
Em relagdo a concentragdo de 150ug/2ul a microinjegdo do CVC de 300ug/2uL
respondeu com inibicdo a partir do tempo de 30 minutos. A administracdo de CVC
nao alterou o comportamento de ingestdo de agua em nenhum dos tempos entre os
grupos como se observa no painel B como era esperado, com base nos dados ja

descritos na literatura.
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Figura 22. Papel do carvacrol no ventriculo lateral sobre o apetite por sédio em animais SHR
depletados deste ion. Os resultados estdo expressos como média + EPM. O * representa diferencga
estatistica entre os animais tratados com CVC na concentragdo de 300mg/2mL (n=8) e o grupo
controle (n=9). O # mostra diferenca estatistica na concentragao de 150mg/2mL (n=10) de CVC.
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6.5 EFEITO HIPOTENSOR DA ADMINISTRAGAO CENTRAL (VL) DO CARVACROL EM ANIMAIS
ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR)

Em relacdo ao efeito central do CVC sob os parametros cardiovasculares em
animais espontaneamente hipertensos a figura 23 mostra que a microinjegao de
CVC nas concentragcbes de 150 e 300 ug/2uL causaram hipotensdo logo em
seguida a microinje¢gdo em comparagao com o grupo controle. A analise de variancia
ANOVA Two-Way para os valores de pressao arterial seguido do pds-teste de
Bonferroni mostrou que houve interagdo entre os grupos em relagdo a variavel
tempo e droga com: interagdo tempo x droga-Fs195= 1,304 e p=0,15; tempo-
F13,105) = 3,812 e p<0,001; droga F2,15=15,36 e p=0,002. A figura 24 mostra que o
CVC nao causou qualquer alteragio estatistica sobre os valores da FC. A analise de
variancia para duas vias, seguido do pds teste de Bonferroni mostrou que nao houve
interagdo entre os grupos com interagdo tempo x droga- F (o 195=0,8648, p= 0,6;
tempo- F(13,195= 0,7743, p= 0,68; droga-F,,15=0,3153, p= 0,73.



15 -

10 -

-5 -

APressao Arterial Média (mmHg)

-20 -

75

-O Veiculo: 6leo de milho (n=7)

-¥ Carvacrol 150 ug /2uL (n=6)

& Carvacrol 300 pg/2uL (n=5)

injecao VL

201510 5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Tempo (min)

Figura 23. Papel do carvacrol no ventriculo lateral sobre os valores da pressao arterial média em
animais espontaneamente hipertensos. O * representa diferencga estatistica entre os animais tratados
com CVC na concentragéo de 150 (n=6) e 300mg/2mL (n=7) e o grupo controle (n=6).
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Figura 24. Papel do carvacrol no ventriculo lateral sobre os valores frequéncia cardiaca em animais
espontaneamente hipertensos. O * representa diferenga estatistica entre os animais tratados com
CVC na concentragao de 150 e 300ug/2uL e o grupo controle.
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7 DISCUSSAO

Os dados do presente trabalho mostram que a administracdo endovenosa do
carvacrol induz hipotensio e bradicardia nos modelos experimentais de hipertensao
por inibicdo cronica do oxido nitrico, no renovascular e na hipertensdo espontanea.
Além disso, verificamos que o carvacrol, injetado no ventriculo lateral, inibe o apetite
por sédio em animais espontaneamente hipertensos e reduz os valores de pressao
arterial sem alterar a frequéncia cardiaca.

A hipertensdo é um dos maiores fatores de risco para doencgas
cardiovasculares principalmente, porque os mecanismos fisiopatologicos que levam
ao aumento da pressao arterial sdo complexos e envolvem multiplos sistemas
bioldgicos, entre eles, a disfungao endotelial, o desbalango na producéo de espécies
reativas de oxigénio, a remodelagem arterial e a inflamacgéo vascular (MONTEZANO
et al., 2015). Apesar da grande quantidade de estudos, a fisiopatologia da
hipertensdo ainda permanece incerta, sendo bastante provavel a inter-relagdo de
diversos fatores, que juntos, contribuem para a elevagédo da pressao arterial. Entre
os parametros mais estudados estdo os fatores genéticos, principalmente no que
tange a identificagdo dos genes que participam da génese da hipertensao, os fatores
comportamentais, tais como, sedentarismo, comportamentos alimentares, como a
ingestdo de sal, singularmente em individuos com predisposicdo genética; a
obesidade que tem sido associada a alteracbes nos valores de lipideos e
intolerancia a glicose; a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia uma vez que
aumentam a atividade do sistema nervoso simpatico e a reabsorg¢ao renal de sodio;
bem como o sistema renina-angiotensina-aldosterona e o sistema nervoso simpatico
(NOBRE et al., 2013).

