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Resumo

O carvacrol, um monoterpeno fendlico encontrado nos 6leos essenciais de diversas
plantas do género Origanum, ja demonstrou causar hipotensdo e vasodilatagdo em
diferentes leitos vasculares de ratos normotensos, porém, seu efeito em ratos
hipertensos ainda nao foi elucidado. O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos
cardiovasculares do carvacrol em ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e
comparar com normotensos Wistar, utilizando ensaios farmacolégicos in vitro (estudos
funcionais e celulares) e in vivo. Nos ensaios funcionais in vitro, anéis de artéria
mesentérica superior isolada de animais hipertensos € normotensos foram pré-
contraidos com FEN (1uM) e o efeito de carvacrol (108-10*M) foi observado. Em SHR,
este monoterpeno induziu vasodilatacdo dependente de concentragdo (pD,=5,13 %
0,05; Enax=115,14 £ 5,46%; N=8) e, apods a remogao do endotélio funcional, a poténcia
da droga foi alterada significantemente (pD,=4,91 + 0,05 N=9; p<0,01), sugerindo que
a resposta vasodilatadora induzida por carvacrol, provavelmente, envolve uma via
dependente e outra independente do endotélio vascular, porém, esta ultima parece ser
a majoritaria e, por isso, os ensaios seguintes foram realizados na auséncia do
endotélio vascular. Interessantemente, quando comparada com animais normotensos,
a poténcia farmacolégica de carvacrol foi reduzida significantemente (pD,=4,91 % 0,05;
N=9; p<0,05). Em anéis de ratos hipertensos, carvacrol reduziu o influxo de Ca*" por
canais Ca, tipo-L, SOC e ROC, estes resultados foram semelhantes aos obtidos em
ratos normotensos. Em ratos hipertensos, mas ndo em normotensos, a poténcia
farmacolégica do carvacrol em anéis pré-contraidos com FEN e na presenga de
diferentes inibidores de canais TRP (ion Gd**, 10°M; 2-APB, 10°M ou 10°M; BCTC,
2uM; 9-fenantrol, 10°M; ou HC03003-1, 10°M), foi reduzida em relagdo ao controle na
auséncia destes bloqueadores, sugerindo que o0s canais sensiveis a estes
bloqueadores (TRPC1-7, TRPM2, M4 e TRPM8, TRPV1 e TRPA1), provavelmente,
estdo participando dos efeitos vasculares mediados por carvacrol e podem estar
envolvidos no processo hipertensivo. Em estudos de patch-clamp em células de artéria
mesentérica dispersas de ratos hipertensos, carvacrol (300uM) reduziu as correntes
de entrada de Ba® por Ca, tipo-L e este efeito foi semelhante em ratos normotensos.
Além disso, em células de ratos hipertensos, o Mg?* (2,5mM), bloqueador do TRPM6 e
TRPMY7, reduziu as densidades de ltrpm de entrada e saida, assim como carvacrol
(100uM e 300uM), na auséncia ou presenca do 2-APB (100uM), bloqueador de
TRPM7. A presenca do 2-APB provocou inibicdo adicional nas densidades de ltrpy
pelo carvacrol (100uM, mas ndo 300uM). Altas concentragdes intracelulares de Mg?*
reduziram the magnitude of ltrpy7. FOi evidenciado que a ltrpm NO controle € menor em
ratos hipertensos que em normotensos. Estes dados obtidos e os relatados na
literatura sdo sugestivos para provavel inibicdo de ltrpmy por carvacrol em células
mesentéricas nativas. O efeito anti-hipertensivo do carvacrol foi avaliado por
administragdo via orogastrica (50mg/kg/dia) durante 20 dias foi capaz de reduzir a
pressdo arterial média dos animais SHR tratados, no 20° dia do tratamento. O
tratamento subcrénico com carvacrol nao alterou os pesos cardiaco e corpéreo, nem a
reatividade vascular. Em conclusdo, esses dados sugerem que carvacrol possui
atividade anti-hipertensiva em animais SHR, que pode ser devido ao seu efeito
vasodilatador em anéis de artéria mesentérica superior isolada, provavelmente, por
inibigao do influxo de Ca®* por Ca, tipo-L, ROC, SOC e/ou canais TRPC1, 3 ou 6, além
da inibicao de correntes tipo-TRPM7 em midcitos mesentéricos.
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Abstract

The carvacrol, a phenolic monoterpene found in the essential oils of various plants of
the genus Origanum, has been shown to cause vasodilation and hypotension in
different vascular beds of normotensive rats, however, its effect in hypertensive rats
has not yet been elucidated. The objective of this study was to investigate the
cardiovascular effects of carvacrol in spontaneously hypertensive rats (SHR) and
compare with normotensive Wistar, using pharmacological assay in vitro (functional
and cell) and in vivo. In functional assays, mesenteric artery rings isolated from
normotensive and hypertensive rats were pre-contracted with FEN (1uM) and the effect
of carvacrol (10%-10°M) was observed. In SHR, the monoterpene induced
concentration dependent vasodilation (pD,=5.13 + 0.05, E,=115.14 £ 5.46%, N=8)
and, after removal of the functional endothelium, the pharmacological potency of the
drug was significantly changed (pD,=4.91 £ 0.05; N=9, p<0.01), suggesting that the
vasodilation induced by carvacrol probably involves another vascular endothelium
dependent and independent mechanism, however, the latter seems being the majority,
and therefore, the following tests were performed with removed endothelium.
Interestingly, when compared to normotensive animals, the pharmacological potency
carvacrol was reduced significantly (pD, =4.91+ 0.05; N= 9, p<0.05). In rings of SHR,
carvacrol reduced Ca*" influx through L-type Ca,, ROC and SOC channels, these
results were similar to those obtained in normotensive rats. In hypertensive rats, but
not in normotensive, the pharmacological potency of carvacrol in pre-contracted rings
and in the presence of different inhibitors TRP channels (ion Gd**, 10°M, 2-APB, 10°M
or 10°M; BCTC , 2uM; 9-fenantrol, 10°M, or HC03003-1, 10°M) was reduced when
compared to the control in the absence of these blockers, suggesting that these
sensitive channels to blockers (TRPC1-7, TRPM2, M4 and TRPM8 , TRPV1 and
TRPA1) probably are participating in the vascular effects mediated by carvacrol and
may be involved in hypertension. In patch clamp studies, dispersed cells of mesenteric
artery of hypertensive rats, carvacrol (300uM) reduced Ba** currents by Ca, L-type and
this effect was similar in normotensive rats. In addition, in myocytes of hypertensive
rats, Mg®* (2.5 mM), TRPM6 and TRPM7 blocker, reduced both inward and outward
Itrem densities, as carvacrol (100uM and 300uM) in the absence or presence of 2-APB
(100uM), TRPM7 blocker. The presence of 2-APB caused additional inhibition in
densities of ligpm by carvacrol (100pM but not 300uM). High concentrations of
intracellular Mg?* reduced the magnitude of TRPM7-like current. It was shown that the
Itrem in control is lower in hypertensive rats than in normotensive. These data obtained
and reported in the literature are suggestive that carvacrol to inhibit ltrpmz in native
mesenteric cells. The antihypertensive effect of carvacrol was evaluated during 20
days by orogastric administration (50mg/kg/day). The monoterpene was able to reduce
the media arterial pressure on the 20th day of treatment of SHR treated. The
subchronic treatment with carvacrol did not change the heart and body weights, nor
vascular reactivity. In conclusion, these data suggest that carvacrol possesses
antihypertensive activity SHR, which may be due to its vasodilating effect on rings
isolated mesenteric artery probably by inhibition of Ca?* influx by Ca, type-L, ROC SOC
and/or TRPC1, 3 or 6 channels, besides inhibition in ltrpm7 myocytes mesenteric.
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Lista de Abreviaturas

ACh - acetilcolina

BKca — canais para potassio sensiveis ao calcio de grande condutancia
Ca, - canal de célcio operado por voltagem

CMLYV — célula muscular lisa vascular

CEsp — concentracao de uma substancia que induz 50% do efeito maximo
CGRP - peptideo relacionado ao gene da calcitonina
CsCl — cloreto de césio

DAG - diacilglicerol

DC — débito cardiaco

DCV - doencgas cardiovasculares

DMSO - dimetilsufoxido

Emax - efeito maximo induzido pela droga

FC - frequéncia cardiaca

FEN — fenilefrina

HA — hipertensao arterial

HEK - embrionaria do rim humano

Iga — corrente de bario

ltrpm - corrente tipo TRPM

ltrPMeTRPM? - COrrente tipo TRPM6/TRPM7

ltrpm7 — corrente tipo TRPM7

IP5 — trifosfato de inositol

IP3R — receptor de trifosfato de inositol

KCI — cloreto de potassio

MSCC - canais de Ca®" mecanosensiveis

MLV — musculo liso vascular

NaCl — cloreto de sddio

NCX - trocador Na*/Ca?*



NPS — nitroprussiato de sédio

PA - presséo arterial

PAM — pressao arterial média

PKC - proteina cinase C

PLCp - fosfolipase C

RVPT - resisténcia vascular periférica total

ROC - canal de calcio operado por receptor

RyR — receptor de rianodina

SSF - solucao salina fisiolégica

SHR — spontaneously hypertensive rats

SOC - canal de calcio operado por estoque
STIM1 - molécula de interacéo estromal 1

TRP — transient receptor potential

TRPA1 - potencial receptor transiente anquirina
TRPC - potencial receptor transiente classico
TRPM - potencial receptor transiente melastatina
TRPML - potencial receptor transiente muculipina
TRPP - potencial receptor transiente policistina
TRPV - potencial receptor transiente vaniloide
VES - volume de ejecao sistdlico

WKY - rato wistar kyoto

2-APB - borato de 2-aminoetoxidifenil

[Ca2+]c— concentracao de calcio citoplasmatica
[Ca2+]i — concentragao de calcio intracelular
[Mg?']i- concentracdo de magnésio intracelular
Observacéao: As abreviaturas e simbolos utilizados neste trabalho e que nao
constam nesta relagéo, encontram-se descritas no texto ou sdo convengoes

adotadas internacionalmente.
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1 Introducgao

1.1 Sistema Cardiovascular e Hipertensao Arterial

A pressao arterial (PA) é regulada pela agao integrada entre os sistemas
renal, neural, endocrino e cardiovascular. O sistema cardiovascular exerce uma
das fungdes mais complexas do sistema bioldgico, que é fornecer e manter o
fluxo sanguineo suficiente aos diversos tecidos do organismo, segundo suas
necessidades metabdlicas. Este sistema é o principal responsavel pela
regulacdo e manutencao da pressao arterial média (PAM) (CAMPAGNOLE-
SANTOS; HAIBARA, 2001; PUSGLEY; TABRIZCHI, 2000; SVENNINGSEN et
al., 2014).

A PAM é determinada por variagbes em parametros cardiacos e
vasculares, tais como o débito cardiaco (DC) e/ou a resisténcia vascular
periférica total (RVPT), respectivamente. Desta forma, os niveis pressoricos
sao determinados pela equacdo: PAM = DC x RVPT, a qual representa a
interacdo entre estas duas variaveis hemodinamicas (COWLEY, 2006). As
acdes de drogas ou modulagdes fisioldégicas podem influenciar um ou ambos
os parametros.

O DC, uma das variaveis que determina a PAM, é determinado pelo
produto do volume de ejecgao sistdlica (VES) pela frequéncia cardiaca (FC) e é
expresso pela equacao DC = VES x FC, sendo definido como a quantidade de
sangue bombeado pelo coragdo a cada minuto (COWLEY, 2006). Por outro
lado, a RVPT é o somatério do fluxo sanguineo determinado pelo didmetro dos
vasos, especialmente, os arteriais (OASTES et al., 2003).

O tébnus vascular, estado contratil das artérias de pequeno calibre e
arteriolas, é regulado pela interagdo entre substaéncias vasodilatadoras e
vasoconstritoras circulantes, tais como: horménios circulantes (Ex:
angiotensina Il), neurotransmissores (Exs: noradrenalina e acetilcolina), fatores
derivados do endotélio (Exs: endotelina e tromboxano), sinais elétricos e/ou
fisicos, como a tensédo da parede vascular (JACKSON, 2000; CRIBBS, 2006).
Com isso, pode-se dizer que o tbnus e a reatividade vasculares a estas

diferentes substancias e sinais podem ser consideradas o0s maiores
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determinantes da RVPT. Portanto, alteragdes dos sistemas de controle do DC
e da RVPT podem provocar mudanca nestes parametros fisioldgicos, e,
consequentemente, alteragcdes na PA, como as encontradas na hipertensao
arterial (HA) (FIRTH et al., 2007).

Segundo as VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo, a HA pode ser
classificada como hipertensio primaria ou essencial e hipertensdo secundaria
ou adquirida. A hipertensdo essencial € a mais comum e caracteriza-se por
elevacdo da pressao sanguinea, sem causa aparente, e estd associada a
varios fatores de risco, tais como o consumo elevado de alcool, a predisposi¢ao
genética, o sedentarismo e a obesidade (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
HIPERTENSAO, 2010). Enquanto que, na hipertensdo secundaria, a causa é
identificavel e passivel ou ndo de corregcbes, e pode ser expressa como:
hipertensdo arterial renovascular, hipertensdo arterial por excesso de
mineralocorticoides (hiperaldosteronismo), por excesso de glicocorticoides
(sindrome de Cushing) e por excesso de catecolaminas (feocromocitoma)
(CARVALHO, 1996).

No Brasil, as doengas cardiovasculares (DCV) tém sido a principal causa
de morte. Em 2007, ocorreram 308.466 obitos por doencas do aparelho
circulatério, e 1.157.509 internacdes por DCV no Sistema Unico de Saude
(SUS), ocasionando custos médicos e socioeconémicos elevados. Segundo o
DATASUS, em novembro de 2009 ocorreram 91.970 internagdes por DCV,
resultando em um custo de R$ 165.461.644,33 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
HIPERTENSAO, 2010).

Em 2012, 17,5 milhdes de pessoas morreram de doencas
cardiovasculares (DCV) no mundo, representando 31% de todas as mortes
globais, sendo que mais de 75% do total destas mortes ocorreram em paises
em desenvolvimento (OMS, 2015). Nestes paises, a HAS se tornou uma
preocupacio crescente de saude publica, com uma prevaléncia estimada de
37,3%, em comparagao com 22,9% em nagodes industrializadas (PICON et al.,
2012).

A HA é uma condigdo clinica multifatorial caracterizada por niveis
elevados e sustentados de PA, e pelo aumento da resisténcia vascular

periférica, devido as anormalidades no musculo liso e no endotélio vasculares,
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e as mudancas na estrutura e na fungéo dos vasos sanguineos que causam o
aumento do ténus vascular, como o aumento da vasoconstricio e a reducao da
vasodilatagdo (DOGGREL; BROWN, 1998; TAHVANAIMEN et al., 2006). A HA
estd associada a interacao de fatores genéticos e ambientais, e a varias
condigbes patoldgicas, tais como: hipertrofia ventricular, disfungdo endotelial,
sindrome metabdlica, estado pro-coagulativo, estresse oxidativo, inflamagéo,
dentre outras (JULIUS, 2007).

Além disso, a HA é considerada um dos fatores de risco mais prevalente
para doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, tais como doenca
cardiaca coronariana, insuficiéncia cardiaca congestiva, acidente vascular
cerebral, doenca renal em estagio terminal e doenca vascular periférica
(ELLIOTT, 2007; ROGER et al, 2012). De acordo com a Organizagcao Mundial
de Saude (OMS), a cada ano, sao registradas milhées de mortes no mundo por
doencas cardiovasculares e uma alta frequéncia de internacées hospitalares
devido as complicagdes clinicas relacionadas a estas patologias.

Dessa forma, como a HA apresenta progndstico para DCV, ela pode ser
considerada um importante problema de saude publica mundial, o que ressalta
a importancia de estudos com drogas potencialmente uteis para o tratamento
desta patologia tdo prevalente no Brasil e no mundo.

Devido a todos estes problemas decorrentes da hipertensdo descritos,
foram desenvolvidos modelos para o estudo da hipertensdo em animais, com o
intuito de elucidar mecanismos e facilitar o controle clinico da HA. Atualmente,
existem modelos de animais hipertensos que foram desenvolvidos com o
objetivo de estudar os fatores responsaveis pelo desenvolvimento e
manutencdo da hipertensdo essencial (PINTEROVA; KUNES; ZICHA, 2011).

A linhagem isogénica de ratos espontaneamente hipertensos
(spontaneously hypertensive rats - SHR) foi desenvolvida por Okamoto e Aoki
(1963), em Kyoto, no Japao, e é o resultado do cruzamento entre irmaos (ratos
Wistar-Kyoto), com pressdo elevada, sem modificagbes na dieta ou alteracées
de estimulos ambientais destes animais, resultando em 100% de progénie com
hipertensdo espontanea, ou seja, ratos naturalmente portadores de
hipertensdo, em 100% dos descendentes (OKAMOTO et al.,, 1966). Desde

entdo, varios especialistas relatam que a linhagem SHR & um excelente
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modelo para o estudo da hipertensdo essencial (TRIPPODO; FROHLICH,
1981; KUNDU; RAO, 2008).

A HA em animais SHR evolui de maneira gradual, apresentando
similaridades com a hipertensdo em seres humanos, como o periodo prée-
hipertensivo, seguido pelas fases de desenvolvimento e de hipertenséo
sustentada (BELL et al., 2004). As mudangas pressoricas na linhagem de ratos
SHR iniciam-se com o avango da idade, e a causa deste aumento da pressao
sanguinea ainda é questao de diversos estudos. Foi demonstrado que, no
estagio inicial da hipertensdo em SHR, ha aumento do DC, com manutencao
dos niveis normais de RVPT. Com o progresso do estado hipertensivo, o DC
retorna a valores normais e, posteriormente, ocorre 0 aumento sustentado da
RVPT (AMENTA; TULLIO; TOMASSONI, 2003).

E importante ressaltar que, este aumento sustentado na RVPT em SHR
€ uma das caracteristicas que motiva a escolha destes animais para os ensaios
funcionais in vitro realizados neste trabalho. Além disso, estudos na literatura
mostram que, em SHR, a PA aumenta progressivamente e por volta de 5 a 6
semanas de idade a PAS pode atingir valores entre 180 e 200 mmHg, e
caracteriza a fase sustentada da hipertensdo. A partir desta fase, os SHR
apresentam algumas alteragdes cardiovasculares, como as hipertrofias
cardiaca e vascular, e disfungado endotelial (BING et al., 2002; CONRAD, 1995;
KUNDU; RAO, 2008).

1.2 Contratilidade vascular e canais para Ca**

Uma das causas da HA é o aumento da contratiidade da célula
muscular lisa vascular (CMLV), que pode ocorrer, dentre outros fatores, por
alteragbes na estrutura e fungao dos canais idnicos localizados na membrana
celular. Estes canais sdo proteinas transmembranares que exercem um
importante papel no acoplamento excitagdo-contragdo dos musculos liso e
cardiaco e funcionam como moduladores do potencial de membrana (KEVIN;
NELSON, 2005).

Cada uma dessas proteinas de canal tem suas proprias caracteristicas,

tais como: permeabilidade e conduténcia a diferentes ions, mecanismos de
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fechamento e abertura, resposta a agonistas e antagonistas tipicos, bem como
dependéncia de voltagem. Os canais idbnicos podem ser ativados de maneira
direta, por voltagem ou ligagdo a ligantes, ou indiretamente, por meio de
cascata de eventos de sinalizacdo molecular e producdo de segundos
mensageiros (MINKE; COOK, 2002; MONTELL, 2005).

