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RESUMO

A Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) é caracterizada como uma doenca crénica nédo
transmissivel e multifatorial. A bioprospeccdo de produtos naturais envolvendo plantas
medicinais proporcionou a descoberta de diversos fitoquimicos com potencial para o tratamento
da hipertensdo. Dentre as diversas espécies, intensificou-se o uso do carvacrol. Nesse sentido,
trabalhos desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa constatou que o tratamento com carvacrol
evidenciou efeitos promissores sobre a expressao génica dos receptores AT: e MAS em tecido
cardiaco e renal, apontando uma provavel interacdo do carvacrol com o SRAA. O presente
estudo avaliou a agéo do tratamento oral do carvacrol sobre pardmetros hemodinamicos e
bioguimicos séricos de ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Foram utilizados animais
Wistar e SHR, randomizados em 4 grupos, cada um com 6 animais: G1-Wistar- controle
normotenso tratado com sorbitol; G2-SHR- controle hipertenso tratado com sorbitol; G3-SHR-
tratado com losartana (0,1 mL/100kg); G4-SHR- tratado com carvacrol 20mg/kg, onde
receberam tratamento por gavagem durante 4 semanas. Os resultados mostraram que houve
uma significativa reducdo da PA, onde os animais tratados com carvacrol 20 mg/Kg/dia
apresentaram reducdo da PAS (162,2 + 23,3 mmHg), PAD (129,6 + 22,74 mmHg) e PAM
(140,5 = 22,8 mmHg). Além do mais, observou-se reducdo na atividade da ECA (9,0 + 3,13
ng/mL), bem como reducao nos niveis séricos de TG (56,83+15,16 mg/dl), VLDL (11,37+3,03
mg/dl), CT (2,14 + 0,18 mg/dl), Ureia (48,60+5,89 mg/dl) e AST (162,6£2,51 mg/dl). Conclui-
se gque a administracdo do carvacrol 20 mg/Kg/dia por via oral apresenta efeito anti-
hipertensivo, possivelmente envolvendo a inibi¢cdo da ECA |, além de melhorar os niveis
lipidicos e em marcadores da funcéo hepatica e renal.

Palavras-chaves: Carvacrol; Sistema renina-angiotensina-aldosterona; Anti-hipertensivo.



ABSTRACT

Systemic arterial hypertension (SAH) is a non-communicable and multifactorial chronic
disease. A bioprospecting of specific products for discovered phytochemicals with potential for
solution treatment. Among the different species, the use of carvacrol is intensified. In this sense,
the work has progressed in our genetic research group, known that treatment with carvacrol
showed effects on the expression of AT1 and MAS receptors in heart and kidney tissue,
suggesting an interaction of carvacrol with the RAAS. The study evaluated the action of oral
treatment with carvacrol on hemodynamic and serum biochemical parameters of spontaneously
hypertensive rats (SHR). Wistar and SHR animals were randomized into 4 groups, each with 6
animals: G1-Wistar - normotensive control treated with sorbitol; G2-SHR- hypertensive control
treated with sorbitol; G3-SHR-treated with losartan (0.1 mL/100kg); G4-SHR- treated with
carvacrol 20mg/kg, where he received treatment by gavage for 4 weeks. The results show that
there was a significant reduction in BP, where the treated animals (with vacrol carvacrol/day
showed a reduction in SBP (16 £ 2.0 mmHg 23.3 mmHg), DBP 129.6 22.74 mmHg) and MAP
(140.5 £ 22.8 mmHg). Furthermore, there was a reduction in ACE activity (9.0 + 3.13 ng/mL),
as well as a reduction in serum levels of TG (56.83 + 15.16 mg/dl), VLDL (11, 37£3.03 mg/dl),
CT (2.14+0.18 mg/dl), Urea (48.60+£5.89 mg/dl) and AST (162.6+2.51 mg/dl ). When the oral
administration of carvacrol 20 mg/K/K was concluded with the antihypertensive effect, there
was a change in the modulation of ACE I, causing the antihypertensive effect to be modified.
Showing improvements in lipid levels and markers of liver and kidney function.