O uso de modelos experimentais de hipertensdo tem se tornado chave no
estudo da fisiopatologia da hipertensdo uma vez que se assemelham as
complicagdes cardiovasculares que ocorrem em humanos (SARIKONDA et al.,
2009). Entre a gama de modelos ja descritos na literatura apenas trés foram
utilizados no presente estudo: hipertensdo espontanea, (SHR- spontaneous
hipertensive rats, na sigla inglesa) os quais mimetizam a hipertensao essencial
presente em humanos; o segundo modelo foi o de inibicdo crénica de éxido nitrico e

por fim o modelo de hipertensao renovascular do tipo 1rim/ 1 clipe desenvolvido por
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Goldblatt e colaboradores em 1934, os quais se assemelham a hipertensao
secundaria presente nos humanos (FAZAN, JR; DA SILVA; SALGADO, 2001).

Os primeiros tratamentos voltados a hipertensdao datam a partir de 1876
quando foi descoberto, por Ambard, que os pacientes hipertensos apresentavam
baixa excrecdo urinaria de soédio. Em 1922, Allen, adotou a padronizagdo de dieta
com baixo teor de sodio para pacientes hipertensos. A ampliacdo das pesquisas
permitiu o desenvolvimento de farmacos que favorecessem o controle da
hipertensdo (RAMOS, 1998). Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, 70% da
populagado de paises desenvolvidos utilizam a medicina alternativa para o tratamento
de doengas (AL DISI; ANWAR; EID, 2016). O grande destaque a ser feito para
explicar o crescente uso de plantas na farmacoterapia € exatamente a complexa
composi¢do quimica presente nas plantas garantindo-lhes multiplas aplicagdes
(CARMONA,; PEREIRA, 2013). O Instituto Central de Pesquisas com Drogas dos
EUA (CDRI) avaliou aproximadamente 2000 espécies de plantas com diversidade de
acdes biolégicas que incluem, antidiabética, antibactericida, antifungica,
anticoncepcional, anti-inflamatdria, antitumoral, anithipertensiva, entre outras acdes
(FABRICANT; FARNSWORTH, 2001).

No Brasil, através da portaria do Ministério da Saude GM/MS n° 971 é criada
a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no SUS abrangendo
além da fitoterapia, a homeopatia, a medicina tradicional/chinesa/acupuntura e a
medicina antroposéfica no contexto do Sistema Unico de Saude (SUS). Esse avango
representa um incentivo a pesquisa e ao consequente desenvolvimento de farmacos
provenientes de plantas medicinais e de fitoterapicos em virtude da grande
biodiversidade existente no pais (FIGUEREDO; GURGEL, GURGEL JR., 2014).

O uso das plantas medicinais no tratamento de doencgas cardiovasculares tem
sido relatado em pacientes com hipertensdo arterial, angina, aterosclerose,
insuficiéncia venosa e arritmia. Como exemplo de plantas destinadas a este fim,
podemos citar 0 uso da raiz da Rauwolfia serpentina, rica no alcalbide reserpina,
descrita primeiramente pelos indianos em 1931, como eficaz no tratamento da
hipertensdo. A partir desta planta foi possivel a descricdo da reserpina como a
primeira droga originaria das plantas, usada em larga escala, no tratamento da
hipertensdo. A reserpina reduz o débito cardiaco, a resisténcia vascular periférica, a
frequéncia cardiaca e a secrecao de renina, sendo exatamente por isso, descrita
como agente antihipertensivo (MASHOUR; LIN; FRISHMAN, 1998).
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No presente trabalho investigou-se os efeitos cardiovasculares do carvacrol
(CVC) um monoterpeno predominante em muitos Oleos essenciais da familia
Labiateae, incluindo as espécies Origanum, Satureja, Thymbra e Corydothymyu,
sendo o maior componente da fragdo do 6leo essencial do orégano (GUIMARAES et
al.,, 2010; MELO et al., 2011). A literatura tem descrito uma ampla diversidade de
atividades bioldgicas associadas ao carvacrol, tais como: antimicrobial, antitumoral,
antimutagénica, antigenotdxica, analgésica, antiespamaddica, anti-inflamatoria,
antiparasitaria, angiogénica, antiplaquetaria, inibicdo da acetilcolinesterase,
antielastase, inseticida, antihepatoxica e hepatoprotetora, ansiolitico e
antidepressivo, além de inibir a corrente de soédio voltagem dependente
(GUIMARAES et al., 2010). E importante ressaltar, que este espectro de acdes do
CVC depende das doses utilizadas e do tipo de modelo experimental, in vivo ou in
vitro.

A descricdo dos efeitos anti-hipertensivo proveniente das plantas contribui
desta forma para o desenvolvimento de farmacos pelas industrias farmacéuticas
(LIU; HUANG, 2016; TIRAPELLI, et al., 2010). As principais classes de farmacos
anti-hipertensivos tém como principal objetivo reduzir o débito cardiaco e ou a
resisténcia vascular periférica com consequente reducao da pressao arterial. Além
disso, estes farmacos podem atuar também na inibicdo da contratilidade do
miocardio ou na reducdo da pressdo de enchimento ventricular (FOEX; SEAR,
2004). Os agentes anti-hipertensivos séo classificados conforme seu mecanismo de
acao em diuréticos; inibidores da angiotensina; antagonistas de receptores
adrenérgicos; bloqueadores do canal de calcio e vasodilatadores de agao direta
(NOBRE et al., 2013; MARTELLI; LONGO; SERIANI, 2008).