A regulacdo da resposta contratil do musculo liso é dependente, dentre
outros fatores, do aumento da concentragdo de Ca®" intracelular ([Ca2+]i), que
ocorre como resultado da liberagdo de Ca®* de estoques intracelulares, do
influxo de Ca®" do meio extracelular, ou de ambos (ADAMOVA; OZKAN;
KHALIL, 2009; SOMLYO; SOMLYO, 1994). O aumento da [Ca®*); facilita a
interacdo do complexo Ca®*-Calmodulina, que sofre alteragdo conformacional e
ativa a cinase da cadeia leve da miosina (MLCK). A MLCK ativada fosforila a
cadeia leve da miosina, o que favorece o deslizamento dos filamentos de actina
sobre os de miosina, provocando o ciclo das pontes cruzadas e a contracdo do
musculo liso (JOHNSON; SNYDER, 1995; WYNNE; CHIAO; WEBB, 2009).

A literatura relata que, nas células musculares lisas, diversos canais
ibnicos sdo de extrema importancia para a regulagao da [Ca2+]i (THORNELOE;
NELSON, 2005). Dentre as varias vias que levam ao aumento na concentragao
de Ca** citosdlico ([Ca?'].), os principais canais para Ca®" envolvidos neste
processo sao: o0s canais localizados na membrana plasmatica - os sensiveis a
voltagem (Ca,) e os canais catidnicos ndo seletivos (tais como: os canais TRP,
ROC e SOC); e os encontrados na membrana do reticulo sarcoplasmatico (RS)
— os receptores de rianodina e os receptores de trisfosfato de inositol (IP3),
canais que levam a liberacdo de Ca** dos estoques intracelulares (LEDOUX et
al., 2006).

Nas CMLVs, os canais para Ca®" operados por voltagem (VOC ou Ca,)
s30 considerados a maior via de influxo de Ca®* e consistem em um grande
complexo multimérico. Como pode ser observado na Figura 1, os Ca, séo
compostos por uma subunidade proteica a4 central, formadora do poro do
canal, e outras subunidades auxiliares menores (3, o260 € em alguns tecidos v)
(LACINOVA, 2005). A subunidade o4 apresenta quatro dominios homélogos (I-
IV), cada um contendo seis segmentos transmembranares em a-hélice (S1-

S6). O segmento S4 de cada dominio contém um sensor de voltagem que
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contém residuos de aminoacidos (lisina e arginina) carregados positivamente,
além de conter sitios de regulacédo para segundos mensageiros e farmacos.
Enquanto que, entre os segmentos S5 e S6, contém quatro residuos de
aminoacidos (glutamato) na parte extracelular do poro, que formam o filtro de
seletividade idnica, o que confere a alta seletividade do canal para o ion Ca?*
(YU; CATTERALL, 2004; SONKUSARE et al., 2006).

; intracellular
C

Figura 1: Estrutura proteica dos canais para Ca®* operados por voltagem (VOC ou Ca,)
FONTE: GURKOFF et al., 2013

E bem descrito na literatura que dez genes humanos codificam a
subunidade o4 formadora do poro do Ca,. A diversidade eletrofisiolégica e
farmacoldgica dos Ca, é primariamente originada da existéncia de multiplas
subunidades o4. Os Ca, se agrupam em trés subfamilias distintas: canais Ca,1
(1.1 — 1.4), que conduzem correntes tipo-L; canais Ca,2 (2.1 — 2.3), que
conduzem correntes tipo-N, P/Q e R; e os canais Ca,3 (3.1 — 3.3), que
conduzem correntes tipo-T (ERTEL et al., 2000; LACINOVA, 2005;
LIPSCOMBE; HELTOM; XU, 2004; YU; CATTERALL, 2004).

As CLMVs expressam dois tipos de Ca,: os Ca,1 (tipo-L) e os Ca,3 (tipo-
T). Os canais para Ca?" tipo-L possuem alta condutancia idnica, uma lenta
cinética de decaimento da corrente e sao ativados em potenciais de membrana
acima de -20 mV. Além disso, estes canais sao sensiveis a 1,4-diidropiridinas,
uma ampla classe de farmacos que inclui tanto os bloqueadores (nifedipina)
como os ativadores (Bay K 8644) destes canais para Ca* tipo-L. Por outro
lado, os canais para Ca®" tipo-T sdo caracterizados por sua baixa condutancia

e rapida cinética de decaimento, e sdo ativados por potenciais de membrana
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ligeiramente acima do potencial de repouso (aproximadamente -70mV)
(DOLPHIN, 2006; JACKSON, 2000; LACINOVA, 2005).

Sob condigdes normais, o influxo de Ca?* em midcitos vasculares é
regulado pela baixa probabilidade de abertura dos Ca,, o que permite a
regulacdo do tbnus vascular e, consequentemente, da pressao sanguinea. O
aumento do influxo de Ca®* desencadeia o desenvolvimento de um ténus
vascular anormal e elevagdo da resisténcia vascular periférica (SONKUSARE
et al., 2006). O maior influxo de Ca®* por canais Ca,1 (tipo-L) e, consequente,
inducdo da hipertenséo, pode ocorrer devido a uma diminuicdo na condutancia
ao K7, levando & despolarizagéo da célula e abertura dos canais Ca,1 (tipo-L),
ou por um aumento no numero de subunidades a; destes canais nos miocitos
vasculares (OHYA et al., 1993; PESIC et al., 2004; STEKIEL et al., 1993).
Como os canais Ca,1 (tipo-L) sao de extrema importancia no controle do ténus
vascular, a descoberta de drogas que atuem como bloqueadoras destes canais
€ uma alternativa promissora para o tratamento da HA.

Outros canais importantes para o processo hipertensivo sdo os canais
catibnicos nao seletivos, que também estdo localizados na membrana
plasmatica e sdo permeaveis ao ion Ca?". Dentre estes canais, estdo os
operados por receptor (ROC), os operados por estoque (SOC) e os TRP (do
inglés “Transient Receptor Potential’).

Conforme mostra a Figura 2, os ROCs sao canais catibnicos permeaveis
aos fons Na* e Ca?" e ativados via estimulacdo de receptores acoplados a
proteina G, de maneira direta (via receptores acoplados a proteina Giz/13) ou
indiretamente (via receptores acoplados a proteina Gy11). A via indireta envolve
a estimulagdo da via da fosfolipase CB (PLCB), que produz segundos
mensageiros, tais como o IP; e o diacilglicerol (DAG), e este ativa a
proteinocinase C (PKC), a qual pode estimular os ROCs, que também pode ser
estimulado diretamente pelo DAG (DIETRICH et al., 2005; SALIDO; JARDIN;
ROSADO, 2011; WYNNE; CHIAO; WEBB, 2009). Portanto, o uso de agonistas
que estimulem a via da PLC[3, como a fenilefrina, pode ser uma boa alternativa

como ferramenta farmacoldgica para estudar os ROCs.
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Figura 2: Canais para Ca>* nas células musculares lisas vasculares.
FONTE: WYNNE; CHIAO; WEBB, 2009 (adaptado).

Os SOCs s3o canais seletivos para ao Ca®" e responsaveis pela entrada
capacitativa de Ca?'. Estes canais também podem ser ativados por liberacdo
do segundo mensageiro da via da PLCB, o IP3;, que ativa seu receptor na
membrana do reticulo sarcoplasmatico (IP3R), provocando a liberagéo de Ca?"
dos estoques intracelulares. Quando estes estoques de Ca*" sao depletados
no RS, os SOCs sao ativados (Figura 2) (WYNNE; CHIAO; WEBB, 2009). Esta
ativagéo ocorre por um mecanismo de acoplamento entre as duas proteinas: a
proteina Orai1 e a molécula de interagdo estromal 1 (STIM1), conforme
ilustrado na Figura 3.

Orai1 e STIM1 sao proteinas transmembranares localizadas na
membrana plasmatica e no RS, respectivamente, e que possuem algumas
diferengas estruturais. A proteina Orai1 possui quatro regides
transmembranares, com suas por¢gdes amino-(N) e carboxi-(C) terminais
localizadas no citosol, o que confere maior seletividade ao Ca?*. Enquanto que,

STIM1 possui apenas um unico dominio transmembranar, com sua porgao N-
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terminal localizada no interior do RS, onde fica localizado o sensor de Cca®*
desta proteina (SALIDO; JARDIN; ROSADO, 2011; TREBAK, 2008).

Em condigbes basais, ou seja, quando o Ca”* é abundante no RS, Orai1
€ predominantemente um dimero, como ilustrado na Figura 3A. Porém, quando
ha deplegdo dos estoques intracelulares, seja por acado do IP; ou de drogas
bloqueadoras da bomba de Ca®* do RS (como o &cido ciclopiazdnico e a
tapsigargina), ha uma menor afinidade do Ca®** ao seu sitio de ligagdo na
regido N-terminal de STIM1, causando a dissociagdo do Ca* ligado (GIACHINI
et al., 2011; WYNNE; CHIAO; WEBB, 2009).

Essa dissociacdo do Ca®*" induz a agregacdo de moléculas STIM1
(oligomerizacado) e sua translocagdo para regides do RS mais proximas da
membrana plasmatica (Figura 3B). Com isso, ocorre a interagdo entre as
regides C-terminais de Orai1 e de STIM1 (com a participagcdo de algumas
proteinas auxiliares, tal como a calmodulina), induzindo a dimerizagdo dos
dimeros de Orai1, formando tetrameros que constituem o poro seletivo ao Ca2+,
e é a porgdo do SOC altamente seletiva ao Ca?* (GIACHINI et al., 2011;
FRICHAUF et al., 2008; SALIDO; JARDIN; ROSADO, 2011). Assim, a ativagéo
de SOCs permite a entrada de Ca®** na CMLV e é uma importante via para de
regulagéo do ténus vascular.

Adicionalmente, o aumento de Ca*" intracelular pode ativar os canais
para o ion CI, o que promove o efluxo de CI', despolarizando a membrana da
célula e ativando os Ca,, assim como a ativacado dos ROC pode aumentar o
influxo dos fons Na* e Ca**, provocando a despolarizacdo da membrana e,
também, ativagdo dos Ca, (MIWA et al., 2005; WYNNE; CHIAO; WEBB, 2009).
Estes trés canais permeaveis ao Ca®* (Ca,, ROC e SOC) e seus mecanismos

de ativacao foram ilustrados na Figura 2.
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Figura 3: Interagéo entre Orai1/STIM1 na regulagcéo da entrada capacitativa de ca®
FONTE: GIACHINI et al., 2011

1.3 Canais TRP

Os canais TRP sdo uma nova familia de canais permeaveis ao Ca**, que
tém atraido uma crescente atencao por serem os Unicos canais de entrada de
Ca’* ativados por estimulos variados e associados a diversas fungdes. Estes
canais foram encontrados originalmente no sistema visual da mosca de fruta
Drosophila melanogaster (COSENS; MANNING, 1969), mas também estao
presentes em mamiferos (CLAPHAM, 2003; MONTELL, 2005).

Todos os canais TRP constituem-se de canais catidnicos e exibem alta
diversidade quanto a seletividade ibnica (em sua maioria, sdo permeaveis ao
Ca?*), modos de ativacdo e funcdes (MONTELL, 2005). Estes canais foram
assim denominados porque, quando ativados, permitem o influxo de cargas
positivas para a célula, gerando uma despolarizagéo transitoria, podendo ou
nao gerar potencial de acgao, por isso o nome “Transiente Receptor Potencial’
(TRP) (CLAPHAM, 2003).

Em mamiferos, a grande familia de TRPs é classificada em 6
subfamilias de proteinas: Os TRPs classicos ou candnicos (TRPC), os TRPs
receptores de vanildide (TRPV), os TRPs melastatinas (TRPM), os TRPs
muculipinas (TRPML), os TRPs anquirinas (TRPA1) e os TRPs policistinas
(TRPP) (CLAPHAM et al., 2005; PHELPS; GAUDET, 2007; NELSON; BECK;
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CHENG, 2011), todos estes canais e seus diferentes subtipos estdao agrupados
e podem ser visualizados na Figura 4. Ao contrario da maioria dos canais
ibnicos, os diferentes canais TRP sao agrupados por sua homologia ao invés
de sua fungao ou seletividade, visto que as suas fungcbes sado dispares e muitas
vezes desconhecidas (CLAPHAM, 2003).

TRPV4 TRPV3I TRPVS
TRPV2 TRPV6
TRPVI
TRP TRPMI
= TRPM3
TRPL vanilloid SEadE
TRPCI TRPM?
TRPC4

TRPCS - "
. melastatin | 1R M2
2 \ TRPMS

TRPC3 canonical \
TRPC? \ TRPM4

b \[ANKT™M1]| TrPMS

TRPC2* | mucolipin NOMPC
\ TRPAI
TRPMLI1 \

TRPMLI polycystin \;
TRPML3 TRPNI
TRPPS pppp3 TRPP2

Figura 4: Classificagao das subfamilias dos canais TRP
FONTE: NELSON et al., 2011

A nomenclatura dos canais TRP foi determinada com base em diferentes
caracteristicas individuais: na ordem de sua descoberta, nas substancias que
os ativam, nas suas caracteristicas estruturais e funcionais, genes e doencgas
relacionadas. A Tabela 1 resume a origem dos nomes das diferentes
subfamilias de TRPs (MONTELL, 2005).
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Tabela 1: Origem da nomenclatura das subfamilias dos canais TRP

TRPC os primeiros a serem descobertos (semelhante ao canal TRP
(classico ou | originalmente encontrado em Drosophila)
candnico)
TRPV ativados por compostos contendo o grupo vanilil
(vaniloéide)
TRPM a diminuicdo na expressao dos genes que codificam essas
(melastatina) | proteinas gera o aparecimento de melanoma
TRML envolvidos no transporte de lipidios e proteinas entre lisossomos e
(mucolipina) | endossomos e pelo fato de que mutagbes nos genes que
codificam essas proteinas geram o aparecimento de mucolipidose
TRPA1 por possuirem anquirinas repetidas na sua estrutura
(anquirina)
TRPP mutacdes nos genes que codificam essas proteinas podem causar
(policistina) | 0 aparecimento de doenca renal policistica

FONTE: MONTELL, 2005.

Conforme mostra a Figura 5, os canais TRP sdo mondmeros que
apresentam em sua estrutura proteica seis dominios transmembranares com
um poro entre o quinto e sexto segmentos, além de apresentar os dominios N e
C-terminais localizados intracelularmente (CLAPHAM et al., 2005; VANIER et
al.,, 1998), o que permite que estes canais sejam ativados também por
estimulos intracelulares, tais como enzimas e segundos mensageiros. As
diferentes subfamilias de TRP diferenciam-se por modificacdes nas sequéncias
de aminoacidos em suas regides N e C-terminais. Um exemplo é que a porgéo
N-terminal pode conter entre 0-8 repeticbes de anquirina, uma regido em
espiral enrolada, e um dominio provavel de ligagdo a caveolina (YIN,
KUEBLER, 2010).
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Figura 5: Estrutura basica dos canais TRPs
FONTE: FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007
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Estes mondmeros de TRP se agrupam formando homotetrameros, dois
mondmeros iguais, ou heterotetrdmeros, dois ou mais mondmeros diferentes
(Figura 6). Esta arquitetura assemelha-se a superfamilia dos canais catidnicos
dependentes de voltagem, no entanto, os residuos de aminoacidos carregados
positivamente, caracteristica dos canais sensiveis a voltagem, nao estdo

preservados na maioria dos membros desta familia (INOUE et al., 2006).

Homotetramer Heterotetramer

Figura 6: Possiveis arranjos das subunidades de mondmeros de TRPs em canais
homo ou heterotetrdmeros funcionais com um poro central.
FONTE: FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007.

Os canais TRP participam na fisiologia sensorial, atuando na viséo,
paladar, olfato, audi¢do, tato, sensacdes térmicas e osmosensacgdes. Muitos
TRPs também atuam na percepcdo das mudancas no ambiente local das
células (VENKATACHALAM; MONTELL, 2007), agindo como sensores
celulares que respondem a estimulos fisicos, mecéanicos e quimicos
(CLAPHAM, 2003; NILIUS; VOETS, 2005; PHELPS; GAUDET, 2007).

Diferentes fatores podem ativar os canais TRPs: receptores acoplados a
proteina G, agentes quentes (como por exemplo, a capsaicina), lipideos,
acidos, calor, estresse de cisalhamento e hipoosmolaridade (TRPVs). Outros
podem ser ativados por estresse oxidativo, elevacdo de Ca?" intracelular,
exposicao a temperaturas baixas ou agentes resfriantes, tais como mentol e
icilina (TRPMs) (INOUE et al., 2006; CLAPHAM et al., 2005).

E importante ressaltar que, até o momento, ja foram descritos 18

membros de canais TRPs na vasculatura, pois a expressdao do RNA, e/ou da
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proteina destes canais ja foi detectada nas CMLVs, nos nervos perivasculares
e nas células endoteliais vasculares. Estes canais compreendem: os TRPC1-7,
os TRPV1-4, os TRPM2-4 e 6-8, e o TRPAA1, e a localizacido destes diferentes
subtipos foi resumida na Tabela 2 (EARLEY, 2012 e 2015; EARLEY;
GONZALES; GARCIA, 2010; FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007; YUE et al.,
2014). Este fato demonstra a importancia dos estudos com novas drogas com
potencial de atuar sobre estes canais TRPs na vasculatura, bem como o
estudo da fungdo destes canais em tecido vascular e em enfermidades
relacionadas, tal como a hipertensao arterial, o que reforga a relevancia do

presente trabalho.

Tabela 2: Expressao (RNA, e/ou proteina) dos diferentes subtipos de canais
TRPs na vasculatura

Tecido TRPC TRPV TRPM TRPA
vascular (1-7) (1-6) (1-8) (1)

Artéria
mesentérica 1,3,4,5,6 1,2 6,7, 8 -—

Outros vasos
1-7 1-4 2,3,4,7,8 -——

Endotélio
vascular 1,3,4,5,6,7 4 -— 1

Nervos

perivasculares - 1 - 1

FONTE: EARLEY, 2012 e 2015; JOHNSON et al., 2009; FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007;
YUE et al., 2014.

As fungdes destes canais TRP no sistema vascular tém sido muito
estudadas e envolvem: vasoconstri¢cao, vasodilatacao via liberacao do peptideo
relacionado ao gene da calcitonina e produgdo de Oxido nitrico na célula
endotelial, proliferacdo de células musculares lisas, respostas miogénicas,
dentre outras (INOUE, et al., 2006; MENE; PUNZO; PIROZZI, 2013; YANG et
al., 2006).

Além disso, alguns destes canais ja foram associados a diferentes

enfermidades cardiovasculares, incluindo a hipertenséo. Os subtipos de canais
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TRP que tém demonstrado envolvimento no processo hipertensivo sdo: os
TRPC1, 3 e 6; os TRPV1 e 4; e os TRPM4, 7 e 8 (ABRIEL et al., 2012;
EARLEY, 2015; LIU et al., 2013; YUE et al., 2014; ZHANG et al., 2015). O que
ressalta a importdncia do estudo das possiveis alteragbes que ocorrem no
funcionamento destes canais durante a hipertensao arterial e a descoberta de
drogas que atuem modulando estes canais e possam ser usadas no tratamento
desta enfermidade.

No musculo liso vascular, os canais TRPCs sao canais permeaveis ao
Ca* e possiveis candidatos a SOCs, ROCs e canais de Ca®" mecanosensiveis
(MSCC) (INOUE et al., 2006). O TRPC1 é postulado como um SOC e um ROC,
e estdo envolvidos na reestocagem de Ca** dos estoques intracelulares (CHEN
et al., 2011; DIETRICH et al., 2005; SALIDO; JARDIN; ROSADO, 2011).
Adicionalmente, TRPC1 pode ser um MSCC (MAROTO et al.,, 2005) e um
canal ativado por estiramento que induz despolarizacdo de membrana para
ativar canais Ca, nas células musculares lisas (THORNELOE et al., 2005),
além de ser importante para contragao e proliferacdo da célula muscular lisa
vascular (BERGDAHL et al., 2003).