A restricdo do uso de sal na dieta foi descrita como primeira estratégia no
controle do processo hipertensivo sendo este controle, através do uso de drogas,
possivel a partir de 1950 com o desenvolvimento dos diuréticos, que sao divididos
em quatro grupos conforme o seu local de agcdo no tubulo renal entre eles tem os
diuréticos de alga, tais como a furosemida, que inibem o transporte de eletrélitos na
alca ascendente de Henle, com pronunciada ag¢ao diurética e consequente redugao
do DC, porém podem diminuir a tolerancia a glicose e aumentar a concentragcéo de
lipidios no soro (NOBRE et al., 2013; MARTELLI; LONGO; SERIANI, 2008; NIGRO;
FORTES, 2005).
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Outra abordagem terapéutica importante esta associada ao sistema renina-
angiotensina-aldosterona os farmacos atuantes neste sistema podem agir: na
secregao da renina renal; como antagonista da renina; como inibidores da conversao
de angiotensina | em angiotensina Il ou como antagonistas do receptor de
angiotensina |l. Os inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) inibem a
biossintese de angiotensina IlI, ao se ligarem ao subtipo AT1 dos receptores de
angiotensina Il, desta forma reduzindo a liberagcdo de aldosterona do coértex adrenal
com importante acao anti-hipertensiva. Um dos principais efeitos adversos
observados pelo uso de inibidores da ECA €& a tosse seca e persistente,
provavelmente associada a inibicdo da cininase Il, e muito menos comum o
angioedema das membranas mucosas, podendo ocasionar um processo anafilatico
(OIGMAN; FRITSCH, 1998).

Além disso, observa-se também o uso de medicamentos que agem
diretamente no sistema nervoso central inibindo a atividade de grupos neuronais
envolvidos no controle da pressao arterial. Entre eles, temos os bloqueadores
adrenérgicos que foram descritos inicialmente em 1958, que atuam reduzindo a
contratilidade do miocardio, bem como sobre a frequéncia e débito cardiaco,
principalmente por exercerem seus efeitos sobre os receptores beta adrenérgicos
presentes no complexo justaglomerular reduzindo desta forma a secre¢&o de renina
com consequente redugdo dos niveis circulantes de angiotensina Il, contudo, uma
suspensdao de forma brusca do uso destes medicamentos esta associado a
taquicardia, angina de peito e infarto do miocardio (NOBRE et al., 2013; MARTELLI;
LONGO; SERIANI, 2008; TIBIRICA; LESSA, 2005).

Apods os experimentos de Ringer em 1883, em coracéo isolado, foi observado
que o ion calcio era fundamental para a manutencdo da atividade celular sendo
posteriormente observada a sua importancia no processo de contracdo muscular. O
estudo farmacolégico de dilatadores coronarios favoreceu a descoberta dos
antagonistas dos canais de calcio (GODFRAIND, 2017). Os estudos de
eletrofisiologia mostram que os antagonistas dos canais de calcio tém sua agdo com
maior efetividade sobre os canais de calcio do tipo L, abundantes tanto na
musculatura cardiaca quanto no leito vascular, controlando a passagem do ion
calcio com consequente reducio da entrada deste ion e reduzindo o tdnus vascular,
mais precisamente nos leitos arteriais, sendo por isso, também utilizado como
agente anti-hipertensivo (GODFRAIND, 2017; NOBRE et al., 2013; MARTELLI;
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LONGO; SERIANI, 2008). Como efeito adverso estes bloqueadores podem levar a
uma excessiva vasodilatacdo, depressado cardiaca ou aumento proeminente da
atividade simpatica (NOBRE et al., 2013; MARTELLI; LONGO; SERIANI, 2008).

O grande problema na farmacoterapia da hipertensdo € a perda da eficacia
dos medicamentos, a necessidade da politerapia e os efeitos adversos. Nossos
estudos foram pautados no entendimento de mais um possivel contribuinte para o
tratamento da hipertensdo no futuro, que possa apresentar menos acdes adversas,
que foi o carvacrol um monoterpeno altamente lipofilico com diversidades de acdes
biolégicas que podem reduzir os impactos da hipertensdo, tais como, agao
antioxidante e efeito anti agregante plaquetario ao favorecer a diminuigdo dos niveis
de tromboxano A2 nas plaquetas (ALAGAWANY, et al., 2015; KARKABOUNAS, et
al., 2006). Os dados do presente estudo contribuem, para o conhecimento das
acgdes biolégicas do CVC mostrando o seu efeito hipotensor e bradicardico e efeito
inibitério sobre o apetite por s6dio em modelos experimentais de hipertensao que
simulam a hipertensdo presente em humanos. E desta forma, posteriormente este
monoterpeno, talvez, possa ser utilizado como mais uma ferramenta farmacoldgica,
importante, no tratamento da hipertensao.

No presente trabalho os resultados mostram que no modelo de hipertenséo
vascular experimental induzido pelo tratamento crénico com L-NAME o CVC,
injetado de forma endovenosa, apresentou efeito hipotensor e bradicardico. Neste
modelo de hipertensao a inibicdo da producédo dos fatores relaxantes derivados do
endotélio, mas precisamente o 6xido nitrico, funciona como mecanismo chave na
génese desta hipertensdo, sendo descrito como mecanismo de disfun¢cdo endotelial
(KOPINCOVA; PUZSEROVA; BERNATOVA, 2012).

A enzima NOS-sintase oxida o aminoacido L-arginina formando o NO, que por
sua vez, favorece a sintese do Guanosina 3°, 5'-ciclica monofosfato (GMPciclico)
com consequente desfosforilacdo da cadeia leve de miosina levando a diminuigao
da concentragcdo citosdlica de calcio e relaxamento da musculatura vascular
(LINDER et al., 2005; SHARMA et al., 2012). A inibicdo da agcado da NO-sintase pelo
L-NAME aumenta a atividade do sistema simpatico e do sistema renina-
angiotensina-aldosterona promovendo uma hipertensao persistente e progressivo
dano no sistema cardiovascular e renal, tanto em modelos animais, quanto em

humanos (ZHOU; FROHLICH, 2007). A hipertensdo experimental em ratos pode ser
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induzida pelo tratamento crénico com L-NAME, em média por 7 dias, sendo utilizada
administracdo orogastrica na concentracdo de 5mg/0.1ml/100g/peso. Esta
hipertensdo é associada a vasoconstriccao renal, com consequente diminuicdo da
taxa de filtracdo glomerular e aumento da pressao glomerular sendo acompanhada
de aumento dos niveis de albumina na urina, glomeruloesclerose e fibrose intersticial
(JOVER; MIMRAN, 1993). De acordo com Salgado et al., (2009) neste modelo de
hipertensdo nos primeiros dias de tratamento ja € possivel observar rapida elevagao
da pressao arterial, a qual € dependente da dose de L-NAME administrada com
valores de pressao sistélica em torno de 160 mmHg. Verifica-se nesta hipertensao
experimental anormalidade no relaxamento vascular dependente do endotélio em
vasos de condutancia e em vasos de resisténcia (CREAGER, RODDY, 1993).

Park; Kario; Wang (2015), em recente revisdo, mostram que varios estudos
associam a disfungcdo endotelial com hipertensao, incluindo alteracdo dos fatores
vasoconstricotores e diminuigao da biodisponibilidade de NO. Schlaich et al., (2004)
estudando individuos normotensos, mas com predisposi¢do genética a hipertenséo
e individuos hipertensos observaram que o transportador de L-arginina, fator
importante na sintese do NO, apresenta alteracdo nesses dois grupos. NoOssos
dados mostraram que a acdo do CVC no modelo de hipertensao induzido pelo
tratamento crénico com L-NAME, reduziu em até 80mmHg os valores da presséo
diastdlica, levando-nos a inferir que sua agao hipotensora possa envolver a
alteracdo da fungcao endotelial. Estes dados estdo de acordo com o encontrado o
trabalho de Dantas et al., (2015), onde é observado que em ratos normotensos o
relaxamento vascular da artéria mesentérica superior, in vitro, apos incubacdo com
CVC ocorria via inibicao do influxo de calcio em parte associado aos canais TRP. em
outro estudo observou-se que que a acdo vasodilatadora endotelial do CVC nas
artérias cerebrais esta associado ao influxo de calcio via canais TRPV3 causando
hiperpolarizagdo da membrana da célula muscular lisa confirmando o papel da
disfuncdo endotelial na génese da hipertensdo uma vez que tem como principal
acao a diminuicdo da produgcdo de substancias vasodilatadoras (EARLEY;
GONZALES; GRACIA, 2010). Apesar dos mecanismos de agdo nao terem sido
testados no presente trabalho, podemos inferir a importante acdo do CVC na
hemodindmica uma vez que causa queda da pressao arterial diastélica com A de -77

+ 11mmHg sugerindo seu efeito vasodilatador.
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Nossos dados também mostraram que o CVC, foi capaz de induzir resposta
bradicardica severa com queda em torno de com A 296 + 37 bpm no modelo de
hipertensdo induzido pelo tratamento crénico com L-NAME, Dantas et al (2015)
também sugere que em animais normotensos o CVC causa bradicardia de forma
direta sobre o coragdao também com possivel envolvimento dos canais TRP.
esperava-se que apdés a acdo hipotensora do carvacrol, como resposta reflexa,
houvesse uma inibigao tonica da atividade simpatica para a regidao dos vasos e do
coragcdo, com aumento da atividade vagal e consequentemente uma taquidicardia
reflexa para que houvesse o retorno dos valores normais da pressado arterial,
contudo, observamos tanto um processo hipotensor quanto um processo
bradicardico, o que pode nos levar a deduzir que o CVC possa agir diretamente
sobre o coracdo com acao também na atividade dos barorreceptores, contudo estas

hipoteses ndo foram testadas havendo a necessidade de estudos adicionais.