O TRPC6 foi descrito como um ROC ativado por DAG (HOFMANN et al.,
1999) e, conforme mencionado anteriormente, os ROCs s&o abertos em
resposta a ativacdo de receptores membranares acoplados a PLC[B. Estudos
evidenciam o papel importante dos TRPC6 nas células musculares lisas
vasculares e pulmonares. Por caracterizacao biofisica comparativa e supressao
de genes, TRPC6 foi sugerido por ser molecularmente correlacionado ao canal
catibnico nao seletivo ativado por ajs-adrenoceptores em células musculares
lisas vasculares (INOUE et al., 2001) e canais catiénicos ativados por 5-HT e
vasopressina em células musculares lisas de aorta da linhagem A7r5 (JUNG et
al., 2002).

Adicionalmente, tem sido proposto que o TRPC6 pode estar envolvido
na despolarizacao induzida por pressao intravascular e contracao de pequenas
artérias e arteriolas, desempenhando um papel essencial na regulacido do
tébnus miogénico (WELSH et al., 2002). Foi observado que a perda de fungao
de TRPC6 levaria a diminuigdo do tbnus vascular e das vias aéreas,

concomitantemente reduzindo a contratilidade das vias aéreas e causando
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hipotensao (DIETRICH et al., 2003 e 2005), efeitos importantes para o
tratamento de enfermidades tais como a hipertensao arterial e pulmonar.

No que se refere a importdncia da familia dos TRPV no sistema
cardiovascular, foi observado que existe um complexo de sinalizagao de Ca®
envolvendo TRPV4, receptores de rianodina e canais para potassio sensiveis
ao calcio de grande condutancia (BKca) em musculo liso de artéria cerebral que
quando ativado pode levar a vasodilatacao (EARLEY et al., 2005). Além disso,
os TRPV1 presentes em neurbnios perivasculares de artéria mesentérica,
quando ativados levam a liberacdo do peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) que induz relaxamento vascular (ZYGMUNT et al.,1999).

Dentre os TRPMs, o TRPM2 é um canal catibnico ndo seletivo
permeavel ao Ca?*, Na* e K*, podendo ser ativados pela ADP-ribose (ADPR),
espécies reativas de oxigénio (H20,), NAD* e Ca®** (HIROI et al, 2013; MILLER
et al, 2013; ZHOLOS, 2010). As fungdes do TRPM2 no sistema cardiovascular
estdo envolvidas com protecado no coragédo (MILLER et al., 2014) e resposta ao
estresse oxidativo no endotélio vascular (TAKAHASHI et al., 2011), ademais ja
foi demonstrada a expressdo do RNA,, e proteinas deste canal nas artérias
aorta e pulmonar (FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007).

Os canais TRPM4 e TRPM5 sao permeaveis a cations monovalentes e
ativados por aumento de Ca®" intracelular, além de exibir uma pronunciada
modulacao por voltagem (ABRIEL et al., 2012; HOFMANN et al., 2003; LIU;
LIMAN, 2003;). O TRPM4 é altamente expresso no coragdo e também é
encontrado em células musculares e no endotélio vascular (MILLS e MILLAN,
2010; NILLIUS, 2007) e tem demonstrado envolvimento no controle da PA,
visto que camundongos com deficiéncia na expressdo do canal TRPM4
exibiram aumento de pressao (MATHAR et al., 2010). Também ja foi relatado
seu importante papel na contracdo de artéria cerebral de rato em resposta ao
aumento da presséao intraluminal (CRNICH et al., 2010; GONZALES et al.,
2010).

Os TRPM6 e TRPM7 sao duas proteinas denominadas "chanzyme"
(canal mais enzima), pois somente elas compreendem canais contendo um
poro permeavel ao Mg2+ fundido com um dominio cinase na regido C-terminal
(TOUYZ, 2008). Estes canais podem formar tetrameros TRPM6/TRPM7,
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porém, a interacao funcional entre eles e as atividades da cinase ainda
permanecem pouco compreendidas (PARAVICINI et al., 2012). Tanto os RNAn,
como as proteinas de TRPM6 e de TRPM7 ja foram isoladas de brénquios,
artéria mesentérica e aorta (CHUBANOV et al., 2004; HE et al., 2005).

O TRPM7 é um canal catidnico divalente mais seletivo para o Mgz", que
regula a concentracdo de Mg®* citosolica (NADLER et al., 2001; RUNNELS et
al., 2001). Tanto a expressao quanto a atividade do TRPM7 parecem estar
alteradas em modelos experimentais de hipertensao, e podem contribuir para a
desregulacdo de Mg** e funcdo vascular alterada na hipertensdo (YOGI et al,
2010). Estudos demonstram que as células de musculo liso provenientes de
artéria mesentérica de SHR apresentam diminuicdo na expressdao do TRPM7
quando comparados com os seus controles normotensos (TOUYZ et al., 2006),
demonstrando a importancia do estudo dos canais TRPM7 em CMLVs e de
moléculas capazes de modular este canal, bem como a investigacdo do papel
destes canais no processo hipertensivo.

E bem descrito na literatura que o ion Mg2+ € capaz de influenciar na PA
por regular o ténus vascular em diversos modelos experimentais de
hipertensao. Ja foi demonstrado que a [M92+]i € menor tanto em CMLVs como
em cardiomiocitos de animais SHR e ratos com hipertensdo induzida com
acetato de desoxicorticosterona (DOCA), quando comparado aos controles
normotensos (ADACHI et al., 1993; TOUYZ, 2008). Em modelos de
hipertensdo grave, tais como animal SHR propenso a um acidente vascular
cerebral (AVC) e SHR tratado com DOCA, a [Mg?']i esta correlacionada
negativamente e a [Ca®"]; positivamente com a pressao arterial sistdlica, sendo
as concentracdes intracelulares destes dois ions inversamente associadas
(JONES; MARTINS; CLEMENS, 1988), sugerindo que a [Mg®'] pode estar
envolvida na regulagcdo da PA por competicdo do ion Mg2+ com o Ca®". Aliado a
isto, os canais TRPM6 e TRPM7, que sdo mais permeaveis ao Mg2+ que ao
Ca*", tém sido implicados na homeostase do Mg?* e na regulagdo da PA, e
ambos sdo regulados por niveis citosdlicos de Mg”, tanto M92+ livre como
ligado a nucleotideos (ATP ou GTP) (DIETRICH et al., 2006; GWANYANYA et
al., 2006; SCHMITZ et al., 2003).
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O TRPMB8 apresenta permeabilidade relativamente alta para ions Ca®*e
pequena seletividade entre cations monovalentes (ZUKER, 2002), sua ativagao
gera influxo de Na* e Ca®* e despolarizagdo da membrana (HUI; GUO; FENG,
2005). Este canal foi recentemente descrito em varios vasos sanguineos tais
como: artérias mesentérica, femoral, caudal e aorta. Neste trabalho, foi
evidenciado que em vasos pré-contraidos, agonistas de TRPM8 causaram uma
pronunciada vasodilatagao por ativarem diretamente estes canais na célula
muscular lisa, podendo contribuir, desta forma, para manutengcao do ténus
vasomotor quando ativado (JOHNSON et al., 2009).

1.4 Monoterpenos e Carvacrol

Os oleos essenciais, também denominados de o6leos volateis, sdo
encontrados em diversas plantas aromaticas e apresentam aroma intenso,
volatilidade, imiscibilidade em agua e solubilidade em solventes organicos
(COSTA, 1975). Estes dleos sao misturas complexas, principalmente, de
monoterpenos, sesquiterpenos, fenil-propandides, ésteres e outras substancias
de baixo peso molecular, sendo 0s monoterpenos 0s seus componentes
majoritarios (CRAVEIRO; QUEIROZ, 1993; LAVABRE, 1993).

Os monoterpenos sé&o metabdlitos secundarios formados por
hidrocarbonetos a partir do acoplamento de duas unidades de isopreno
[CH3C(CH2)CH2CHz3], que permitem uma grande variedade estrutural (BAKKALI
et al., 2008). Estes compostos sdo amplamente conhecidos na literatura por
suas propriedades farmacoldgicas, tais como antimicrobianos (ISCAN et al.,
2002), anestésicos, analgésicos (XU; BLAIR; CLAPHAM, 2005), anti-
inflamatorios (SANTOS; RAO, 2001), antipruriginosos (UMEZU; SAKATA; ITO,
2001), dentre outras.

No sistema cardiovascular, ha diversos trabalhos que relatam acdes de
monoterpenos, tais como: rotundifolona (SILVA et al., 2011; GUEDES; SILVA,
BARBOSA-FILHO, 2002-2004); o-terpineol (RIBEIRO, 2008); citronelol
(BASTOS et al.,, 2009); timol (PEIXOTO NEVES et al., 2009); e carvacrol
(AYDIN et al., 2007; DANTAS et al., 2015; PEIXOTO-NEVES et al., 2009).

Além disso, alguns monoterpenos tém demonstrado capacidade de modular os
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canais TRP, tais como: mentol, um ativador classico do TRPM8, o qual também
pode ser ativado pelo pulegol, eucaliptol, linalol e geraniol (CALIXTO et al.,
2005); a céanfora e o timol, relatados por ativar o TRPV3 e inibir o TRPL
(MACPHERSON et al.,, 2006; PARNAS, et al., 2009; VOGT-EISELE et al.,
2007); e o borneol, que também inibe o TRPL (PARNAS, et al., 2009).

O carvacrol, o monoterpeno em estudo, é conhecido por ativar TRPV3 e
TRPA1 (EARLEY; GONZALES; GARCIA, 2010; VOGT-EISELE et al.,2007) e
inibir TRPM7 expressos em células embrionarias do rim humano (HEK) e
ectopicamente expresso em uma cultura primaria de neurdnios do hipocampo
do cérebro (PARNAS et al.,2009). O carvacrol € um monoterpeno fendlico
(Figura 7), quimicamente denominado 5-isopropil-2-metilfenol, encontrado no
Oleo essencial de diversas plantas aromaticas, como por exemplo, a Oreganum
vulgare (TIAN; LAI, 2006) e outras espécies do mesmo género, como a O.
minutiflorum (SARER, et al., 1996) e a O. onites (VOKOU; KOKKIMI;
BESSIERE, 1988), compondo valores acima de 92% do seus 6leos essenciais.

A literatura relata diversas atividades farmacolégicas do carvacrol, tais
como: antimicrobiana (BOTELHO et al., 2007), anti-tumoral (KOPARAL;
ZEYTINOGLU, 2003), antimutagénica (AYDIN; BASARAN; BASARAN, 2005),
antioxidante (PRIETRO et al., 2007), antiplaquetaria (SON et al., 2005), anti-
inflamatéria (GUIMARAES et al, 2012), anticonvulsivante (QUINTANS-JUNIOR
et al., 2010), antinociceptiva e antioxidante (GUIMARAES et al, 2010), dentre

outras.

OH

Figura 7: Estrutura quimica do monoterpeno carvacrol
FONTE: HAJIMEHDIPOOR et al., 2010

Ha poucos estudos descritos na literatura que abordam os efeitos de
carvacrol sobre a musculatura lisa. Boskabady e Jandaghi (2003) foram os

primeiros a investigar a atividade relaxante muscular de carvacrol e
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demonstraram que o carvacrol atua sobre a traqueia de cobaia, relaxando-a. A
atividade vasodilatadora de carvacrol ja foi relatada em aorta de rato
normotenso, via independente do endotélio vascular e por redugcdo do influxo
de Ca®' (PEIXOTO-NEVES et al., 2009), e em artéria cerebral e cerebelar de
rato, por ativar TRPV3 na camada endotelial e com isso aumentar as correntes
de Ca®" (EARLEY; GONZALES; GARCIA, 2010). Adicionalmente, carvacrol
mostrou suprimir correntes de calcio tipo-L em cardiomiécitos caninos e
humanos (MAGYAR et al., 2004).

Aydin e colaboradores (2007) também relataram ag¢des do carvacrol
sobre o sistema cardiovascular, demonstrando sua capacidade em reduzir a
vasoconstricdo induzida por diferentes agonistas e induzir hipotenséo e
bradicardia em ratos normotensos ndo anestesiados. Recentemente, estudos
desenvolvidos em nosso laboratério revelaram uma ac¢do vasodilatadora de
carvacrol em artéria mesentérica de ratos normotensos, que sugere o
envolvimento dos Ca,, ROC, SOC e TRPM7 (DANTAS et al., 2015). No
entanto, os efeitos do carvacrol envolvendo canais TRP em um modelo de
hipertenséo essencial ainda n&o foram elucidados.

Portanto, a busca por novos farmacos com maior eficacia e seletividade,
bem como menos efeitos colaterais, € de extrema relevancia para o tratamento
da hipertensao, e a correlacao funcional entre a expressdo dos canais TRPs
com as alteragdes na pressao sanguinea no processo hipertensivo torna estes
canais TRPs potenciais alvos terapéuticos para o controle da vasoconstricao. O
estudo da ag¢do de produtos naturais sobre estes canais, como o carvacrol,

pode gerar futura aplicagao clinica para este monoterpeno.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

- Avaliar a agcdo do monoterpeno carvacrol sobre a vasculatura de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) e de normotensos Wistar, estudando a
participacdo de canais TRP nos efeitos observados, bem como investigar seu

possivel efeito anti-hipertensivo.

2.2 Objetivos Especificos

- Investigar a atividade vasodilatadora do carvacrol e a dependéncia do
endotélio vascular nesta resposta, em artéria mesentérica de ratos hipertensos
e normotensos;

- Avaliar se carvacrol reduz o influxo de Ca*" por canais Ca, tipo-L, ROC e
SOC em artéria mesentérica de ratos hipertensos e normotensos;

- Investigar a participagdo de canais TRP na resposta vasodilatadora de
carvacrol em artéria mesentérica de ratos hipertensos e normotensos;

- Avaliar o efeito do carvacrol sobre as correntes idnicas através dos canais Ca,
tipo-L e TRPM7 em células musculares lisas isoladas de artéria mesentérica de
ratos hipertensos e normotensos;

- Monitorar os efeitos da administragcao do carvacrol por gavagem durante 20
dias sobre a pressao arterial e frequéncia cardiaca de animais SHR;

- Avaliar a reatividade vascular da artéria mesentérica de animais SHR apds

tratamento com carvacrol por 20 dias.
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3 Material

3.1 Animais

Foram utilizados para todos os experimentos ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e ratos normotensos Wistar (Rattus norvegicus), com idade
entre 12-16 semanas, pesando entre 250-320 gramas, os quais foram
provenientes do Biotério do Laboratério de Neurociéncias, do Instituto de
Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia (UFBA). Estes animais
foram mantidos sob condigbes controladas de temperatura (21 £ 1° C) e
submetidos a um ciclo claro-escuro de 12 horas (6-18 horas), tendo livre
acesso a alimentagédo e agua. Os ensaios foram realizados de acordo com o
guia de cuidados e uso de animais de laboratério adotado pelo Instituto
Nacional de Satde dos Estados Unidos e foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais da UFBA (CEUA — UFBA n° 012/2011).

3.2 Substéancias utilizadas

Durante a realizagao dos experimentos, foram utilizadas as seguintes
drogas: Carvacrol (Sigma), Cremophor EL (Sigma), BCTC (4-(3-Chloro-2-
pyridinyl)-N-[4-(1,1-dimethylethyl) phenyl]-1-piperazinecarboxamide) (Sigma), 9-
Phenanthrol (Sigma), cloreto de magnésio (VETEC), HC-030031 (Sigma),
Xilazina e cetamina (Cristalia), sal sédico de heparina (Roche), nitroprussiato
de sddio (Sigma), cloridrato de L (-) fenilefrina (Sigma), cloridrato de acetilcolina
(Sigma), acido ciclopiazénico (Sigma), Vermelho de Ruténio (Sigma), 2-
aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) (Sigma), nifedipina (Sigma). Para a
preparagao da solucao estoque de Nifedipina, essa substancia foi dissolvida
em etanol absoluto e diluida em agua destilada. O 2-APB e o HC030031 foram
dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO), e apés diluidos em agua destilada. O
9-fenantrol foi dissolvido em DMSO e cremofor, depois diluido em agua
destilada. E as demais drogas foram dissolvidas em agua destilada, de modo a
serem obtidas as concentragdes desejadas para cada protocolo experimental.

Para obtencdo da solucido estoque de carvacrol, o mesmo foi
solubilizado em cremofor e diluido em agua destilada (experimentos in vitro) ou

solugdo salina (experimentos in vivo) de modo a serem obtidas as
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concentragbes ou doses desejadas para cada protocolo experimental. O
cremofor foi testado e a possibilidade do efeito ser atribuido ao mesmo foi

descartada.

3.3 Sais utilizados

Para a preparacdo das solugdes fisiolégicas foram utilizados os
seguintes sais: cloreto de sodio (NaCl), cloreto de potassio (KCI), cloreto de
célcio di-hidratado (CaCl,.2H,0), cloreto de magnésio hexa-hidratado
(MgCl,.6H,0), glicose (CeH120¢), bicarbonato de sédio (NaHCO3) e fosfato de
sédio mono-hidratado (NaH;PO4.H,O). Todos estes sais foram obtidos da
VETEC®.

No preparo das solugdes despolarizantes de Tyrode com 60 mM de KCI,
a concentracdo de Na* foi isosmoticamente alterada. As Tabelas 3-6 mostram
as composi¢des das solugdes nutritivas utilizadas para artéria mesentérica
superior isolada (TANAKA et al., 1999).

3.4 Solugodes utilizadas

3.4.1 Solugodes utilizadas nos ensaios funcionais in vitro

Tabela 3- Composicéo da solugao de Tyrode

Substéncia Concentragédo (mM)
NaCl 158,3
KCI 4,0
CaCl,.2H,0 2,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO; 10,0
NaH,;PO4.H,0O 0,42
CeH1206 5,6

*pH=7,4
FONTE: TANAKA et al., 1999.



Tabela 4- Composigéo da solugao de Tyrode nominalmente sem Ca?*
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Substancia Concentragao (mM)
NaCl 158,3
KCI 4,0
MgCl,.6H,O 1,05
NaHCO3 10,0
NaH,PO,4.H,O 0,42
CsH1206 5,6

FONTE: TANAKA et al., 1999 (adaptado).

Tabela 5 - Composigao da solugao de Tyrode despolarizante — KCl 60 mM

Substéncia Concentragao (mM)

NaCl 102,3

KCI 60,0
CaCl,.2H,0 2,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO; 10,0
NaH;PO4.H,0O 0,42
CeH1206 5,6

FONTE: TANAKA et al., 1999 (adaptado)

Tabela 6 - Composigao da solu¢ao de Tyrode despolarizante — KCl 60 mM,

nominalmente sem Ca®*

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 102,3
KCI 60,0
MgCl,.6H,0 1,05
NaHCO3; 10,0
NaH;PO4.H,O 0,42
CsH1206 5,6

FONTE: TANAKA et al., 1999 (adaptado)



3.4.2 Solugodes utilizadas na preparagao das CMLVs

Tabela 7 - Composicao da solugido SSF-Normal
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Substéncia Concentragado (mM)
NaCl 137,0
KCI 5,6
MgCl, 1,0
NaHCO3 417
NaH,PO, 0,44
Na;HPO4 0,42
CaCl2 2,6
CeH1206 5,0
HEPES 10,0

FONTE: XU et al., 1999.

Tabela 8 - Composicdo da solugdo SSF-Baixo Ca**

Substancia Concentragao (mM)
NaCl 137,0
KCI 5,6
MgCl, 1,0
NaHCO3; 417
NaH2PO, 0,44
Na;HPO4 0,42
CaCl; 0,05
CeH1206 5,0
HEPES 10,0

FONTE: XU et al., 1999 (adaptado).
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3.4.3 Solugodes utilizadas nos protocolos experimentais eletrofisiolégicos

Tabela 9 - Composicao da solucao interna da pipeta utilizada para medir as

correntes de Ba®*

Substéncia Concentragédo (mM)
MgCl, 4,0
CsCl 130,0
TEA-CI 10,0
EGTA 10,0
HEPES 10,0

*pH=7,2 ajustado com CsOH
FONTE: CRUZ; MATSUDA; 1994.