Em um segundo modelo de hipertensao investigado no presente trabalho
demonstrou-se que o CVC endovenoso induz hipotensdo e bradicardia em ratos
com hipertensao renovascular 1 rim/1 clipe. A hipertensao do tipo 1R-1C, tem inicio
com a estenose da artéria renal esquerda, por ser de mais facil visualizagdo, com
consequente retirada do rim contralateral, levando a diminuicdo da taxa de filtragao
glomerular e aumento da pressao arterial. O aumento da pressao arterial ocorre via
mecanismos homeostaticos regulatérios em relagdo ao volume plasmatico com
aumento do DC e da RPT (HALL, 1991). A hipertensdo do tipo 1R-1C ¢é
caracterizada pela expansao do volume plasmatico, decorrente da retencdo de
sédio, inicialmente o fluxo sanguineo no rim com estenose arterial é reduzido com
um rapido aumento da atividade da renina plasmatica com transiente retencédo de
sodio, além disso, ocorre aumento dos niveis de norepinefrina sendo associada ao
aumento da atividade simpatica (PICKERING, 1989; HALL, 1991).

As alteragbes na circulagdo de renina, Al, All podem induzir vasoconstrigdo
arterial, hipertrofia cardiaca e vascular contribuindo para o desenvolvimento de
complicagdes renais e cardiovasculares (MASCOLO et al., 2017). O SRAA tem
acgao, tanto central, quanto periférica. A nivel central a ativacido dos receptores da
AT1 pode levar a liberacdo de noradrenalina e na periferia a ativagao dos receptores
AT1 tem acdo direta sobre as células musculares lisas vasculares e favorece a
vasoconstricdo (CHAPPELL, 2015; GUIMARAES; PINHEIRO, 2005). No modelo de
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hipertensdo renovascular o aumento da All ativa diferentes areas do encéfalo
incluindo o bulbo ventrolateral rostral, o nucleo paraventricular e o nucleo supradtico.
Segundo Campos et al., (2015), esta atividade da All pode explicar o aumento da
atividade simpatica neste modelo de hipertensdo. A All também tem importante
contribuicdo para manutengdo da pressdo sanguinea em situagbes onde ha
alteracao do volume extracelular, tais como, processos hemorragicos e desidratagéo
(MENDOZA-TORRES et al, 2015; HALL, 1991). Como no presente estudo
verificamos que neste modelo de hipertensdo, com base nos dados descritos na
literatura, ha uma dependéncia do sistema renina-angiotensina-aldosterona sendo
possivel sugerir que o CVC module e ou interfira na agdo vasoconstritora da All
desde que foi observada queda proeminente da PAD de -69+8 mmHg.

E importante destacar que no contexto da fisiopatologia da hipertensao renal
em humanos, pacientes com hipertensdo renal apresentam alteracdes da fungao
simpatica cardiaca (JUNG; LEE; KIM, 2004). Esta associacéo entre a disfungdo do
sistema nervoso simpatico e manutencao do processo hipertensivo datam desde a
década de 1940 quando se mostrou que a simpatectomia lombar e ressec¢ao
esplanica poderiam ser empregadas no tratamento da hipertensao (CAMPOS et al.,
2015). Diversos trabalhos tém associado a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), gerados pela redugéo incompleta do oxigénio molecular na cadeia
respiratoria, com a fisiopatologia da hipertensao. A All age sobre a NADPH oxidase
favorecendo a producgao do anion superéxido O, que reduz a biodisponibilidade de
NO aumentando a vasoconstricdo. Verificou-se adicionalmente que os anions
superoéxidos (O2) funcionam como importantes mensageiros intracelulares para a
resposta da All em nivel central favorecendo a sua atividade simpatoexcitatoria.
Sendo esta agéo garantida pelo aumento da resposta dos canais de calcio voltagem
dependente com consequente diminuicdo da resposta dos canais de potassio,
resultando em maior descarga neuronal no SFO, PVN e RVLM sendo esta alta
excitagcao simpatica um dos fatores da fisiopatologia da hipertensdo (CHAN; CHAN,
2012; OLIVEIRA-SALES et al., 2008; MENDOZA-TORRES et al., 2015).

Oliveira-Sales et al (2008) demonstraram que na hipertensao renovascular do
tipo 2R-1C ha uma excessiva produc¢ado de ROS no RVLM que inibe os antioxidantes
endodgenos, tais como a glutationa, tendo um papel importante na manutengao dos
altos valores de pressdo e no aumento da atividade simpatica, e que a

administracdo de vitamina C, um agente antioxidante, reduz os valores da presséo
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sanguinea neste modelo hipertensivo. Podemos sugerir desta forma, que outra
possivel agao do CVC na resposta hipotensora seja via inibicao da atividade da All,
que pode esta associada a sua agdo antioxidante, como mostra Samarghandian et
al., (2016) onde o tratamento com CVC favorece o aumento na quantidade de
espécies antioxidantes no cérebro, figado e rins de animais submetidos ao estresse
de restri¢ao.

Nossos dados também demonstraram que o CVC foi capaz de induzir
bradicardia no modelo de hipertensdo renovascular. Sabe-se que o controle da
pressdo arterial envolve tanto, mecanismos de regulagdo que operam a curto
quanto, a longo prazo sendo o barorreflexo o principal mecanismo de controle a
curto prazo (SANTOS; HAIBARA, 2002). E que tanto em modelos animais, tais como
o renovascular, quanto em humanos ha uma atenuacao desta resposta durante o
processo hipertensivo o qual foi comprovado pelos estudos de Tsyrlin et al (2013) os
quais mostraram que a elevacdo da pressao arterial sistdlica no modelo de
hipertensdo renovascular do tipo 2R/1C esta associada a diminuicdo da
sensibilidade da resposta barorreflexa. Em relacédo a resposta bradicardica podemos
sugerir que o CVC esteja atuando sobre barorreflexo, sendo necessario a
desnervacao sino adrtico para melhor caracterizagao.

Estudos com outros produtos derivados de plantas também mostram efeitos
cardiovasculares importantes como exemplo, podemos citar o trabalho de Choi et
al., (2016) que avaliaram a ac&o da quecertina, um flavanoide comum em vegetais,
frutas e vinho, promove relaxamento nos anéis da aorta em animais com
hipertensdo renovascular. Amat et al., (2014) estudando a Dioscorea opposita
Thunb, também conhecida como inhame chinés, em animais com hipertensdo 2R-
1C observou-se redugdo da pressdao sanguinea e prevengao da hipertrofia
ventricular no modelo de hipertensdo 2R-1C. Guimaraes et al., (2015) mostraram
que em animais com hipertensdo renovascular 2R-1C o tratamento com
atorvastatina e sildenafila previnem a hipertrofia aértica causada por este modelo de
hipertensdo provavelmente devido a diminuicdo do TGF3 e das metaloproteinases,
fatores importantes no processo de deposicdo de colageno durante o
desenvolvimento da hipertensdo. Ainda segundo estes autores estas drogas
aumentam a biodisponibildade de NO e GMP ciclico favorecendo a melhora do
quadro clinico. Sendo assim, o CVC, mediante as suas acdes sobre o modelo

renovascular do tipo 1R-1C tanto na pressao arterial, quanto na frequéncia cardiaca,
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pode ser também promissor para a melhora do quadro clinico da hipertensdo, com
necessidade de mais estudos que clarifiguem as suas agoes.

No terceiro modelo experimental de hipertensdo estudado, hipertensao
espontanea (SHR), verificamos que o CVC também causou hipotensdo e
bradicardia. Esta linhagem de ratos apresenta caracteristicas comuns a hipertensao
essencial que ocorre em humanos. Burgi et al., (2011) verificaram haver aumento da
atividade da enzima tirosina hidroxilase no cértex renal e no ventriculo esquerdo dos
animais SHR. Além disso, observa-se nestes animais elevagao da resisténcia
periférica vascular (TRIPPODO; FROHLICH, 1981), aumento do débito cardiaco e
hipertrofia cardiovascular (NICOLANTONIO, et al., 2005), disfungdo do sistema
nervoso autbnomo, associado ao aumento da atividade simpatica e diminuicdo da
resposta parassimpatica, além de exagerada resposta inflamatéria sendo implicada
na patogénese da hipertensao (ZUBCEVIC et al., 2014). Nesse contexto Wang et
al., (2015) observaram que na 8°, 16° e 24° semana os animais SHR apresentam
aumento da densidade de canais de potassio nas células linfocitarias (Kv1.3) os
quais estdo associados a ativagdo da resposta imune ao regular a agdo dos
linfécitos. McCarthy et al (2015) observaram que nos animais SHR o receptor “Toll-
Like 9" & elevado favorecendo o aumento da pressdo sanguinea e disfungao
endotelial nestes animais, uma vez que estes receptores estdo associados a
diminuicdo da atividade da ATPase de calcio do ret[iculo sarcoplasmatico

favorecendo o aumento da concentracao citossolica deste ion.

Nossos dados mostraram que o CVC é capaz de diminuir tanto a pressao
arterial quanto a frequéncia cardiaca em SHR. Landa et al., (2009) mostraram que o
CVC é capaz de inibir a atividade da COX-2 in vitro , enzima importante na
biossintese no acido araquidénico na cascata inflamatéria, Gholijani; Amirghofran
(2016) mostraram que o CVC e o timol inibe a resposta imune antigeno-especifica
das células Th-helper em camundongos tratados previamente com ovoalbumina.
Diante da atuagédo do CVC como importante agente antinflamatério e considerando a
importante associacado entre a resposta imune e o processo hipertensivo uma outra
hipotese explicativa € que o CVC possa inibir o sistema imune, consequentemente
reduzido a resposta inflamatéria vascular com acéo vasodilatadora, contudo devido
a fulgacidade da resposta do CVC seria necessario estudo crénico com o CVC para