Tabela 10 - Composicdo da solucao externa utilizada para medir correntes de

2+
= Substéncia Concentragado (mM)
NaCl 126,0
CsCl 5,4
BaCl; 20,0
CeH1206 10,0
HEPES 10,0

* pH= 7,4 ajustado com NaOH
FONTE: CRUZ; MATSUDA,; 1994.

Tabela 11 - Composicao da solugao externa utilizada para medir correntes tipo-

TRPM6/TRPM7
Substancia Concentragao (mM)
NaCl 135,0
MgCl, 1,0
CaCl, 1,0
CeH1206 10,0
HEPES 10,0

*pH= 7,4 ajustado com NaOH.
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Tabela 12 - Composicao da solucdo interna da pipeta utilizada para medir

correntes tipo-TRPM6/TRPM7

Substéncia Concentragado (mM)
NaCl 20,0
Acido glucénico 100,0
CaCl, 1,0
EGTA 11,0
HEPES 10,0

*pH= 7,2 ajustado com NaOH.

Tabela 13 - Composicdo da solugao interna da pipeta utilizada no ensaio de

alta [Mg*';
Substancia Concentragao (mM)

NaCl 20,0
Acido glucénico 100,0

CaCl; 1,0

EGTA 11,0

HEPES 10,0

MgCl, 2,0

*pH= 7,2 ajustado com NaOH.

4 Métodos

Foram utilizadas diferentes formas de abordagem para caracterizar a
possivel agdo do monoterpeno carvacrol sobre canais TRP em animais SHR e
comparar com os normotensos Wistar: ensaios farmacolégicos in vitro
funcionais e eletrofisiolégicos, e ensaios in vivo. Todos os animais foram
eutanasiados, seguindo as normas de cuidados com animais do Comité de
Etica em Pesquisa Animal da UFBA (n° de protocolo 012/2011).

4.1 Ensaios farmacolégicos in vitro funcionais

Os ensaios farmacologicos foram realizados com o objetivo de investigar
o efeito do carvacrol nos tecidos vasculares isolados e a participacao dos
canais TRP nestas respostas, bem como avaliar as diferengas existentes entre

os resultados obtidos em animais espontaneamente hipertensos quando
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comparados aos animais normotensos. Estes ensaios foram realizados no
Laboratorio de Fisiologia e Farmacologia Endécrina e Cardiovascular
(LAFFEC), no ICS/UFBA.

4.1.1 Preparagao dos tecidos vasculares

Os ratos foram eutanasiados com cadmara de CO, e, por meio de uma
incisdo no abdome do animal, foi retirada a artéria mesentérica superior de
animais SHR e Wistar. Anéis do primeiro segmento da artéria (1 - 2 mm) foram
obtidos e isolados de tecido conjuntivo e adiposo. Os anéis foram mantidos em
cubas contendo 10 mL de solugéo de Tyrode (Tabela 3), a 37 °C, e gaseificada
com uma mistura de 95% de 0, e 5% de CO; (carbogénio). Os anéis foram
suspensos por linhas de algodéo fixadas a um transdutor de forga, o qual
estava acoplado a um sistema de aquisicao (FORT-10, WPI, Sarasota, EUA)
para o registro das contracdes isométricas (Figura 8). Cada anel foi submetido
a uma tensio constante de 0,75 g por um periodo de 60 min. Durante este
tempo, o meio nutritivo foi trocado a cada 15 min. para prevenir a interferéncia
de metabdlitos (ALTURA; ALTURA, 1970).

Posteriormente, todos os anéis foram submetidos a uma contragao
tbnica submaxima com a Felinefrina (FEN), 1 uM, para avaliar a viabilidade do
tecido. A presenga de endotélio funcional foi verificada pelo relaxamento dos
anéis apdés adicdo de 1 puM de acetilcolina (ACh). Para realizacédo dos
experimentos com anéis na auséncia do endotélio funcional, os anéis foram
submetidos ao leve atrito mecanico entre as paredes internas do vaso com
uma haste de metal. Foram considerados com endotélio, os anéis com
relaxamento superior a 90% sobre a pré-contragdo com fenilefrina. Ja os anéis
com relaxamentos inferiores a 10%, foram considerados sem endotélio. Anéis
com relaxamentos entre 10 e 90% foram desprezados dos protocolos
experimentais.

Apds a confirmagao da presenca ou auséncia do endotélio funcional,
uma segunda resposta com a FEN foi obtida e carvacrol (10'8, 3x10'8, 107,
3x107, 10°, 3x10° 10° 3x10° 10* 3x10* e 10° M) foi adicionado

cumulativamente a cuba. Os resultados foram expressos levando em
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consideragéo que a contragao induzida por FEN corresponde a 100% e que, a

tensao de repouso € igual a 0%.

Figura 8: Sistema de cubas e aquisi¢cdo de dados de tenséo isométrica para 6rgéo isolado.

4.1.2 Protocolos experimentais utilizando artéria mesentérica de ratos

hipertensos e normotensos

4.1.2.1 Avaliacao do efeito vasodilatador de carvacrol em anéis

mesentéricos

Neste estudo, foi avaliado o efeito vasodilatador do carvacrol (10'8 -103
M) em anéis de artéria mesentérica de animais SHR e Wistar, a fim de avaliar
as acoes deste monoterpeno isolado de plantas sobre a contratilidade vascular
de animais hipertensos e as possiveis diferencas das respostas observadas em
normotensos. Para isso, apés um periodo de 60 minutos de estabilizacdo das
preparacdes, concentragdes crescentes de carvacrol (10'8 - 10 M), foram
adicionadas cumulativamente aos anéis vasculares, pré-contraidos com FEN (1
MM) tanto para ratos normotensos como para hipertensos (Figura 9).

O efeito vasodilatador do carvacrol foi avaliado em anéis com o endotélio
funcional intacto e anéis com o endotélio funcionalmente removido, e em todas
as preparagdes a concentragado de FEN (1 pM) foi ajustada para obtencao de
contracbes de magnitude semelhante. Apdés a obtencdo das curvas
concentracao-resposta, foram analisados os valores de pD, (-log CEsp) e Emax
(efeito maximo) das curvas individuais na presenga e na auséncia do endotélio

funcional.
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A ACh (1 pM) CARVACROL
£+ l l, (108 - 102 M)
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FEN (1 uM) FEN (1 uM) Tempo ()
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ACh (1 um) CARVACROL
E- (10 - 10 M)
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Figura 9 - Representagdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo dos efeitos
de concentragdes crescentes de carvacrol (10° - 10° M) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato, pré-contraidos com FEN (1 uM). A) E+ (anéis com endotélio intacto);

B) E- (anéis sem endotélio funcional).
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4.1.2.2 Avaliagio do efeito do carvacrol sobre o influxo de Ca®** em anéis

mesentéricos

Este protocolo foi realizado para avaliar se a diminuicdo do influxo de
calcio para célula muscular lisa foi um mecanismo utilizado pelo carvacrol para
causar efeito vasodilatador, ja que o influxo de calcio pode acontecer por meio
de canais distintos no musculo liso vascular, incluindo os canais TRP. Para
avaliar esta hipétese, anéis mesentéricos de ratos hipertensos e normotensos
foram expostos a uma solugédo despolarizante de KCI 60 mM (Tabela 5) e em
seguida foram lavados com solugédo de Tyrode nominalmente sem Ca® (Tabela
4), onde permaneceram nesse meio por 15 minutos. Apos esse periodo, o meio
foi trocado por uma solugao despolarizante de KClI 60 mM nominalmente sem
Ca®" (Tabela 6). Posteriormente, foi obtida uma curva concentragdo-resposta
ao CaCl, (10 — 3x102 M) (curva controle).

Este processo foi novamente repetido, no entanto, previamente,
concentragdes isoladas de carvacrol (10°, 10* e 10° M) foram incubadas as
preparagbes juntamente com a solugdo despolarizante de KCI 60 mM,
nominalmente sem Ca?* e uma nova curva concentracdo resposta ao CaCl,
(10 — 3x102 M) foi obtida. O efeito do carvacrol sobre as contracdes induzidas
por CaCl, foi avaliado comparando-se as curvas de CaCl, na auséncia

(controle) e na presenga do monoterpeno em estudo (Figura 10).

CARVACROL
ACh (1 uM) (10%, 10% ou 107 M)
& Lavagem Lavagem Lavagem Liagea +
KCI 60 mM
nominalmente KC160 mM
sem Ca™ nominaimente o
(15 min.) sem Ca™ .
(15 min.) K
l ; ¢ o-.' ?
——ee
FEN (1 uM) KC1 60mM Tyrode CaCl, KC1 60mM T CaCl,
nominalment®  (10%-3.10° M) Tyrode (10*-3.10% M)
sem Ca nominalmente
(15 min.) som Ca®*
(15 min.)
Tempo (s)

Figura 10 - Representagdo esquematica do protocolo exsperimental para avaliagdo dos efeitos
de diferentes concentra¢des de carvacrol (10'5, 10" e 10° M) sobre o influxo de Ca’* em anéis,
sem endotélio funcional, de artéria mesentérica superior isolada de rato.

(B) oesua)
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4.1.2.3 Avaliacao do efeito do carvacrol sobre os canais ROC e SOC em

anéis mesentéricos

Como descrito na literatura, a entrada de Ca®* em varios vasos
sanguineos podem envolver canais da familia dos TRP, principalmente TRPC1,
TRPC3 e TRPCG6, sendo estes canais relacionados aos operados por estoques
(SOC) e operados por receptor (ROC). Este protocolo foi realizado para avaliar
se o carvacrol influencia no influxo de Ca®" por via diferente daquela induzida
por canais Ca,, como por exemplo, pela entrada de Ca®** pelos ROCs e SOCs.
Além disso, podemos também avaliar a importancia do influxo de Ca** por vias
diferentes daquela mediada por canais Ca, em animais com hipertensao
essencial.

Inicialmente, os anéis mesentéricos dos ratos foram expostos a uma
solucdo de Tyrode livre de Ca* e contragdes repetidas foram induzidas por
FEN (1uM), com o objetivo de depletar os estoques intracelulares de Ca*".
Logo apos, os anéis foram encubados por um periodo de 30 min com acido
ciclopiazonico (CPA) (20 uM), um inibidor da ATPase de Ca®* do reticulo
sarcoplasmatico, responsavel por depletar os estoques de calcio citosélicos e,
consequentemente, ativar os SOC (LIU et al., 2006). Apos este procedimento,
ainda em meio sem calcio, foram adicionadas a FEN (1 puM) que induz dentre
outros mecanismos, a abertura dos ROCs, e a Nifedipina (1 yM), uma droga
inibidora dos Ca,. Posteriormente, foi obtida uma contracdo em resposta ao
CaCl, (10 M) adicionado na cuba (curva controle), para avaliarmos o efeito da
entrada de Ca?* por ROC e SOC, sem a influéncia dos Ca,.

Apds a obtencado da contragcdo maxima, o meio foi trocado por uma
solucdo de Tyrode a fim de restabelecer o meio fisiolégico no 6rgéo, o
procedimento anterior foi repetido e apds a deplecdo dos estoques no meio
sem calcio, concentracdes isoladas do carvacrol em separado (107, 10 ou 10"
3 M) foram encubadas as preparagdes juntamente com Nifedipina (1 uM), a
FEN (1 uM) e o CPA (20 uM), e uma nova contragao induzida em resposta ao
CaCl, (102 M) foi obtida, a qual foi comparada com a curva de CaCl, na

auséncia (controle) do monoterpeno (Figura 11).
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Tyrode nominalmente sem Ca>* Tyrode nominalmente sem Ca?*
ACh (1 pM)
Anéissem
endotélio
vascular
CARVACROL
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: 5 E (15 min)
60min M A FEN (1 phl) i ACaCl, /N FEN(1uM) Py 4 cacl,
FEN (1 ph) Atédepletar  FEN(1pM) (10?M) Atédepletar FEN (1 ul) (10*M)
os estoques * os estoques +
CPA (20 ph) CPA (20 )

Nifedipino (1 ph) Nifedipine {1 M) Tempo (s)

Figura 11 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo dos efeitos
de diferentes concentraces de carvacrol (107, 10 e 10 M) sobre o influxo de ca® por ROC
e SOC em anéis, sem endotélio funcional, de artéria mesentérica superior isolada de rato.

4.1.2.4 Investigagdao da participacdo dos canais TRP nas respostas

vasculares induzidas pelo carvacrol em anéis mesentéricos

Para avaliarmos a importancia dos canais TRP no efeito vasodilatador
induzido pelo carvacrol em ratos hipertensos e comparar com normotensos,
foram utilizados anéis vasculares, na auséncia do endotélio vascular. Apos a
verificagao da auséncia do endotélio funcional, como descrito anteriormente, os
anéis mesentéricos, antes da pré-contragdo com a FEN (1 uyM), foram pré-
encubados separadamente, por um periodo de 30 min, com os diferentes
bloqueadores dos canais TRP, e concentragdes crescentes de carvacrol (10'8 -
1073 M), foram adicionadas cumulativamente a cuba. Os valores de pD; € Emax
foram obtidos e comparados na situagao controle e apds tratamento com cada

bloqueador (Figura 12).

(6) oesua)
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CARVACROL
l (10-10-3 M)
?
30 minutos =
I r
FEN (1 uM) Tempo (s)

Bloqueadores de canais TRP

Figura 12 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo da
participagéo dos canais TRP no efeito induzido por Carvacrol em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de ratos hipertenso e normotenso, na auséncia de endotélio funcional e pré-
contraidos com FEN (1 pM).

Conforme pode ser observado na Tabela 14, os bloqueadores né&o
especificos utilizados foram: O Vermelho de Ruténio (10 pyM), o qual bloqueia
os canais TRPV1, TRPV5, TRPV6, TRPA1, TRPC3 e TRPM6 (CLAPHAM et
al., 2005); o ion gadolinio (10 yM), o qual bloqueia mais seletivamente os
canais TRPC1-7 (LIEVREMONT; BIRD; PUTNEY, 2004; MCELROY; GURNEY;
DRUMMOND, 2008); o 2-APB (10 uM) que bloqueia os canais TRPC4-7 e o
TRPM8 (CHE et al., 2014; CHUNG et al., 2014; HU et al., 2004); o 2-APB
(1uM) que bloqueia os canais TRPM2 (TOGASHI; INADA; TOMINAGA, 2008);
o BCTC (2 uM), o qual bloqueia os canais TRPM8 e TRPV1 (BEHRENDT et al.,
2004; CLAPHAM et al., 2005); o 9-fenantrol (10 yM), o qual bloqueia o canal
TRPM4 (GUINAMARD; HOF; DEL-NEGRO, 2014; GRAND et al., 2008); e o
HCO03003-01, bloqueador do TRPA1 (EARLEY, 2012; MCNAMARA et al.,
2007).



49

Tabela 14: Relacido entre os bloqueadores de TRP utilizados nos ensaios in
vitro e os seus respectivos canais bloqueados.

Bloqueadores TRPC TRPV TRPM TRPA

Vermelho de
Ruténio 3 1,5,6 6 1
(10uM)

lon Gadolinio
(10uM) 1-7 — — —

2-APB
(10 uM) 4-7 8

2-APB
(1uM) 2

BCTC
(2uM) 1 8

9-fenantrol
(10uM) 4

HC03003-01
(10uM) 1

FONTES: BEHRENDT et al., 2004; CHE et al., 2014; CHUNG et al., 2014; CLAPHAM et al,,
2005; EARLEY, 2012; GUINAMARD; HOF; DEL NEGRO, 2014; GRAND et al., 2008; HU et al.,
2004; LIEVREMONT; BIRD; PUTNEY, 2004; MCELROY; GURNEY; DRUMMOND, 2008;
MCNAMARA et al., 2007; TOGASHI; INADA; TOMINAGA, 2008.

4.1.3 Avaliagdo da reatividade vascular de artéria mesentérica de ratos

hipertensos apés tratamento subcrénico com carvacrol

Neste protocolo foi avaliado se o tratamento subcrénico orogastrico com
carvacrol (50mg/kg/dia) altera a reatividade vascular de animais SHR. Os
animais que passaram pelo tratamento subcrbénico com carvacrol foram
eutanasiados e o segmento de artéria mesentérica foi isolada como
anteriormente descrito. Como mostra a Figura 13, apés um periodo de 60
minutos de estabilizacdo das preparagdes, concentragcdes crescentes de
fenilefrina (107'° -10°M) foram adicionadas ao banho. Uma curva concentragao-
resposta para o vasoconstritor foi obtida em cada grupo experimental tratado
anteriormente (controle negativo, controle positivo e carvacrol). Posteriormente
0s anéis mesentéricos foram deixados em estabilizacdo em contracdo ténica
durante 40 minutos e foram adicionadas concentragbes crescentes e
cumulativas do vasodilatador nitroprussiato de sédio (NPS, 1073-10°M),
reconhecido doador de 6xido nitrico (BATES et al.,1991; TOM et al., 2014).
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Apos a obtengcdo das curvas concentragao-resposta, foram analisados os

valores de CEsp e Emax das curvas individuais para cada grupo experimental.

Ach NPS
(1pM) (10°13-105 M)

Lavagem Lavagem

Anéis sem

endotélio vascula
(E-)

Tensao (g)

T T T Tempo
FEN (1uM) KCI60 mM FEN
(10-°-10% M)

Figura 13 - Representacdo esquematica do protocolo experimental para avaliagdo da
reatividade vascular dos animais submetidos ao tratamento subcrénico com carvacrol.

4.2 Ensaios in vitro eletrofisiolégicos

Por meio dos ensaios eletrofisiolégicos foram obtidos os registros de
corrente de Ca, tipo-L e TRPM, em células musculares lisas dissociadas de
artéria mesentérica de ratos, bem como as influéncias do monoterpeno
carvacrol sobre estas correntes. Adicionalmente, foi avaliada a existéncia de
diferengas entre as densidades de corrente de células musculares lisas
dissociadas de animais hipertensos e normotensos.

Estes estudos foram realizados em colaboragcao com o Laboratério de
Biotecnologia Celular e Molecular: Eletrofisiologia, do Centro de Biotecnologia,
na UFPB, o qual apresenta infraestrutura suficiente para realizacdo dos
experimentos eletrofisioldgicos, além de apresentar a técnica ja estabelecida e

padronizada.
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4.2.1 Preparagao dos miocitos vasculares

As células musculares lisas foram dissociadas da artéria mesentérica de
ratos SHR e Wistar. Apds o procedimento cirurgico de isolamento da artéria, a
mesma foi dissecada e dividida em segmentos para facilitar a digestao
enzimatica. Uma vez dissecado, o tecido foi transferido para um tubo falcon,
contendo papaina (0,7 mg/mL), albumina (1 mg/mL) e ditiotreitol (1 mg/mL),
que foram diluidos em solugdo salina fisiologica (SSF)-normal (Tabela 7),
permanecendo por 30 min, a 37°C. Em seguida, as amostras foram
transferidas para a solugdo SSF-baixo Ca?* (Tabela 8) contendo colagenase (1
mg/mL), hialuronidase (0,9 mg/mL) e BSA (1 mg/mL) para a dissociacao das
células, durante 15 a 30 min, a 37°C. Foi realizado uma lavagem com SSF-
baixo Ca?* para a remocgado das enzimas. Ja dissociadas, as células foram
centrifugadas por 1000 rpm durante 1 min. Suspensas em solugdo SSF- baixo
ca* e, apos isto, as células foram transferidas para laminulas e deixadas

aderir por 20 min. Apds adesao, os ensaios eletrofisioldgicos foram iniciados.