verificagcao desta hipotese.
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Nossos dados também demonstraram que a acdo do CVC n&o foi restrita
apenas a pressao arterial, mas também favoreceu uma bradicardia no modelo SHR.
Sapru e Wang (1976) mostram em seu artigo que os animais SHR apresentam
redefinicdo dos barorreceptores aorticos achados esses que foram posteriormente
confirmados por Valenti et al (2009) que mostraram haver diminuicdo da
sensibilidade do barorreflexo em ratos SHR comparados ao seu controle Wistar
apos teste com fenilefrina. A literatura também tem demonstrado que esta resposta
diminuida do barorreflexo esta associada a producdo de espécies reativas de
oxigénio em animais SHR e na hipertensdo renovascular (GUIMARAES;
CARVALHO; BRAGA, 2012). O qual pbéde ser confirmado apds o uso do oleo de
coco combinado com exercicio fisico, em animais SHR, com melhora da
sensibilidade barorreflexa apds reducado da producdo de espécies reativas de
oxigénio (ALVES et al., 2014). Considerando que o CVC apresenta acgdes
antioxidantes podemos sugerir que a ac¢ao bradicardica do CVC, nos animais SHR,
envolva a diminuigdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio e desta forma
modulando o sistema barorreflexo , contudo esta hipétese nao foi testada havendo

necessidade de estudos adicionais.

Buscando-se verificar se a agdo do CVC era diferenciada entre os trés
modelos de hipertensdo avaliamos a variagao percentual dos valores de pressao
sistdlica, diastdlica e pressao arterial média, apds administracido do CVC na dose de
15mg/kg sendo possivel observar que a agcao do CVC foi independente entre os
grupos ndo havendo diferenga estatistica entre os mesmos. Mostrando que a causa
da hipotensdo e da bradicardia nos trés modelos de hipertensdo estudados sé&o

semelhantes entre si.

A ingestdo de sal também esta fortemente associada ao desenvolvimento
doengas cardiovasculares e a maior morbidade e mortalidade, sendo importante
fator de contribuicdo para o desenvolvimento da hipertensdo, principalmente em
hipertensdo sensivel a ingestdo de sal onde ha aumento da atividade simpatica e
aumento da resisténcia periférica vascular total (STOCKER; MADDEN; SVED,
2010). Diversos trabalhos que mostram que SHR, apds deplecdo de sodio,
apresentam consumo maior de sal, quando comparados com o0s animais
normotensos (COOK; MOE, 1989). Ainda no mesmo estudo mostrou-se que este

aumento da ingestdo de sédio parece ser independente dos valores da presséo
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sanguinea bem como do déficit de ion sodio. Os animais SHR comegam a
apresentar predilecdo as solugdes salinas a partir de duas semanas de idade
(COOK; MOE, 1989).

O apetite por sodio € uma condigao fisioldégica importante para a manutengcao
da homeostasia eletrolitica o qual pode ser experimentalmente induzido através da
utilizacdo de um diurético, a furosemida (LUNDY JR, et al., 2003). Este
procedimento experimental foi utilizado neste trabalho no protocolo de ingestdo de
sodio em SHR, buscando-se avaliar a acdo central do CVC sobre o apetite por
sédio. Observou-se inibicdo do comportamento ingestivo de solugdo salina nos
animais SHR induzido pela administragao central do CVC.

A Organizagao Mundial de Saude recomenda uma ingestdo diaria de soédio
menor que 5 gramas por dia, contudo em muitos paises do mundo a quantidade
consumida gira em torno de 9-12 gramas por dia, sendo este consumo associado ao
aumento da pressao sanguinea, favorecendo a mortalidade decorrente de doencgas
cardiovasculares (RUST; EKMEKCIOGLU, 2016). Os modelos animais de
hipertensdo genética sdo frequentemente utilizados para melhor caracterizagdo da
hipertensdo sensivel ao sédio, sendo o modelo mais comum o dos ratos
espontaneamente hipertensos, vale ressaltar que este modelo ndo € considerado de
hipertensao sensivel ao sal. A elevacédo da PA neste modelo pode estar associada a
diminuicdo da regulagcdo do sédio plasmatico e ao aumento do ténus vasomotor
(RASSLER, 2010).

Segundo Nicolantonio (2004) os animais SHR s&o um dos poucos modelos
experimentais que exibem predilecdo espontanea e genética por solugédo salina a
qual nédo esta associada ao déficit de ions sédio no organismo. Esse aumento na
predilecdo por soédio nos animais SHR, conforme Pereira-Derderian (2010) leva a
uma hiperatividade do SRAA central com consequente aumento da expressividade
de c-Fos em areas encefalicas facilitatorias associadas que controlam a ingestao de
solucédo salina hipertbnica. Sabe-se que em animais SHR a predilecao pelo apetite
por sodio, envolve alteragdes nas concentracbes de noradrenalina, tanto no
hipotalamo, quanto nos tecidos periféricos (ELY, 1997). Os trabalhos tém também
demonstrado que esta preferéncia ndo esta associada ao fator hipertensivo, sendo,
entdo, o comportamento exagerado por sodio e o processo hipertensivo co-fixados

de forma independente durante o processo endogamico. A nossa hipbtese € que a
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acao inibitéria do CVC seja via inibigdo central do SRAA e consequentemente
inibindo o apetite por solugéo salina hiperténica.

A literatura tem demonstrado que o CVC apresenta efeito central com
propriedades ansioliticas via sistema GABAérgico (PIRES et al., 2015), Mechan et
al., (2011) observaram também a agao central do CVC na inibicdo da recaptagao de
neurotransmissores monoaminérgicos de forma dose-dependente em camundongos.
Desta forma, pode-se inferir que a resposta inibitéria do CVC sobre o
comportamento ingestivo de sodio esteja associada a alteragdo da noradrenalina e
SRAA central, ja que estes fatores s&o alterados neste modelo de hipertensdo, como
mostram os dados da literatura. Contudo, sdo necessarias mais investigagbes para
esclarecer se realmente este € o mecanismo de agdao do CVC no sistema nervoso
central no comportamento do apetite por sodio.

Verificou-se também que no modelo de hipertensdo espontanea o CVC,
injetado intracerebroventricularmente, foi capaz de reduzir os valores da pressao
arterial sem alteracdo significante dos valores da frequéncia cardiaca. Joca et al.,
(2012) observaram que o CVC pode bloquear os canais de Na® em neurdnios
periféricos inibindo a excitabilidade neuronal, sendo este bloqueio dependente da
concentragdo do CVC. Yu et al. (2012) demonstraram que a injegao
intracerebroventricular de CVC no modelo de isquemia de reperfusdo cerebral
diminui o déficit neuroldgico sugerindo um efeito neuroprotetor.

A literatura tem também demonstrado o efeito central do CVC com acéo
antidepressiva, Melo et al.,, (2010) mostraram que administracdo oral do CVC em
camundongos diminui o tempo de imobilidade no teste do nado forgado, desse modo
observou-se ser um efeito dependente do sistema dopaminérgico. O CVC, devido a
sua capacidade lipofilica, apresenta agao anticonvulsivante na regido hipocampal de
camundongos e parece que este efeito esteja associado a diminuigdo na produgéo
de radicais livres. (PIRES et al., 2014).

Com bases nos dados da literatura podemos sugerir que o efeito hipotensor
central do CVC, observado no presente trabalho, seja via alteragdo de monoaminas
centrais o que levaria a diminuicdo da atividade simpatica e consequentemente a
reducdo dos valores de pressio arterial. Diferente do que foi observado na acéao
endovenosa do CVC, a administragcao central do CVC no ventriculo lateral, ndo
alterou os valores da frequéncia cardiaca, causando apenas efeito hipotensor.

Dados da literatura sugerem que as vias de controle da pressédo arterial e da
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frequéncia cardiaca s&o diferenciadas no sistema nervoso, como mostra Dampney
(1994) ao indicar quatro classes neuronais envolvidas no controle cardiovascular
central entre elas, o neurbnio motor preganglionar autonédmico que controla a
frequéncia cardiaca e areas como o bulbo ventrolateral rostral com papel crucial na
regulacdo da pressao sanguinea. Desta forma, podemos inferir que a agao central
do CVC esteja apenas associada as regides que controlam a pressao arterial.
Contudo, para esclarecer melhor o mecanismo de agao do CVC no sistema nervoso
central é necessario estudos adicionais.

Em sintese nossos dados demonstram que o CVC injetado de forma
endovenosa induz hipotensdo e bradicardia nos modelos de hipertensdo por
disfuncdo vascular, no renovascular € na hipertensdo espontinea. Verificamos
também, que o CVC inibe o comportamento do apetite por sddio e a pressao arterial
em animais espontaneamente hipertensos, apés administragdo no ventriculo lateral.
E possivel que no futuro, apds esclarecimento dos mecanismos de acdo do CVC,
este possa ser empregado como importante agente anti-hipertensivo,
principalmente, devido as suas multiplas agdes bioldgica, ja descrita na literatura,
tais como antiinflamatério, antiplaquetario e antioxidante, além dos efeitos

demonstrados no presente estudo.
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PERPESCTIVAS DE ESTUDOS FUTUROS

* Modificacdo da estrutura por encapsulamento do CVC para favorecer a sua
maior biodisponibilidade, visto o efeito fugaz nas suas ag¢des sob a forma

natural.

* Desenvolvimento de formas de apresentacdo do CVC em capsulas
gelatinosas, devido ao seu efeito irritante na mucosa oral possibilitando a sua

utilizacdo na clinica médica por via oral.

- Verificar os possiveis mecanismos de atuacdo do CVC nas suas respostas

cardiovasculares e no comportamento do apetite por sédio por seguintes vias:

* Verificar se o CVC altera a disponibilidade dos niveis de calcio na célula

muscular vascular nos trés modelos de hipertenséo estudados.

* Verificar se o CVC apresenta acido vasorrelaxante dependente da acéao

antioxidante no modelo renovascular de hipertensdo e SHR.

* Verificar se o CVC altera a distribuicdo e a atividade dos receptores de

Angiotensina nos modelos renovascular de hipertensao e em SHR.

* Verificar se o CVC altera a atividade do sistema nervoso simpatico nos

modelos de hipertensao renovascular e em SHR.

* Verificar se o CVC altera a resposta barorreflexa nos trés modelos de
hipertensao estudados.
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