4.2.2 Registros eletrofisiologicos

Para avaliarmos a influéncia do carvacrol sobre as correntes ibnicas
através dos canais Ca,-tipo L e TRPM em midcitos vasculares de animais
hipertensos e normotensos, foram realizados experimentos de fixacao de
voltagem pela técnica de patch-clamp, no modo “whole-cell," como descrito
previamente (HAMILL et al., 1981). Para tanto, os midécitos foram estudados
sob a plataforma de um microscépio invertido (Carl Zeiss, Alemanha),
posicionado sobre uma mesa antivibratéria com suspensao pneumatica (TMC,
EUA), onde os registros eletrofisiolégicos foram obtidos. Um micromanipulador
hidraulico de alta precisdo (Narishige, Japao) foi usado para movimentagcao do
eletrodo responsavel pelo registro das correntes, e outro micromanipulador foi
utilizado para posicionar a pipeta de perfusdo, contendo a solugéo controle ou
o composto testado. O uso da gaiola de faraday (TMC, EUA) minimizou as
interferéncias elétricas no sistema preparado.

As correntes foram obtidas por meio de um amplificador (HEKA EPC10,

Alemanha), filtradas por filtro passa-baixa a 2,0 kHz, convertidas em sinais
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digitais com frequéncia de 10 kHz. Correntes de vazamento (“leakage”) foram
removidas, com auxilio do protocolo P/4 no qual quatro pulsos de amplitude
igual a ¥4 do pulso teste foram aplicados e a resposta de corrente, foi entao,
somada e subtraida da corrente do pulso teste. As células que apresentaram
valores altos para a resisténcia em série (acima de 5 MQ) ou que nao se
mantiveram estaveis, ndo foram utilizadas na analise. As correntes foram
adquiridas e analisadas em um computador PC-compativel usando-se o
“software” PatchMaster e Fitmaster (HEKA Elektronik, Alemanha).

As micropipetas de vidro foram fabricadas por meio de um estirador
(“puller”) vertical de 2 estagios (Narishige, Japao), as quais foram preenchidas
conforme Tabela 9 (protocolos correntes de Ba®?*) ou Tabela 12 e 13
(protocolos correntes tipo TRPM). Foram utilizadas resisténcias entre 4 - 5 MQ
para as micropipetas. Um fino fio de prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) foi
introduzido na micropipeta e o conjunto foi acoplado a um pré-amplificador
(“headstage”) que, por sua vez, esta conectado a entrada do amplificador. As
células foram banhadas por uma solugao externa, que pode ser visualizada na
Tabela 10 (protocolos correntes de Ba®*) ou Tabelas 11 (protocolos correntes
tipo TRPM). Todas as solugdes foram submetidas a um filtro com porosidade
(“mesh”) de 0,22 um. A osmolaridade das solugdes foi ajustada com glicose,
para valores de aproximadamente 310 mOsm solugdo interna e 330 mOsm
solucao externa.

Os gigaselos (resisténcia = 1GQ) foram obtidos por meio de uma suave
succao feita no interior da micropipeta, e em seguida por meio de uma sucgao
mais vigorosa rompemos o pequeno fragmento de membrana que separava a
solugéo interna, contida na pipeta, do citoplasma da célula em estudo. O
aumento brusco do transiente capacitivo indicou a obteng¢ao da configuracao de
“whole-cell’. Todos os registros foram realizados em células submetidas a um
sistema de perfusao (Dagan, EUA), que consistiu de uma micropipeta de vidro
(com aproximadamente 100 um de didmetro interno) conectada a saida de uma
valvula solendide, que estava alimentada por reservatérios de 5 mL, que
continham solugdo externa (controle) sem adicao das drogas testes e outros
compartimentos com adigao das drogas teste. Com auxilio da valvula solenoide

foi possivel selecionar os compartimentos que estavam ligados a pipeta de
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perfusdo, estabelecendo assim, um fluxo do seu conteudo. Os fluxos (~0,1

mL/min) foram impulsionados pela forga da gravidade.

Figura 14 - Aparato utilizado para obtengéo dos registros eletrofisiologicos.
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4.2.3 Protocolos experimentais para obtencao dos registros
eletrofisiolégicos, utilizando miécitos vasculares de ratos hipertensos e

normotensos

4.2.3.1 Avaliagao do efeito do carvacrol sobre os Ca,-tipo L em midcitos
mesentéricos

Para confirmar a influéncia do carvacrol sobre o influxo de Ca* por Ca,-
tipo L de miécitos mesentéricos isolados de ratos hipertensos e normotensos,
foram obtidos registros de correntes de Ba®*. Para isto, as pipetas foram
preenchidas com a solucao interna descrita na Tabela 9. Nesta solucao, o CsCl
substituiu o ion K* e, junto com o TEA, teve a fungéo de bloquear as correntes
de K. As células foram banhadas por uma solucdo externa, conforme descrita
na Tabela 10, e, ao invés do Ca®*, o bario (Ba2+) foi usado como carreador,
pois 0s canais para Ca** do tipo-L apresentam uma maior condutancia para o
Ba®" em relagdo ao Ca?*, facilitando assim a identificacao destas correntes.

Entdo, para investigar o efeito do carvacrol sobre as correntes de Ba2+,
0s miodcitos foram mantidos em um potencial de “holding” de —80 mV e, em
seguida, foram aplicados pulsos-testes de 100 ms de duragao, despolarizando
a célula para +10 mV, em intervalos de 5s (UCHIDA et al. 2001). As correntes
de Ba** foram medidas na situacao controle, com a célula perfundida por
solucao extracelular e na situacao teste, com a célula perfundida com solugao
extracelular contendo carvacrol (300 pM) (Figura 15). Os dados foram
expressos em pico de densidade de corrente (pA), normalizados pelos valores

de capacitancia da célula (pA/pF), em fungado da concentragao do carvacrol.

+10 mV

100 ms

-80 mV -80 mV

Figura 15 - Esquema representativo mostrando o protocolo experimental para avaliagdo do
efeito de carvacrol (300 uM) sobre as correntes de Ba”", em midcitos da artéria mesentérica
superior de rato SHR e Wistar.
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4.2.3.2 Avaliagdo do efeito de carvacrol sobre correntes tipo-
TRPM6/TRPM7 em midcitos mesentéricos

Para avaliar a influéncia do carvacrol sobre correntes tipo-
TRPM6/TRPM7 em midcitos mesentéricos isolados de ratos hipertensos e
normotensos, foram obtidos registros de correntes catidnicas. Para isto, as
pipetas foram preenchidas com a solugéo interna descrita na Tabela 12, na
auséncia do Mg** intracelular, ou na Tabela 13, com a concentrac&o intracelular
do Mg* ([Mg*']) aumentada para 2mM, e as células foram banhadas pela
solucao externa descrita na Tabela 11.

Entdo, para investigar o efeito do carvacrol sobre as correntes por
TRPM6/TRPM7 foi utilizado um protocolo de rampa de voltagem, onde os
midcitos foram mantidos em um potencial de “holding” de 0 mV e em seguida,
foram aplicados pulsos-testes de 200 ms de duragao, despolarizando a célula
de -100 mV para +100 mV, em intervalos de 15s (Figura 16). As correntes
catidnicas foram medidas na situagao controle, com a célula perfundida apenas
por solugdo extracelular, e na situacao teste, com a célula perfundida com
solugédo extracelular contendo carvacrol (100 uM ou 300 uM) e/ou 2-APB
(100pM) ou Mg** (2,5mM), conforme descrito na Tabela 15. Os dados foram
expressos em densidade de corrente, onde os valores dos registros de corrente
(pA) obtidos foram normalizados pela capacitancia (pF) da membrana das

células em estudo.

+100mV

V holding = 0OmV

omv omV

-100mVv

Figura 16 - Esquema representativo mostrando o protocolo experimental para avaliagdo do
efeito de carvacrol (100pM e 300 pM) sobre as correntes tipo-TRPM6/TRPM7, em midcitos da
artéria mesentérica superior de animal SHR e Wistar. Correntes filtradas em 2,9 kHz e
digitalizadas a 10 kHz. De -100 mV a + 100 mV, com 200 ms de duragéo.
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Tabela 15 — Ensaios realizados para medir correntes tipo-TRPM6/TRPM7

Ensaio 1: Ensaio 2:
(Mg*'i= 0 mM) (Mg*']i = 2,0 mM)
rampa controle rampa controle
rampa com Mg** (2,5mM) rampa com Mg** (2,5mM)
rampa com carvacrol (100uM) rampa com carvacrol (100uM)

rampa carvacrol (100uM) + 2-APB rampa carvacrol (100uM) + 2-APB
(100pM) (100pM)

rampa com carvacrol (300uM) rampa com carvacrol (300uM)

rampa carvacrol (300uM) + 2-APB rampa carvacrol (300uM) + 2-APB
(100uM) (100pM)

4.3 Ensaios farmacolégicos in vivo

Os ensaios in vivo foram realizados no Laboratério de Neurociéncias, na

Universidade Federal da Bahia.

4.3.1. Investigacao do potencial anti-hipertensivo do
carvacrol em animais SHR

Para avaliar o potencial anti-hipertensivo do carvacrol, os animais SHR
foram tratados por via orogastrica com este monoterpeno, durante 20 dias, a
partir da 92 semana de idade.

Os animais SHR submetidos ao tratamento com carvacrol por gavagem
foram divididos em dois grupos de animais, os quais estao descritos abaixo:
Grupo 1: controle negativo — Veiculo (cremofor)

Grupo 2: Carvacrol (50 mg/Kg/Dia)

Todos os animais foram mantidos em caixas individuais, sob condi¢des

controladas de temperatura (21£1°C), submetidos a um ciclo claro-escuro e
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com livre acesso a ragao e agua. Os SHR animal foram pesados diariamente
antes do carvacrol ou veiculo serem administrados por gavagem, o
correspondente a 0,1 mL/100g de peso corporal. Durante os 20 dias de
tratamento, a pressao sanguinea dos animais foi monitorada a cada cinco dias
por plestimografia de cauda.

No ultimo dia do tratamento, os animais foram eutanasiados em cémara
de CO,, a artéria mesentérica superior, assim como 0s coracdes desses
animais foram removidos e livres de tecido conjuntivo e adiposo. O coragéao foi
pesado para avaliar de indicios de hipertrofia cardiaca e as artérias foram
utilizadas para os experimentos de reatividade vascular in vitro (ver detalhes

destes ensaios nos topicos 5.1.3.1 € 5.1.3.2).

4.4 Analise estatistica

Os valores foram expressos como a média * erro padrao da média
(e.p.m.). As curvas concentracao-resposta foram ajustadas segundo equacao
logistica de quatro parametros ou equacdo de Hill. Para estudar o efeito
vasodilatador induzido pelo monoterpeno carvacrol, dois parametros
farmacoldgicos foram analisados: a eficacia farmacoldgica (Emax, resposta
maximo induzida pela substancia) e a poténcia farmacoldgica (pD, logaritmo
negativo da concentragdo de uma substancia que induz 50% do efeito maximo,
- logCEsyp).

As analises estatisticas foram realizadas utilizando teste t de Student ou
analise de variancia one-way (ANOVA) seguido de teste de Bonferroni, quando
apropriado. Foram considerados significantes os valores de p<0,05. O
programa utilizado para analise dos dados foi o Graph Pad Prism 5.0.

Os registros eletrofisioldogicos foram normalizados em pA/pF, sendo
extraida a media £ desvio padrao da média (d.p.m.), de um numero significativo
de células. As diferencas estatisticas foram avaliadas usando o teste t de
student ou ANOVA one-way, seguido de teste de Bonferroni. Valores de p<0,05

indicaram diferencga significante.
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5 Resultados

5.1 Efeitos farmacolégicos in vitro induzidos por carvacrol em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de animais hipertensos e

normotensos
5.1.1 Efeito vasodilatador induzido por carvacrol em anéis mesentéricos

A Figura 17 mostra que a adigdo cumulativa de carvacrol (10° - 10 M)
em anéis de artéria mesentérica isolada de animal SHR e W.istar, com
endotélio funcional integro e pré-contraidos com 1 uyM de FEN, induziu um
vasorelaxamento dependente de concentragdo (Emax = 115,14 + 5,46%; pD, =
5,13 £ 0,05; N = 8; e Enax = 113,68 = 5,49%; pD, = 4,38 £ 0,06; N = §;
respectivamente). Em animal SHR, apds a remo¢ao do endotélio vascular, a
poténcia farmacoldgica de carvacrol foi reduzida de maneira significante (pD, =
4,91 £ 0,05; N = 9; p<0,01), porém, este nao houve diferenca estatistica em
relacéo a eficacia da droga (Emax = 112,80 £ 5,39%; N = 9). Enquanto que em
animais wistar, a curva concentragao-resposta do carvacrol ndo foi alterada
significantemente (Emax = 115,64 + 3,98%; pD, = 4,17 £ 0,04; N = 8) (Tabela
16).
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Figura 17 - Efeito vasodilatador induzido por carvacrol em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato. Curva concentragao-resposta para o carvacrol (10'8 - 107 M,
cumulativamente) em anéis de animais SHR ou Wistar, com o endotélio intacto (e) ou endotélio
funcional removido (m), pré-contraidos com FEN (1 puM). Os valores estdo expressos com
média + e.p.m. *p<0,05 versus endotélio intacto.
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5.1.2 Efeito de carvacrol sobre o influxo de Ca®" em anéis mesentéricos,

mantidos em meio despolarizante e nominalmente sem ca®

A Figura 18 mostra que a administracdo cumulativa de CaCl, (10° —
3x102? M) promoveu uma contracdo (Controle: Ensx = 100.0 = 0.0%),
dependente de concentragdo, em anéis de artéria mesentérica superior isolada
de ratos hipertensos e normotensos, na auséncia de endotélio funcional,
incubados com solucgéo despolarizante (KCl 60 mM) e nominalmente sem Ca?".
Quando os anéis foram encubados previamente com carvacrol (10'4 e 10° M),
a curva concentragao-resposta para CaCl, foi significantemente reduzida (Emax
= 24,60 + 7,66% e Ensx = 6,10 £ 1,72%, respectivamente; N = 5; ***p<0,0001
versus controle). Enquanto que, na concentragcdo de 10° M testada de
carvacrol, a eficacia do CaCl, em induzir contragdo foi estatisticamente
aumentada (Emax = 126,33 £ 4,06%; N = 5; ***p<0,0001; **p<0,001 versus
controle). Em animal normotenso, a concentragdo de carvacrol (10°M) também
aumentou a contragédo induzida por CaCl, (Emax = 118,83 £ 3,95%; N = 5),
porém, os ensaios com carvacrol nas concentracdes de 10* e 10°M estdo

sendo finalizados para fins comparativos (Figura 18).
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Figura 18 — Efeito de carvacrol sobre o influxo de Ca®** em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato hipertenso e normotenso. Curva concentracao-resposta para CaCl,
em meio despolarizante (KCI 60 mM) e nominalmente sem Ca>’, em anéis mesentéricos
desprovidos de endotélio funcional (Controle) e na presenga de concentragdes isoladas de
carvacrol (10'5, 10* e 103 M), em animal SHR e Wistar, respectivamente. Os valores estao
expressos como média + e.p.m. ***p<0,0001 e **p<0,001 vesus Controle.
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5.1.3 Efeito de carvacrol sobre o influxo de Ca®* por ROC e SOC em anéis

mesentéricos

Para avaliar se o efeito de carvacrol em reduzir no influxo de Ca** por
atuar sobre os canais operados por receptor (ROC) e os canais operados por
estoque (SOC), foram realizados experimentos em anéis mesentéricos de ratos
hipertensos e normotensos, na auséncia do endotélio funcional, € mantidos em
meio nominalmente sem Ca**, na presenca de FEN (1uM), 4cido ciclopiazénico
(CPA, 20uM) e nifedipina (1uM). Nestas condi¢des, foi obtida uma contragao
em resposta ao CaCl, (10°M) na auséncia (Controle) ou na presenca de
carvacrol (10°, 10* e 10 M). A contragdo induzida por CaCl, (Emax = 100,0 +
0,0%; N = 19) em anéis de animais hipertensos, foi significantemente atenuada
por carvacrol nas trés diferentes concentragbes testadas (Emax = 41,21 %
11,54%; N = 7; Emax = 40,62 + 4,25%, N = 7; Emnax = 26,39 = 11,60; N = 5;
respectivamente; ***p<0,0001 versus controle). Resultados semelhantes foram
observados em anéis mesentéricos de ratos normotensos, onde a presenca de
carvacrol (10 e 3x10™ M) atenuou significantemente a contragéo induzida por
CaCl, (Emax= 39,4 £5,5 % e 11,6 £ 3,1%; ***p<0,0001) (Figura 19).
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Figura 19 — Efeito de carvacrol sobre o influxo de Ca®** por ROC e SOC em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de rato hipertenso e normotenso. Curva
concentragao-resposta para CaCl, em meio despolarizante (KClI 60 mM) e nominalmente sem
Ca®, em anéis mesentéricos desprovidos de endotélio funcional (Controle) e na presenga de
concentragdes isoladas de carvacrol (10'5, 10* e 10° M) em animal SHR, e de concentragbes
isoladas de carvacrol (10'4 e 3x10'4M) em Wistar, respectivamente. Os valores estdo expressos
como média + e.p.m. ***p<0,0001 e **p<0,001 vesus Controle.
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5.1.4 Influéncia do Vermelho de Ruténio (VR) na resposta vasodilatadora

induzida por carvacrol em anéis mesentéricos

Para avaliar a participacao dos subtipos de canais TRP sensiveis ao
Vermelho de Ruténio (VR) no efeito vasorelaxante induzido por carvacrol em
anéis de artéria mesentérica superior isolada de animais SHR e Wistar,
experimentos foram realizados na presenga de VR (10uM) que, nesta
concentracao, bloqueia nao seletivamente os canais TRPV1, TRPV5, TRPVG,
TRPC3, TRPA1 e TRPM6 (CLAPHAM et al., 2005). Na presenca do VR, a
curva concentracdo-resposta induzida por carvacrol em aneéis pré-contraidos
com FEN (1 uM) e na auséncia do endotélio funcional, nao foi alterada
estatisticamente (Emax = 115,58 = 7,28%; pD, = 5,07 £ 0,07; N = 6; Emax =
121,75 £ 5,53%; pD, = 4,29 £ 0,05; N = 5; valores referentes aos animais SHR

e Wistar, respectivamente) (Figura 20; Tabela 16).
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Figura 20 - Influéncia do Vermelho de Ruténio (VR), um bloqueador nao-seletivo dos
canais TRPV1, TRPV5, TRPV6, TRPC3, TRPA1 e TRPMG6, nos efeitos vasculares
induzidos por carvacrol. Curva concentragdo-resposta para carvacrol (10'8 - 10° M,
cumulativamente) em anéis mesentéricos de animais SHR e Wistar, com endotélio vascular
ausente e pré-contraidos com FEN (1 uM), na auséncia (e) ou na presencga (m) de VR (10 pM).
Os valores sao expressos como a média + e.p.m.
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5.1.5 Influéncia do ion gadolinio (Gd®*) na resposta vasodilatadora

induzida por carvacrol em anéis mesentéricos

Para investigar a participagado dos subtipos de canais TRP sensiveis ao
ion gadolinio (Gd**) no efeito vasorelaxante induzido por carvacrol em anéis de
artéria mesentérica superior isolada de animais SHR e Wistar, ensaios foram
conduzidos em anéis com endotélio funcional ausente e pré-contraidos com
FEN (1 uM), na presenga de Gd* (10uM), o qual, nesta concentragao, bloqueia
os canais TRPCs (LIEVREMONT; BIRD; PUTNEY, 2004; MCELROY;
GURNEY; DRUMMOND, 2008). Em animal SHR, a presencga do Gd*>" diminuiu
significantemente a poténcia farmacoldgica de carvacrol (pD,; = 4,23 + 0,09; N
= 10; p<0,0001), porém, ndo modificou a eficacia farmacolégica do
monoterpeno (Emax = 112,34 £ 3,61%; N = 10) quando comparado ao controle
na auséncia do bloqueador (ver Tabela 16). Por outro lado, em animal Wistar, a
poténcia e a eficacia farmacoldgicas do carvacrol ndo foram alteradas
estatisticamente (pD, = 3,91 + 0,07; Enmax = 120,18 £ 3,03%, respectivamente; N

= 6), quando comparadas ao controle na auséncia do Gd** (Figura 21).
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Figura 21 - Influéncia do ion gadolinio (Gd**), um bloqueador nio seletivo dos canais
TRPCs nos efeitos vasculares induzidos por carvacrol. Curva concentragdo-resposta para
carvacrol (10® - 10° M, cumulativamente) em anéis mesentéricos de animais SHR e Wistar,
com endotélio vascular ausente e pré-contraidos com FEN (1 uM), na auséncia (e) ou na
presenca (m) de Gd* (10 puM). Os valores sdo expressos como a média £ e.p.m. *p<0,01
versus FEN.
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5.1.6 Influéncia do 2-Aminoetoxidifenilborato (2-APB) na resposta

vasodilatadora induzida por carvacrol em anéis mesentéricos

Para investigar a participagado dos subtipos de canais TRP sensiveis ao
2-Aminoetoxidifenilborato (2-APB) no efeito vasorelaxante induzido por
carvacrol em anéis de artéria mesentérica superior isolada de animais SHR e
Wistar, experimentos foram realizados em anéis com endotélio funcional
ausente e pré-contraidos com FEN (1 uM), na presenga de 2-APB (1uM), que,
nesta concentracdo, bloqueia o TRPM2 (TOGASHI; INADA; TOMINAGA,
2008). Em animal SHR, a presenca do 2-APB diminui significantemente a
poténcia farmacolégica de carvacrol (pD, = 4,07 £ 0,06; N = 6; p<0,001),
porém, nado modificou a eficacia farmacolégica do monoterpeno (Emax = 105,61
+ 3,03%; N = 6) quando comparado ao controle na auséncia do bloqueador.
Por outro lado, em animal Wistar, a poténcia e a eficacia farmacoldgicas do
carvacrol nao foram alteradas estatisticamente (pD2 = 4,10 £ 0,06; Enax =
113,66 = 5,66%, respectivamente; N = 5), quando comparadas ao controle na
auséncia do 2-APB (Figura 22; Tabela 16).
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Figura 22- Influéncia do 2-Aminoetoxidifenilborato (2-APB), um bloqueador nao seletivo
dos canais TRPM2, nos efeitos vasculares induzidos por carvacrol. Curva concentragado-
resposta para carvacrol (10° - 10°® M, cumulativamente) em anéis mesentéricos de animais
SHR e Wistar, com endotélio vascular ausente e pré-contraidos com FEN (1 uM), na auséncia
(®) ou na presenca (m) de 2-APB (1 uM). Os valores sao expressos como a média + e.p.m.
*p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 versus FEN.
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5.1.7 Influéncia do 2-Aminoetoxidifenilborato (2-APB) na resposta

vasodilatadora induzida por carvacrol em anéis mesentéricos

Para investigar a participagado dos subtipos de canais TRP sensiveis ao
2-Aminoetoxidifenilborato  (2-APB) no efeito vasorelaxante induzido por
carvacrol em anéis de artéria mesentérica superior isolada de animais SHR e
Wistar, experimentos foram realizados em anéis com endotélio funcional
ausente e pré-contraidos com FEN (1 uM), na presencga de 2-APB (10uM), que,
nesta concentracado, bloqueia os TRPC4-7 e o TRPM8 (CHE et al.,, 2014;
CHUNG et al., 2014; HU et al., 2004). Em animal SHR, a presenca do 2-APB
reduziu significantemente a poténcia farmacoldgica de carvacrol (pD, = 4,46 +
0,06; N = 6; p<0,001), porém, ndao modificou a eficacia farmacologica do
monoterpeno (Emsx = 119,02 £ 5,53%; N = 6) quando comparado ao controle na
auséncia do bloqueador. Por outro lado, em animal Wistar, a poténcia e a
eficacia farmacologicas do carvacrol ndo foram alteradas estatisticamente (pD-»
= 4,11 £ 0,05; Eqax = 105,16 = 5,51%, respectivamente; N = 5), quando
comparadas ao controle na auséncia do 2-APB (Figura 23; Tabela 16).
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Figura 23 - Influéncia do 2-Aminoetoxidifenilborato (2-APB), um bloqueador nao seletivo
dos canais TRPC4-7 e o TRPMS, nos efeitos vasculares induzidos por carvacrol. Curva
concentragao-resposta para carvacrol (10'8 -10° M, cumulativamente) em anéis mesentéricos
de animais SHR e Wistar, com endotélio vascular ausente e pré-contraidos com FEN (1 yM),
na auséncia (e) ou na presenca (m) de 2-APB (10 pM). Os valores sdo expressos como a
média £ e.p.m. *p<0,05 versus FEN.
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5.1.8 Influéncia do BCTC na resposta vasodilatadora induzida por

carvacrol em anéis mesentéricos

Com o intuito de avaliar a participacdo dos canais TRPM8 e TRPV1
no efeito vasorelaxante induzido por carvacrol em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de animais SHR e Wistar, ensaios foram conduzidos em anéis
com endotélio funcional ausente e pré-contraidos com FEN (1 pM), na
presenca de BCTC (2 uM), que bloqueia os canais TRPV1 e TRPM8
(BEHRENDT et al., 2004; CLAPHAM et al., 2005). Em animal SHR, a presenca
do deste bloqueador alterou significantemente a poténcia farmacolégica de
carvacrol (pD2 = 4,44 + 0,05; N = 6; p<0,001), porém, nao modificou a eficacia
farmacolégica do monoterpeno (Emax = 110,75 = 3,01%; N = 6) quando
comparado ao controle na auséncia do bloqueador. Por outro lado, em animal
Wistar, a poténcia e a eficacia farmacologicas do carvacrol ndo foram alteradas
estatisticamente (pD2 = 4,37 + 0,04; Emax = 105,80 £ 2,79%; respectivamente; N
= 5), quando comparadas ao controle na auséncia do BCTC (Figura 24; Tabela
16).
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Figura 24 - Influéncia do BCTC, um bloqueador nao seletivo dos canais TRPV1 e TRPMS,
nos efeitos vasculares induzidos por carvacrol. Curva concentragdo-resposta para
carvacrol (10'8 -10° M, cumulativamente) em anéis mesentéricos de animais SHR e Wistar,
com endotélio vascular ausente e pré-contraidos com FEN (1 pM), na auséncia (e) ou na
presenca (m) de BCTC (2 uM). Os valores sdo expressos como a média + e.p.m. *p<0,05 e
**p<0,01 versus FEN.
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5.1.9 Influéncia do 9-fenantrol na resposta vasodilatadora induzida por

carvacrol em anéis mesentéricos

Com o intuito de avaliar a participacado dos canais TRPM4 no efeito
vasorelaxante induzido por carvacrol em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de animais SHR e Wistar, ensaios foram conduzidos em anéis com
endotélio funcional ausente e pré-contraidos com FEN (1 yM), na presenca de
9-fenantrol (10 uM), que, nesta concentragéo, bloqueia mais seletivamente os
canais TRPM4 (GUINAMARD; HOF; DEL NEGRO, 2014; GRAND et al., 2008).
Na presenca do 9-fenantrol, a curva concentracdo-resposta induzida por
carvacrol em anéis pré-contraidos com FEN (1 yM) e na auséncia do endotélio
funcional, foi alterada significantemente (Emax = 113,54 £ 7,72%; pD, = 4,54 £
0,06; N = 5; Emax = 121,67 = 5,58%; pD., = 4,23 + 0,06; N = 5; valores
referentes aos animais SHR e Wistar, respectivamente), quando comparadas

ao controle na auséncia do bloqueador (Figura 25 e Tabela 16).
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Figura 25 - Influéncia do 9-fenantrol, um bloqueador seletivo do canal TRPM4, nos
efeitos vasculares induzidos por carvacrol. Curva concentracdo-resposta para carvacrol (10

-10° M, cumulativamente) em anéis mesentéricos de animais SHR e Wistar, com endotélio
vascular ausente e pré-contraidos com FEN (1 uM), na auséncia (e) ou na presenca (m) de 9-
fenantrol (10 uyM). Os valores sdo expressos como a média + e.p.m. *p<0,05 e **p<0,01 versus
FEN.
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5.1.10 Influéncia do HC03003-1 na resposta vasodilatadora induzida por

carvacrol em anéis mesentéricos

Com o intuito de avaliar a participagdo do canal TRPA1 no efeito
vasorelaxante induzido por carvacrol em anéis de artéria mesentérica superior
isolada de animais SHR e Wistar, ensaios foram conduzidos em anéis com
endotélio funcional ausente e pré-contraidos com FEN (1 uM), na presenca de
HC03003-1 (10 pM), o qual, nesta concentragcdo, bloqueia seletivamente o
canal TRPA1 (EARLEY, 2012; MCNAMARA et al., 2007). Em animal SHR, a
presenca deste bloqueador alterou significantemente a poténcia farmacolégica
de carvacrol (pD, = 4,42 + 0,05; N = 6; p<0,0001), porém, nao modificou a
eficacia farmacoldgica do monoterpeno (Emsx = 103,03 + 4,29%; N = 6) quando
comparado ao controle na auséncia do bloqueador. Por outro lado, em animal
Wistar, a poténcia e a eficacia farmacologicas do carvacrol nao foram alteradas
estatisticamente (pD2 = 4,02 + 0,04; Emax = 114,89 £ 2,35%; respectivamente; N
= 5), quando comparadas ao controle na auséncia do HC03003-1 (Figura 26;
Tabela 16).
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Figura 26 - Influéncia do HC03003-1, um bloqueador seletivo do canal TRPA1, nos
efeitos vasculares induzidos por carvacrol. Curva concentracdo-resposta para carvacrol (10
&_10° M, cumulativamente) em anéis mesentéricos de animais SHR e Wistar, com endotélio
vascular ausente e pré-contraidos com FEN (1 uM), na auséncia (e) ou na presenca (m) de
HCO03003-1 (10 uM). Os valores sédo expressos como a média + e.p.m. *p<0,05; **p<0,01 e
***p<0,001 versus FEN.
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Tabela 16 - Efeito vasorelaxante de carvacrol em contragdes induzidas por fenilefrina
(FEN, 1uM)

SHR Wistar
Emnax (%) pD N Emax (%) pD; N
Endotélio
intacto 115,14 5,46 513+0,05 8 113,68 + 5,49 4,38 £ 0,06 8
Endotélio # @
removido 112,80 £ 5,39 4,91 + 0,05 9 115,64 £ 3,98 4,17 £ 0,04 8
Vermelho
de Ruténio | 115:58%7.28 5,07 £ 0,07 6 121,75 £ 5,53 4,29 + 0,05 5
fon
Lantanio 111,00 + 5,46 4,78 £ 0,05 8 100,74 + 4,95* 3,91 £ 0,07* 5
fon
Gadolinio 112,34 £3,61 | 4,23 £0,09*** 10 120,18 + 3,03 3,91 0,07 6
2-APB
(1 uM) 105,61 £ 3,03 | 4,07 £0,06*** 6 113,66 + 5,66 4,10 £ 0,06 5
2-APB
(10 M) 119,02+ 553 | 4,46 +0,06* 6 105,16 * 5,51 4,11 0,05 5
BCTC 110,75 * 3,01 4,44 + 0,05 6 105,80 + 2,79 4,37 0,04 5
9-Fenantrol | 113:54%7.72 4,54 +0,06* 5 121,67 £ 5,58 4,23 + 0,06 5
HC03003-1 103,03 £4,29 | 4,42 10,05 6 114,89 + 2,35 4,02 0,04 5

Os valores sao expressos como média £ e.p.m. O teste t de Student ndo pareado foi usado
para examinar a diferenca entre o endotélio removido e endotélio intacto de cada grupo
experimental; ANOVA one-way, seguida do pés-teste de Bonferroni, foi utilizado para comparar
endotélio desnudo com diferentes grupos. #p<0,01 versus endotélio intacto de SHR; @p<0,05
versus endotélio intacto de Wistar; **p<0,001 e ***p<0,0001 versus endotélio removido de SHR;
p<0,05 versus endotélio removido de Wistar.

Os resultados obtidos com estes ensaios foram resumidos na Figura 27.
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Figura 27. Sumario dos resultados dos ensaios funcionais em artéria mesentérica.
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5.2 Efeitos farmacolégicos in vitro induzidos por carvacrol em células
musculares lisas dissociadas de artéria mesentérica de ratos hipertensos

e nhormotensos
5.2.1 Efeito de carvacrol sobre os Ca, tipo-L em midcitos mesentéricos

Para avaliar o efeito de carvacrol sobre as correntes ibnicas de canais
Ca,, foram realizados experimentos de fixagdo de voltagem usando a técnica
de “patch-clamp” em células musculares lisas recém-dispersas de artéria
mesenteérica. A Figura 28A mostra um registro original representativo obtido na
presenca e na auséncia (controle) de carvacrol (300uM) em uma unica célula
recéem-dispersa de mesentérica de ratos hipertensos, e a Figura 28B mostra
em uma célula de ratos normotensos. Em midécitos de hipertensos, carvacrol
(300uM) reduziu significantemente (***p<0,001) as correntes de entrada de
Ba®" de -12,59 + 0,58 pA/pF (controle, N = 5) para -3,78 + 0,51 pA/pF (N = 5),
enquanto que, em midcitos de normotensos, esta reducao foi de -8,41 + 0,71
pA/pF (N = 5) para -2,42 + 0,21 pA/pF (N = 5), como pode ser observado na
Figura 29.
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Figura 28 - Tragado representativo mostrando o efeito de carvacrol (300uM) sobre
correntes de Ba” por Ca, tipo-L. Correntes de entrada de Ba®* obtidas por pulsos
despolarizantes a +10 mV, partindo de um potencial de holding de -80 mV, em uma Unica
célula recém-dispersa de artéria mesentérica superior isolada de ratos: A) SHR e B) Wistar.
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Figura 29 - Efeito de carvacrol sobre as correntes de Ba** em animais hipertensos e
normotensos. Grafico de barras representando a densidade de corrente (pA/pF) inibida por
carvacrol (300uM). Os valores estdo expressos como média + d.p.m. N=5 células para cada
situagéo experimental. ***p<0,001 versus controle.
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5.2.2 Efeito de carvacrol sobre correntes tipo-TRPM6/TRPM7 em miodcitos

mesentéricos

Para avaliar o efeito de carvacrol sobre as correntes tipo-TRPM6/TRPM7
(IrremerrePM7), fOram realizados experimentos de voltage clamp usando a
técnica de “patch-clamp” em células musculares lisas recém-dispersas de
artéria mesentérica de ratos hipertensos e normotensos, conforme descrito na
metodologia. As Figuras 30A-C mostram que carvacrol (100uM ou 300uM)
reduziu a densidade de ltrpmsTrPM7, Obtida a partir de uma rampa de voltagem
de -100mV a +100mV, num intervalo de 200ms, quando comparado ao
controle. A adicdo de Mg2+ (2,5mM — controle positivo) também reduziu as
correntes tipo-TRPM6/TRPM7. Além disso, a adicao do 2-APB (100uM) junto

ao carvacrol (100uM ou 300uM) também reduziu estas correntes.

A Figura 30A ilustra o registro original representativo de uma unica
célula isolada de artéria mesentérica de ratos hipertensos e normotensos,
respectivamente. As Figuras 30B e 31C ilustram a relagao corrente-voltagem
(I/V) de 5 células diferentes de animais hipertensos e normotensos, mostrando
que carvacrol (100uM e 300uM, respectivamente,), tanto na presenga quanto
na auséncia de 2-APB, foi capaz de reduzir as rampas de lrpmeTRPM7, ASSIM

como o Mg®* (controle positivo).

A analise estatistica pontual dos efeitos de carvacrol em dois estimulos
de voltagem diferentes, em -80mV e em +80mV, pode ser visualizada nas
Figuras 31A e 31B. A Figura 31A mostra que, em ratos hipertensos e
normotensos, respectivamente, o carvacrol (100pM) reduziu estatisticamente
as densidades de ltrpvetremz (PA/PF) de entrada e de saida, cujos valores
podem ser visualizados na Tabela 17A. Além disso, A Figura 31B mostra que
em hipertensos e normotensos, respectivamente, carvacrol (300uM) também
reduziu a densidade de ltrpmetrrm7 (PA/PF), cujos valores e suas respectivas
andlises estatisticas podem ser visualizados na Tabela 17B.
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Figura 30 — Efeito de carvacrol (na presenga ou auséncia de 2-APB) e de Mg** sobre
lrremerrRPM7, durante a rampa de voltagem de -100mV a + 100mV, durante 200ms, em
midcitos vasculares de animais hipertensos e normotensos. A) Registros representativos
de ltrpmsrremz (PA), controle e carvacrol (300uM), em animal hipertenso e normotenso; B)
Gréfico I/V, efeito de carvacrol (100uM) sobre ltrpmerremz (PA/PF) em animais hipertensos e
normotensos, respectivamente; C) Grafico I/V, efeito de carvacrol (300uM) sobre ltrpmstrRPM?
(pA/pF) em animais hipertensos e normotensos, respectivamente. (N=5 células, para cada
situagéo experimental).
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Figura 31 — Efeito de carvacrol (na presenga ou na auséncia de 2-APB) e de Mg2+ sobre a
densidade de corrente tipo-TRPM6/TRPM7,em -80mV ou + 80mV, em midcitos vasculares
de animais hipertensos e normotensos. A) Grafico de barras mostrando o efeito de carvacrol
(100uM) sobre as densidades de ltrpmsrrevz (PA/PF) em animais hipertensos e normotensos,
respectivamente; B) Grafico de barras mostrando o efeito de carvacrol (300uM) sobre as
densidades de ltrpmsrremz (PA/PF) em animais hipertensos e normotensos, respectivamente.
Os valores estdo expressos como média + d.p.m. #p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05
versus controle. (N=5 células, para cada situacao experimental).



75

Tabela 17 - Valores de densidade de corrente (pA/pF) com [Mg®]i = OmM, em
ratos hipertensos e normotensos.
A) Carvacrol (100uM)
Estimulo Condigao SHR Wistar
de Experimental
voltagem
Controle -3,42 + 0,47 -5,46 + 0,24
Mg*" (2,5mM) | -0,83+0,10" 2,26+ 0,51
-80mV
(PA/PF) Carvacrol 1,07+007 | -320+0,28"
Carvacrol +2- | -1,28+0,20" 2,880,217
APB (100pM)
Controle -6,21 + 0,57 -20,73 +1,33
Mg?* (2,5mM) -1,55 + 0,16" -4,71 £ 0,38*
+80mV
(PA/PF) Carvacrol 3,53+0,28" | -12,28+0,33"
Carvacrol + 2- | -1,97 £ 0,93" -6,76 = 0,60

APB (100pM)

Os valores estdo expressos como média + d.p.m. #p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05
versus controle. (n=5 células, para cada situagédo experimental)



B) Carvacrol (300uM)
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Estimulo Condigao SHR Wistar
de Experimental
voltagem
Controle -3,93+0,62 -4,82 + 0,49
Mg®* (2,5mM) -1,23+0,13" 2,42 +0,48"
-80mV
(PA/PF) Carvacrol 1,86£034 | -281+025"
Carvacrol + 2- -1,33+0,217 211+0,34"
APB (100uM)
Controle -6,38 £ 0,59 -15,50 £ 0,83
Mg®* (2,5mM) 1,78 +0,12* 6,41+ 0,67
+80mV
(PA/PF) Carvacrol 229+027" |  -9,92+1,40

Carvacrol + 2-
APB (100uM)

2,16+ 0,25

7,57 £0,91

Os valores estdo expressos como média + d.p.m. #p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05
versus controle. (n=5 células, para cada situagcao experimental)



77

Para confirmar o efeito de carvacrol sobre TRPM6/TRPM7, foram
realizados experimentos de fixagdo de voltagem usando a técnica de “patch-
clamp” em células musculares lisas recém-dispersas de artéria mesentérica,
conforme descrito na metodologia, onde a solugdo interna da pipeta foi
preenchida com aumento na concentracdo de Mg?* (2mM), com o intuito de
bloquear TRPM6/TRPM7 (TOUYZ, 2008). A Figura 32 representa a relagao
corrente-voltagem, mostrando que quando o carvacrol (300uM) foi perfundido a
solucdo externa, sozinho ou junto com o 2-APB (100uM), assim como o Mg?*
(2,5mM) sozinho, as correntes de TRPM7 foram reduzidas, tanto em ratos

hipertensos como em normotensos, respectivamente.

A andlise estatistica destes efeitos de carvacrol (em -80mV e +80mV)
pode ser visualizada no Figura 33, que mostra o efeito de carvacrol (300uM),
na presenca ou ndo de 2-APB, em reduzir estatisticamente as densidades de
ItremerreM7 (PA/PF), em ratos hipertensos e normotensos, respectivamente,
quando comparados aos seus controles. Além disso, o Mg2+ também foi capaz
de reduzir estas correntes quando comparadas aos valores do controle.
Entretanto, em animais normotensos, em -80mV, nem carvacrol (na presenca
ou ndo de 2-APB) nem Mg** foram capazes de reduzir as ltrpmerrem7. OS
valores das densidades de ItrpmsTRPM? € SUAS analises estatisticas podem ser

visualizados na Tabela 18.
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Figura 32 — Efeito de carvacrol (na presenga ou na auséncia de 2-APB) e de Mg** sobre
lrrpmerrpm7 (alta [M92+]i), em miocitos vasculares de animais hipertensos e normotensos.
Graficos I/V do efeito de carvacrol (300uM) sobre ltrpmsrrvy de animais hipertensos e
normotensos, respectivamente. (n=5 células, para cada situagéo experimental).
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Figura 33 — Efeito de carvacrol (na presenga ou na auséncia de 2-APB) e de Mg2+ sobre a
densidade de corrente por TRPM6/TRPM7 (alta [Mgz+]i), em -80mV e +80mV, em midcitos
vasculares de animais hipertensos e normotensos. Graficos de barras mostrando o efeito
de carvacrol (300uM) sobre as densidades de ltrpm7 (PA/PF) em animais hipertensos e
normotensos, respectivamente. Os valores estdo expressos como média + d.p.m.. **p<0,01,
*p<0,05 versus controle. (n=5 células, para cada situagéo experimental).



Tabela 18 - Valores de densidade de corrente (pA/pF) com [Mg®*] = 2mM, em
ratos hipertensos e normotensos.
Carvacrol (300uM)
Estimulo Condigao SHR Wistar
de Experimental
voltagem
Controle -1,51£0,29 -2,15+0,19
Mg®* (2,5mM) 0,71 +£0,21 -1,32 £ 0,21
-80mV
(PAPF) Carvacrol 0,66+ 0,07 1,85 + 0,37
Carvacrol + 2- -0,44 + 0,06~ -1,37 £ 0,43
APB (100uM)
Controle -2,37+0,28 | -3,91%0,53
Mg?* (2,5mM) -0,93+0,21" -1,30+0,17"
+80mV
(PA/PF) Carvacrol 210720117 | -1,99+0,19"
Carvacrol +2-| -0,80£0,11" -1,40£0,25"

APB (100pM)

Os valores estdo expressos como média + d.p.m. #p<0,0001, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05

versus controle. (n=5 células, para cada situagédo experimental)
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Os resultados obtidos com estes ensaios eletrofisiolégicos foram

resumidos na Figura 34.
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Figura 34. Sumario dos resultados dos ensaios eletrofisioldgicos em midcitos isolados de

artéria mesentérica.
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5.3 Efeitos do tratamento subcronico in vivo com carvacrol em animais
SHR

5.3.1 Efeito do tratamento oral com carvacrol sobre a pressao arterial

média (PAM) de ratos hipertensos

Para avaliar se os efeitos vasculares e celulares induzidos por carvacrol
podem refletir em uma acao anti-hipertensiva, foram realizados experimentos
de medida de pressdo arterial indireta durante 20 dias de tratamento
subcronico oral com veiculo e carvacrol (50mg/kg). Nos animais tratados com
veiculo durante 20 dias, o estado hipertensivo foi mantido e, ao final do
tratamento, a PAM atingiu valores de 167,5 + 10,0 mmHg, N = 6. A
administragdo diaria de carvacrol (50 mg/kg) provocou redugao significante
(*p<0,05) na PAM no final do tratamento, atingindo valores de PAM = 138,8 £
3,4 mmHg, N = 6, quando comparados ao controle onde os animais foram

tratados apenas com veiculo (Figura 35).
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Figura 35 - Efeito sobre a Pressao Arterial Média (PAM) do tratamento oral com carvacrol
(50 mg/kg) em animais SHR por um periodo de 20 dias. Curvas de PAM para veiculo (N = 6)
e carvacrol (N = 6). Valores expressos com média + e.p.m. *p<0,05 versus veiculo.
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5.3.2 Efeito do tratamento subcronico com carvacrol sobre o peso

cardiaco de animais SHR

Para avaliacdo de indicios de hipertrofia cardiaca, o peso dos coracoes
dos animais tratados foi medido ao final do tratamento. Para isso, apds a
eutanasia do animal em camara de CO,, os coragbes foram removidos e
submetidos a secagem em estufa a 60°C, durante 24h e 48h. Foi observado
que o tratamento oral por 20 dias com o carvacrol ndo alterou a massa
cardiaca (em mg/100g) apos secagem de 24h e 48h (228,23 + 69,43 e 176,33
+ 40,29; respectivamente; N = 5), quando comparados ao controle cujos
animais foram tratados apenas com veiculo (341,09 £ 53,12 e 155,11 £ 7,92;

respectivamente; N = 5) (Figura 36).
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Figura 36 - Efeito do tratamento oral com carvacrol sobre o peso cardiaco (mg/100g de
peso corporeo) de animais SHR tratados durante 20 dias. Peso cardiaco apds 24h e 48h de
secagem, no final do tratamento com veiculo (N = 6) e carvacrol (N = 5). Valores expressos
com média + e.p.m.
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5.3.3 Efeito do tratamento subcronico com carvacrol sobre o peso
corpéreo de animais SHR

Para avaliar o efeito de carvacrol sobre o peso corporal, os animais dos
dois grupos experimentais foram pesados diariamente durante o tratamento
subcrénico. O peso corporeo dos SHR tratados com carvacrol nao foi diferente

do peso dos SHR tratados apenas com o veiculo (**p<0,01) (Figura 37).
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Figura 37 - Efeito do tratamento subcrénico de carvacrol sobre o peso corporal absoluto
de animais SHR tratados por 20 dias. Peso corpoéreo no final do tratamento com veiculo (N =
4) e carvacrol (N = 6). Valores expressos estdo expressos com média + e.p.m.
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5.3.4 Efeito do tratamento subcronico com carvacrol sobre a reatividade

vascular de animais SHR

Apds o tratamento subcrénico, foram realizados ensaios para investigar
possiveis alteracbes na reatividade do tecido vascular dos animais SHR
tratados com veiculo e carvacrol (50mg/kg). Em anéis mesentéricos de animais
hipertensos tratados com carvacrol, a eficacia e poténcia farmacoldgicas das
contragdes induzidas por FEN (Ensx = 81,30 £ 7,071 % e pD, = 6,98 £ 0,25;
respectivamente, N = 5) ndo foram alteradas significantemente em relagao ao
veiculo (Emax = 97,67 £ 5,25 % e pD, = 6,82 + 0,23; respectivamente, N = 8). O
mesmo ocorreu com o vasorelaxamento induzido pelo NPS, nao houve
diferenca estatistica nos parametros farmacoldégicos estudados, nem na
eficacia nem na poténcia do NPS (Enax= 100,17 £ 6,39 % e pD,= 11,78 £ 0,30;
respectivamente, N = 5) nos animais tratados com carvacrol, quando
comparados ao controle tratados apenas com veiculo (Emax = 116,92 £ 7,33 %
e pD,= 12,22 + 0,28; respectivamente, N = 8) (Figura 38).
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Figura 38 - Reatividade vascular a FEN e ao NPS em anéis mesentéricos de animais SHR
submetidos ao tratamento subcrénico com veiculo ou carvacrol durante 20 dias. Grafico
em barras mostrando os valores de pD, e E. s apos o tratamento com veiculo (N = 8) ou
carvacrol (N = 5): A) Resposta relaxante para o NPS e B) Resposta contracturante para a FEN.
Valores expressos com média + e.p.m.
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6 Discussao

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os efeitos do
monoterpeno fendlico carvacrol sobre o sistema cardiovascular e elucidar os
possiveis mecanismos de acdo envolvidos, utilizando abordagens: in vitro —
com anéis e miocitos de artéria mesentérica superior isolada de ratos
hipertensos e normotensos (abordagens a nivel funcional e celular,
respectivamente), e in vivo — medidas indiretas de pressao arterial de ratos
hipertensos apds tratamento subcrénico orogastrico com carvacrol, tendo como
foco os canais TRP.

As principais constatacbes deste estudo foram que a atividade
vasodilatadora de carvacrol em artéria mesentérica superior isolada de animal
SHR, provavelmente, envolve a inibicdo do influxo de Ca®*" por Ca, tipo-L,
ROC, SOC e/ou canais TRP, e estes resultados funcionais in vitro foram
diferentes dos encontrados em animais normotensos. Além disso, foi
demonstrado que o carvacrol inibe correntes tipo-TRPM7 em midcitos
mesenteéricos de ratos hipertensos e nhormotensos e que possuiu atividade anti-
hipertensiva em SHR tratados por gavagem durante 20 dias.

Considerando o importante papel que o tdnus vascular desempenha na
regulacdo e manutencao da PA (SONKUSARE et al., 2006), ha poucos estudos
descritos na literatura que abordam os efeitos do carvacrol sobre o musculo liso
vascular (MLV), ha apenas quatro estudos realizados em artéria isolada de
rato. Um deles foi conduzido por Audyn e colaboradores (2007) e demonstrou
que carvacrol reduz a vasoconstricdo induzida por FEN, KCI ou CaCl, em
artéria aorta de ratos Sprague-Dawley. Peixoto-Neves e seu grupo de pesquisa
(2010) também estudaram os efeitos de carvacrol em aorta de rato, mostrando
que carvacrol induz vasodilatacdo, independente da presenca do endotélio
vascular, e reduz o influxo de Ca** nestes leitos vasculares de ratos wistar.

Outro trabalho encontrado na literatura sobre o efeito de carvacrol em
MLV relata que este monoterpeno possui acao vasodilatadora em artéria
cerebral de ratos Sprague-Dawley, porém, esta atividade €& dependente da
presenca da camada endotelial e ocorre via ativacdo do canal TRPV3 expresso
no endotélio vascular (EARLEY; GONZALES; GARCIA, 2010). A artéria
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mesenteérica superior € de extrema importancia no controle da PA, visto que é
uma artéria de pequeno calibre e exerce maior influéncia sobre a RVPT, mas,
apesar disso, o uUnico estudo neste leito vascular descrito na literatura até o
momento foi realizado por Dantas e colaboradores (2015), desenvolvido no
nosso laboratério de pesquisa, e relata a acao vasodilatadora de carvacrol em
anéis mesentéricos de ratos normotensos wistar, provavelmente, por inibicao
do influxo de Ca** por Ca,, ROC, SOC e TRPM7.

Portanto, devido a auséncia de estudos sobre o efeito de carvacrol em
artéria mesentérica isolada de ratos hipertensos, resolvemos investigar as
agdes deste monoterpeno em anéis mesentéricos isolados de animais SHR, e
demonstramos que o carvacrol induz efeito vasodilatador dependente de
concentragdo em anéis pré-contraidos com a FEN, um agonista seletivo a4-
adrenérgico (Figura 17). Conforme pode ser observado na Tabela 16, esta
acao relaxante vascular do carvacrol foi estatisticamente mais potente em
animal hipertenso (SHR) quando comparado ao normotenso (wistar), resposta
relevante para o tratamento da hipertensao arterial.

Além dos fatores vasodilatadores e vasoconstritores que controlam o
tbnus arterial e, consequentemente, o fluxo sanguineo local e a PA (LEDOUX
et al., 2006), o endotélio funcional também possui um importante papel na
regulacdo da musculatura lisa vascular, por meio da produgédo e liberagao de
fatores vasodilatadores, tais como: oxido nitrico (NO), fator hiperpolarizante
derivado do endotélio (EDHF) e prostaciclina (PGl); e fatores vasoconstritores,
tais como: endotelina-1 (ET1), prostaglandina H, (PGH,), tromboxano A,
(TXA;) e anions superéxido (O%) (BATLOUNI, 2001; FELETOU; KOHLER;
VANHOUTTE, 2011).

Entdo, devido ao fato de uma variedade de substancias quimicas
(endégenas e exdgenas) exercerem atividade vasodilatadora por meio da
participacao funcional do endotélio vascular (FURCHGOTT; ZAWADZKI, 1980;
COHEN; VANHOUTTE, 1995; CHAUHAN et al., 2002), nés investigamos o
papel dos fatores vasoativos na resposta mediada por carvacrol e, para isso, a
camada endotelial foi removida por atrito mecanico. Conforme a Tabela 15, na
auséncia do endotélio vascular, a poténcia farmacologica do monoterpeno foi

estatisticamente reduzida tanto em animal hipertenso quanto em normotenso,
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quando comparada a sua resposta na presenga do endotélio vascular (Figura
17). Estes dados sugerem que o efeito vasodilatador de carvacrol em artérias
de animais hipertensos envolve dois mecanismos de agdo distintos, um
dependente e outro independente do endotélio vascular. Entretanto, a via
independente do endotélio parece ser majoritaria no efeito vasodilatador
induzido por carvacrol e, por isso, o foco deste trabalho foi na investigagéo do
mecanismo de acdo deste monoterpeno sobre o MLV. Portanto, os
experimentos posteriores foram realizados em anéis mesentéricos ausentes de
endotélio funcional.

Visto que estudos anteriores mostraram que carvacrol inibe correntes de
Ca®* em cardiomiocitos ventriculares caninos e humanos (MAGYAR et al.,
2004) e reduz o influxo de Ca?* em artéria aorta (AUDYN et al., 2007;
PEIXOTO-NEVES et al., 2010) e mesentérica (DANTAS et al., 2015) de ratos
normotensos, e devido a importancia das vias de entradas do Ca®* no MLV de
animais hipertensos (principalmente, pelos canais Ca,) foi avaliada a hipotese
que a vasodilatagao induzida por carvacrol em animais SHR, também, poderia
ser por inibicdo do influxo de Ca**. Entso, foi investigado o efeito do carvacrol
frente as contragdes induzidas por CaCl,, em meio despolarizante (KCIl, 60mM)
nominalmente sem Ca?', isto porque concentracdes elevadas de K*
extracelular provocam despolarizacao e, consequente, abertura dos Ca, na
membrana plasmatica. Portanto, contragdes induzidas por CaCl, sado geradas,
em grande parte, pelo influxo de Ca?* por Ca, (RATZ; BERG, 2006). Além
disso, a depolarizagcao causada por KCI (60mM) induz a liberagéo de calcio dos
estoques, podendo causar deplegao do reticulo sarcoplasmatico (KOBAYASHI;
KANAIDE; NAKAMURA, 1985 e 1986), levando a uma entrada de Ca?®* através
SOCs e/ou canais TRP (AY et al., 2004; FELLNER; ARENDSHORST, 2000).

Nestas condi¢cbes, como mostra a Figura 18, o carvacrol (10'4 e 10'3M)
antagonizou de maneira dependente de concentragcdo as contra¢des induzidas
por CaCl, em animais hipertensos, sendo que na maior concentracdo do
monoterpeno essas contragdes foram praticamente abolidas. Por outro lado, na
menor concentragdo testada (10°M), o carvacrol aumentou as contracdes
induzidas pelo CaCl, em ratos hipertensos e normotensos. Estes dados

sugerem que o efeito vasodilatador de carvacrol pode ser, em parte, por reduzir
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o influxo de Ca?" em artéria mesentérica, provavelmente, por canais Ca,, bem
como dos SOC e/ou TRPs. Entretanto, este efeito s6 foi observado em
concentragbes de carvacrol igual ou superior a sua CEsy. Estes resultados
corroboraram os achados de Audyn e cols. (2007), Dantas e cols. (2015) e
Peixoto-Neves e cols. (2010) em animais normotensos.

Para confirmar se esta resposta de carvacrol em inibir o influxo de Ca*
poderia envolver, também, os SOCs e/ou ROCs, foram realizados
experimentos funcionais in vitro, onde os anéis foram mantidos num meio
nominalmente isento de Ca?* e contracdes foram induzidas com FEN (1uM),
um agonista seletivo a4-adrenérgicos. A FEN foi utilizada como ferramenta
farmacoldgica de escolha devido aos relatos da literatura que a ativagao de
receptores o-adrenérgicos leva ao influxo de Ca** por canais Ca,, ROC e SOC
na célula muscular lisa (WATANABE et al., 2007; FIRTH; REMILLARD; YUAN,
2007). Adicionalmente, o acido ciclopiazénico (20uM), um bloqueador da
ATPase de Ca*" presente no reticulo endosarcoplasmatico (SERCA), também
foi utilizado com o intuito de induzir ativacdo de SOCs (WYNNE; CHIAO;
WEBB, 2009).

Além disso, com o objetivo de ativar os ROCs e os SOCs, porém,
descartar a participacao dos Ca,, foi utilizada a Nifedipina, droga conhecida por
abolir totalmente as correntes de Ca2+, por bloqueio dos Ca, em células
musculares lisas (CURTIS; SCHOLFIELD, 2001). Entdo, nestas condigbes
experimentais, onde os anéis de animais hipertensos e normotensos foram
mantidos em meio sem Ca®* e na presenca da FEN, acido ciclopiazbnico e
nifedipina, a contragédo induzida por CaCl, foi reduzida significantemente na
presenca de carvacrol (10'5, 10* e 10'3M), quando comparada a contragao na
auséncia do monoterpeno (Figura 19), sugerindo que os ROCs e os SOCs,
provavelmente, estdo envolvidos no efeito vasodilatador mediado por carvacrol
em ratos hipertensos e normotensos.

Devido ao fato de tanto os SOC como os ROC serem canais que
apresentam estrutura relacionada aos canais TRP (BEECH; MURAKI;
FLEMMING, 2004; THEBAULT et al, 2005; ZAGRANICHNAYA; WU,
VILLEREAL, 2005), principalmente, com os TRPC1 e TRPCB6, respectivamente
(DIETRICH et al., 2005; HOFMANN et al., 1999), e como o carvacrol ja
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demonstrou atuar sobre alguns canais TRPs (EARLEY; GONZALES; GARCIA,
2010; PARNAS et al., 2009; XU et al.,, 2006; VOGT-EISELE et al. 2007),
decidimos investigar a contribuicao dos diferentes subtipos dos canais TRPs no
efeito relaxante vascular do carvacrol e, para isso, foram usados diferentes
bloqueadores destes canais, que, apesar de nao possuirem efeito
farmacoldgico seletivo, podem ser eficazes no delineamento dos estudos com
os canais TRPs.

Primeiramente, foi usado o vermelho de ruténio (VR, 10uM), um
bloqueador n&o-seletivo dos canais TRPV1, 2, 3, 4 e 6, TRPA1 e TRPM6
(CLAPHAM et al., 2005). A presenca do VR nao alterou significantemente a
poténcia nem a eficacia farmacoldgicas de carvacrol, em nenhum dos animais
estudados, quando comparadas ao controle na auséncia do VR (Figura 20;
Tabela 16), sugerindo que os canais sensiveis ao VR, provavelmente, nao
estdo envolvidos nos efeitos vasculares de carvacrol.

Posteriormente, foi investigada a participacdo dos canais sensiveis ao
ion Gd*" nos efeitos vasculares induzidos por carvacrol, utilizando o Gd*
(10uM) que, nesta concentragdo, bloqueia os canais TRPC1-7 (CLAPHAM et
al., 2005; LIEVREMONT; BIRD; PUTNEY, 2004; MCELROY; GURNEY;
DRUMMOND, 2008). Em animais hipertensos, a presencga do ion Gd* reduziu
estatisticamente a poténcia farmacoldgica do carvacrol, mas ndo em animais
normotensos, quando comparados com 0s seus controles na auséncia do
bloqueador. Ademais, ndo houve mudanca significante na eficacia
farmacolégica do monoterpeno em nenhum dos animais (Figura 21; Tabela 16).
Estes dados sugerem que, em animais hipertensos, mas ndo em normotensos,
os canais sensiveis ao fon Gd*, provavelmente, participam dos efeitos
vasculares mediados pelo carvacrol.

Estas diferencas no envolvimento do ion Gd* na resposta
vasodilatadora de carvacrol em ratos hipertensos, quando comparada aos
normotensos, podem ser devido as alteragcdes na expressao do canal TRPC3
durante a hipertensao, visto que ja foi demonstrado que TRPC3 é mais
expresso em miocitos de animal SHR em relacdo aos seus controles
normotensos (LIU et al., 2005), e que, mais especificamente, a expressao da

proteina do TRPC3 é maior em artéria mesentérica de animal SHR (ADEBIYI et
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al., 2012). Adicionalmente, Noorani, Noel e Marrelli (2011) também relataram
que TRPC3 tem sua expressdao aumentada em artéria carétida de animal SHR
em relacdo aos normotensos, entretanto, a expressdo do TRPC1 esta
reduzida, corroborando com a sugestdo de que a fungcdo de alguns canais
TRPs estaria modificada durante o estado hipertensivo devido a alteracbes na
expressao destes animais.

E importante ressaltar que os canais TRPC1, 3 e 6 (bloqueados pela
concentracdo Gd>* utilizada) ja foram descritos por serem expressos em
diversos leitos arteriais, incluindo artéria mesentérica (EARLEY; BRAYDEN,
2015; FIRTH; REMILLARD; YUAN, 2007), e o aumento da expressao de
TRPC1 e TRPC3 em arteriolas mesentéricas causa elevacao da
vasomotricidade em animal SHR (CHEN et al., 2010). Além disso, o fato dos
canais TRPC1, 3 e 6 também atuarem como ROC e/ou SOC (AY et al., 2005;
HILL et al., 2006; HOFMANN et al., 1999; SALIDO. JARDIN. ROSADO 2011),
esses resultados com o ion Gd>* em animais SHR corroboram com nossos
achados iniciais em que carvacrol demonstrou inibir ROC e SOC em anéis
mesentéricos.

Dando continuidade as investigacbes sobre os canais TRPs, fomos
avaliar a influéncia do 2-APB na vasodilatacao provocada pelo carvacrol, visto
que esta é uma droga vastamente utilizada como ferramenta farmacolégica
para estudar os canais TRPCs (HARTENECK; GOLLASCH, 2011; SUZUKI et
al., 2011; XU et al., 2005) e os TRPMs (CHOKSHI; FRUASAHA; KOZAK, 2012;
MACIANSKIENE et al., 2012; NAZIROGLU; OzGUL, 2012). Para isso,
utilizamos duas diferentes concentracées de 2-APB (10 e 10™°) conhecidas por
bloquear diferentes canais TRPs. Para bloquear os canais TRPC4-7 e os
TRPMS, utilizamos 10°M de 2-APB (CHE et al., 2014; CHUNG et al., 2014; HU
et al., 2004), enquanto que para bloquear os canais TRPM2, usamos 10°M de
2-APB (TOGASHI; INADA; TOMINAGA, 2008).

Estes experimentos demonstraram que, em animais hipertensos, a
presenca das diferentes concentracbes de 2-APB reduziu de maneira
significante a poténcia farmacoldgica do carvacrol, porém, este efeito ndo foi
observado em animais normotensos. Em relagao a eficacia do monoterpeno,

nenhuma das duas concentracbes de 2-APB testadas foi capaz de modificar
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este parametro farmacolégico, tanto em animal normotenso quanto em
hipertenso, como pode ser observado nas Figuras 22 e 23 e na Tabela 16.
Com isso, pode-se sugerir que 0s canais sensiveis ao 2-APB (TRPC4-6;
TRPM2 e 8), provavelmente, participam do efeito vasodilatador mediado pelo
carvacrol em rato hipertenso, mas ndao em normotenso. Estas diferencas na
resposta do monoterpeno entre estes animais podem estar relacionadas a
possiveis alteracdes na expressdo dos canais sensiveis ao 2-APB durante o
estado hipertensivo.

Os préximos canais TRPs encontrados no sistema cardiovascular que
decidimos estudar foram os canais TRPV1 e TRPMS, utilizando o BCTC (2 pM)
como ferramenta farmacolégica para bloquear estes canais (BEHRENDT et al.,
2004; CLAPHAM et al., 2005). Os resultados demonstraram que, em animais
SHR, a presenca do BCTC foi capaz de reduzir significantemente a poténcia
farmacoldgica do carvacrol, mas nao a sua eficacia. Por outro lado, em animais
normotensos, nao houve mudanga em nenhum dos parametros farmacoldgicos
analisados (Figura 24; Tabela 16), sugerindo que, provavelmente, os canais
sensiveis ao BCTC estao envolvidos na resposta relaxante de carvacrol em
artéria mesentérica de animais hipertensos, mas ndo de normotensos.
Lembrando que tanto carvacrol como outros monoterpenos ja foram relatados
como ativadores do TRPV3, um subtipo de TRP vaniléide (EARLEY;
GONZALES; GARCIA, 2010; VOGT-EISELE et al., 2007; XU et al., 2006).

Tendo em vista que o canal TRPM4 ja foi descrito pela sua expressao
em alguns leitos vasculares (EARLEY; WALDRON; BRAYDEN, 2013; YANG et
al., 2006), o préximo passo foi investigar a influéncia do 9-fenantrol (10 uM) no
efeito relaxante mediado por carvacrol em mesentérica de ratos hipertensos.
Nesta concentracdo, esta droga bloqueia mais seletivamente os canais TRPM4
e pode ser utilizada para estudar este canal (GUINAMARD; HOF; DEL
NEGRO, 2014; GRAND et al., 2008). Os resultados demonstraram que em
ratos hipertensos, mas ndao em normotensos, o 9-fenantrol modificou
significantemente a poténcia farmacolégica de carvacrol, quando comparada
ao controle na auséncia do bloqueador (Figura 25 e Tabela 16), 0 que sugere a
participacdo do TRPM4 no efeito vasodilatador induzido pelo carvacrol em

ratos hipertensos, mas nao em normotensos.
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Além dos diferentes subtipos de canais TRPVs, TRPCs e TRPMs, os
TRPA1 também estdo expressos no sistema cardiovascular (EARLEY, 2012) e
podem estar envolvidos na resposta vascular de carvacrol. Por isso, foi
investigada a influéncia do HC03003-1 (10 uM), bloqueador seletivo do canal
TRPA1 (MCNAMARA et al., 2007). Entao, em animais hipertensos, a presenca
deste bloqueador reduziu significantemente a poténcia farmacolégica de
carvacrol, sem alteragao significante na eficacia do composto, quando estes
parametros foram comparados aos seus controles, entretanto, em animais
normotensos, nao houve diferenca estatistica em nenhum destes parametros
farmacologicos estudados (Figura 26; Tabela 16), sugerindo que,
provavelmente, o canal TRPA1 pode estar envolvido no efeito vasodilatador
induzido pelo monoterpeno em estudo em ratos hipertensos. Estes dados
corroboram os dados da literatura que demonstram que carvacrol é capaz de
ativar o canal TRPA1 (XU et al., 2006).

Em resumo, os ensaios funcionais in vitro para investigacdo dos canais
TRPs sugerem que o efeito vasodilatador mediado por carvacrol em anéis
mesentéricos isolados de animais hipertensos, mas nao de normotensos,
provavelmente, envolve a participagao dos canais TRPC1, 3 e 6, dos TRPM2, 4
e 8, e do TRPA1. Estas respostas diferentes entre estes animais podem ser
justificadas pelas possiveis diferengas existentes no estado patolégico da
hipertensao arterial. Além disso, 0os ensaios vasculares também sugerem que o
efeito vasodilatador de carvacrol envolve, também, a inibigao do influxo de Ca?*
via canais Ca, tipo-L, ROCs e SOCs, tanto em animais hipertensos como em
normotensos. O sumario destes resultados pode ser observado na Figura 27.

Estes dados corroboram com outros trabalhos que demonstram os
efeitos de carvacrol em reduzir o influxo de Ca®" em aorta (AYDIN et al., 2007;
PEIXOTO-NEVES et al., 2010) e mesentérica (DANTAS et al., 2015) de ratos
normotensos, e inibir tanto correntes de Ca®* em cardiomidcitos ventriculares
humanos e caninos (MAGYAR et al., 2004). Além disso, em ratos hipertensos,
mas nao em normotensos, o efeito de carvacrol foi diferente na presenca de
diferentes bloqueadores, sugerindo a participagdo de diversos subtipos de
TRP, mas nao direcionando o estudo para um canal especifico. Com isso,

resolvemos investigar o envolvimento do canal TRPM7 na resposta



94

vasodilatadora mediada por carvacrol, visto que este monoterpeno ja
demonstrou inibir correntes tipo TRPM7 em células HEK super-expressando
estes canais (PARNAS at al., 2009).

Com nestes dados da literatura e em nossos resultados preliminares,
decidimos focar na investigacao dos efeitos de carvacrol sobre os canais Ca,
tipo-L e TRPM7 em células de artéria mesentérica recém-dispersas de ratos
hipertensos e normotensos, com o intuito de comparar se existe diferenca no
mecanismo de agao de carvacrol em um modelo de hipertensdo essencial.
Para isto, foram realizadas medidas de correntes por Ca, tipo-L e TRPM
usando a técnica de “patch-clamp” na configuragdo whole-cell.

Ao avaliar o efeito de carvacrol sobre os Ca, tipo-L em midcitos
vasculares de animais hipertensos e normotensos, foi evidenciado que o
carvacrol (300uM) atenuou significantemente as correntes de Ba®* pelos canais
Ca, (Figura 29), sugerindo que a agao vasodilatadora deste monoterpeno
envolve o bloqueio destes canais em CMLVs isoladas de animais hipertensos,
e que nenhuma diferenca nesta via de sinalizacdo do carvacrol foi observada
quando comparada as correntes obtidas em mdcitos de animais normotensos.

Para investigar o efeito de carvacrol sobre correntes TRPM7 em midcitos
vasculares de ratos hipertensos e normotensos, os experimentos foram
conduzidos controlando os meios intra e extracelulares utilizando as solucdes
interna e externa, conforme descrito nas tabelas 11 e 12, que é uma das
opgdes utilizadas para medir correntes tipo-TRPM (ltrpm). Como visualizado
nas Figuras 30A-C, as correntes de entrada obtidas neste protocolo séo
menores que as correntes de saida, tanto em animais hipertensos como em
normotensos. Em potenciais despolarizantes, as correntes de saida sao
proporcionalmente maiores que as correntes de entrada em potenciais mais
hiperpolarizantes, conforme visualizado nas Figuras 31A-B. Confirmando que
as correntes observadas neste protocolo experimental sdo tipo-TRP, pois
dados da literatura demonstram que as correntes tipo-TRP sao retificadas, e
que os canais TRP sofrem retificagdo de saida de corrente (MACIANSKIENE et
al.,, 2012; WATABANE et al.,, 2015), conforme observado em nossos

resultados.
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Como pode ser observado nas Figuras 30B e 31A, o carvacrol (100uM),
na auséncia ou presenga do 2-APB (100uM) que, nesta concentragéo, é
conhecido por bloguear TRPM7, porém, sem acao inibitéria sobre TRPM6
(GUILBERT et al., 2009; LI; JIANG; YUE, 2006), inibiu a amplitude de ltrpwm,
tanto em rato hipertenso como em normotenso. Visto que é descrito na
literatura que os canais TRPM6 e 7 estdo expressos em artéria mesentérica de
ratos hipertensos e normotensos (HE et al., 2005; TOUYZ et al., 2006), foi
investigado se este efeito de carvacrol sobre as Iltrpm poderia ser um efeito
inibitorio sobre ltrpmeTrRPM7, Utilizando o Mg2+ (2,5mM), um bloqueador dos
canais TRPM6 e 7 (CLAPHAM et al., 2005). O Mg** foi capaz de bloquear ltrpu
de entrada e de saida (Figura 30B), de maneira significante em relagao ao
controle (Figura 31A), sugerindo que as ltrpm Observadas séo ltrpmeTrPv7 tanto
em ratos hipertensos como em normotensos.

Em midcitos de ratos hipertensos e normotensos, o efeito do Mg2+ em
bloquear ltrpmsTrPM7 fOI diferente significantemente em relagao ao induzido pelo
carvacrol (100uM), mas foi semelhante ao efeito do monoterpeno na presenca
do 2-APB (Figuras 30B e 31A). Enquanto que, o efeito de carvacrol (300uM),
na presenca ou auséncia do 2-APB, nao foi diferente do efeito de Mg** (Figuras
30A, 30C e 31B), sugerindo que carvacrol inibe ltrpmeTrPM7 NEStEs Midcitos.
Para demonstrar que as correntes observadas no controle sdo ltrpmeTrPM7, TOI
utilizado o Mg?* (2mM) na solug&o interna da pipeta, com o intuito de aumentar
a [Mg2+]i e bloquear TRPM6 e 7, pois é descrito que o aumento da
concentracdo intracelular deste ion é capaz de bloquear estes canais
(D'ANGELO; SINGER; REMBOLD, 1992; NADLER et al., 2001; YOGI et al,,
2011). Nestas condigbes, as Itrpm NO controle foram drasticamente reduzidas,
conforme visualizado nas Figuras 32 e 33, confirmando que as Itrpm
observadas s&o ltrpmeTRPM?-

Os canais homélogos TRPM6 e TRPM7 sao capazes de formar
complexos homo- e heteroméricos, e apesar de compartiiharem a mesma
identidade, possuem propriedades e modulagées farmacolégicas distintas. Um
exemplo disto € que niveis micromolares de 2-APB aumenta a atividade de
TRPM®6, enquanto que, inibe a atividade de TRPM7 (LI; JIANG; YUE, 2006).

Além disso, a expresséao (tanto do RNA,, quanto da proteina) e a atividade do
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canal TRPM7, mas nao do TRPM6, ja foi demonstrada estar reduzida em
artéria mesentérica de animais SHR quando comparados com seus controles
(TOUYZ et al., 2006). Conforme pode ser visualizado nas Figuras 30-33, na
condicao controle, a amplitude de ltrpm €m normotensos foi maior que em
hipertensos, corroborando com estudos de Touyz e cols. (2006), demonstrando
que o funcionamento do canal TRPM7 pode estar alterado no estado
hipertensivo, e sugerindo que o carvacrol provavelmente estaria inibindo Itrpm7
nestes midcitos mesentéricos.

Quando os canais TRPM6 e TRPM7 séao inibidos, ha diminuicdo da sua
permeabilidade e o influxo de Mg?* é reduzido. Visto que este ion pode
competir com os sitios de ligacdo para o Ca®* no interior da célula, a reducao

da [Mg*]; pode provocar o aumento da [Ca®']

livre e, consequentemente,
inibicdo dos Ca, dependentes de Ca®'. Conforme descrito por Lacinova e
Hofmann (2005), os canais Ca, tipo-L apresentam dois tipos de inativacdo, um
processo lento dependente de voltagem e um processo rapido dependente de
Ca2+, tanto a voltagem como a entrada de Ca®* servem como sinais de
feedback negativo, causando transigdo dos canais para o estado inativado néo
condutivel. Entdo, pode-se sugerir que a diminuicdo das correntes de TRPM6 e
TRPM7, provavelmente TRPM7, por carvacrol pode induzir a inativagao dos
Cay tipo-L, diminuindo o influxo de Ca?* e levando a vasodilatacdo (conforme
resumido na Figura 34). Este estudo fornece a primeira evidéncia de correntes
tipo-TRPM7 em CMLVs nativas de artéria mesentérica.

Portanto, para investigar se o efeito vasodilatador de carvacrol in vitro
seria por um potencial efeito anti-hipertensivo deste monoterpeno, animais
SHR foram tratados via gavagem por 20 dias, e a PA foi medida a cada 5 dias
durante este periodo. Foram utilizados animais com nove semanas de idade,
onde ainda é observada progressao da PA com o avancar da idade do animal.
A dose escolhida foi 50mg/kg, conforme estudos na literatura que relatam o
tratamento com carvacrol (BAYRAMOGLU et al., 2014; GUL et al., 2013).

Nestes ensaios in vivo, houve reducdo significante da pressao arterial
média (PAM) dos animais tratados com carvacrol em relagcdo aos animais
controle tratados apenas com o veiculo (Figura 35), porém, esta diminuigcdo da

PAM foi observada apenas no 20° dia de tratamento. Além disso, houve um
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aumento da PAM significante dos animais tratados com carvacrol em relagcéao
ao controle no 5° dia de tratamento. Apesar disso, o carvacrol demonstrou ser
capaz de atenuar o desenvolvimento da hipertensao arterial em animais com
hipertenséo essencial.

O efeito de carvacrol sobre a hipertrofia cardiaca de ratos hipertensos foi
avaliado, devido ao fato de que, na idade adulta, os animais SHR desenvolvem
caracteristicas das doencgas cardiovasculares, como a hipertrofia do coragao e
dos vasos sanguineos (CONRAD, 1995). Além disso, ja foi descrito que o
TRPM7 esta correlacionado com desenvolvimento da fibrose cardiaca, por
mediar mudancas em Mg®* e Ca®" em fibroblastos cardiacos de ratos (YU et
al., 2014; XU et al., 2014), e que ratos deficientes de Mg2+ podem apresentar
disfungbes cardiacas (TASHIRO; INOUE; KONISHI, 2013). Ent&o, ao final do
tratamento, os coragcbes foram removidos, submetidos a secagem por 24h ou
48h, e pesados. O indice de massa cardiaca dos animais tratados com
carvacrol nao foi alterado estatisticamente quando comparado ao controle
(Figura 36), demonstrando que carvacrol ndo altera a massa cardiaca dos
animais SHR, na dose utilizada.

Além das alteragdes cardiacas, modificacbes na reatividade vascular
também estdo amplamente descritas durante a hipertensdo, tais como:
disfungdo endotelial e hiperatividade simpética (LUSCHER; VANHOUTTE,
1986; PINTEROVA et al., 2009). O tratamento com carvacrol ndo alterou a
sensibilidade vascular nem ao NPS (agente vasodilatador) e nem a FEN
(agente vasoconstritor), quando comparado ao controle (Figura 38),
demonstrando que carvacrol nio altera a reatividade vascular de animais SHR,
na dose testada. Adicionalmente, o peso corpéreo dos dois grupos de animais
tratados também foi medido durante todo o experimento, e ndo demonstrou
alteracao significante nos ratos tratados com carvacrol quando comparado ao

grupo controle (Figura 37).
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7 Conclusoes

Com base nos resultados obtidos, € possivel concluir que:

- Carvacrol induz vasodilatacdo em artéria mesentérica isolada de ratos
hipertensos e normotensos, majoritariamente, via agao direta no tecido
vascular,;

- Os efeitos vasculares de carvacrol envolvem provavel bloqueio de canais Ca,
tipo-L, ROC e SOC, tanto em ratos hipertensos como em normotensos;

- Em ratos hipertensos, mas ndo em normotensos a agéo vasodilatadora de
carvacrol envolve, provavelmente, a participacao dos canais TRPC1, 3 e 6, dos
TRPM2, 4, 7 e 8, e do TRPAT1;

- Carvacrol inibe correntes de Ca®* por Ca, tipo-L em midcitos vasculares de
ratos hipertensos e normotensos;

- Carvacrol bloqueia correntes tipo TRPM6/TRPM7 em midcitos vasculares de
animais hipertensos e hormotensos;

- Carvacrol possui um potencial efeito anti-hipertensivo em animais SHR.
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