Keywords: Carvacrol; Renin-angiotensin-aldosterone system; Antihypertensive.
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1 INTRODUCAO

A Hipertensdo Arterial Sisttmica (HAS) é caracterizada como uma doenca cronica nao
transmissivel e multifatorial (BRASIL, 2013). Conhecida por apresentar niveis sustentados e
elevados de Pressdo Arterial (PA), a HAS ¢é considerada um problema de saude publica por
apresentar diagnostico geralmente tardio, e tratar-se de uma patologia silenciosa com altos
indices de morbimortalidade (ROSARIO et al., 2009; BRASIL, 2013; MEIRA et al., 2017).

Existe um arsenal terapéutico disponivel para o tratamento da HAS, sendo os
medicamentos Antagonistas de Receptores de Angiotensina (ARA) um dos grupos utilizados
para o tratamento desta patologia (POWERS; GREENE; BALFE, 2011). A losartana faz parte
desse grupo e segue sendo um dos medicamentos empregados no tratamento da HAS,
insuficiéncia cardiaca, prevencao de acidente vascular encefalico e nos pacientes com diabetes
mellitus que tenham comprometimento renal (MALACHIAS et al., 2016).

Recentemente, 0 notavel avanco cientifico na bioprospeccdo de produtos naturais
envolvendo plantas usadas tradicionalmente como medicinais ou na alimentagéo, proporcionou
a descoberta de diversos fitoquimicos com potencial para o tratamento da hipertensao
(TOMAZZONI et al., 2006; BAKKALI et al., 2008; MELO et al., 2010; RAJPUT et al., 2018;
SAMAHA et al., 2019). Dentre as diversas espécies na literatura, ha interesse em intensificar o
uso do carvacrol (MELO et al., 2010; RAJPUT et al., 2018; LIMA et al., 2020).

O carvacrol é um composto monoterpenoide (C10H140) fendlico presente nos 6leos
essenciais advindos do orégano (Origanum vulgares, O. dictamnus e O. majorana) e tomilho
(Thymus vulgaris, T. capitatus e T. serpyllum) sendo esse composto reconhecido pela Food and
Drug Administration como uma substancia segura (BASER, 2008; SANTOS et al., 2011;
SUNTRES et al., 2015). Em relacéo as suas propriedades sobre o sistema cardiovascular, Aydin
et al. (2007) e Dantas et al. (2015) observaram em seus estudos que o carvacrol desempenhou
acao vasorelaxante e efeito hipotensor em ratos normotensos. Além disso, Costa et al. (2021)
observaram que o uso do carvacrol por via oral e treinamento aerdbico reduz a PA e parametros
cardiovasculares, sugerindo efeito anti-hipertensivo comparaveis a amlodipina.

Considerando os estudos ja existentes sobre a PA, é importante salientar que o Sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) é crucial para o controle da hipertensdao (REN et
al., 2016). Na modulacdo do SRAA destacam-se trés principais mecanismos relacionados com
esse controle, sendo eles, 1) A Enzima Conversora de Angiotensina (ECA) capaz de
transformar Angiotensina | (ANG 1) em Angiotensina 1l (ANG II), cuja fungdo principal é

promover vasoconstricdo; 2) A ANG Il, é um peptideo com capacidade de estimular a
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vasoconstriccao, levando ao aumento da PA e 3) a Angiotensina (1-7) (Ang (1-7)) um agente
que desempenha funcéo vasodilatadora e cardioprotetora, proporcionando reducéo da PA.

Sabe-se também que o aumento do nivel de Ang (1-7) durante a inibicdo da ECA e 0
bloqueio do receptor AT possa resultar na ativacdo dos receptores MAS e na indugéo de efeitos
anti-hipertensivos e cardioprotetores (PESSOA et al., 2013). Nesse sentido, trabalhos
desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa constatou que 0 tratamento com carvacrol
evidenciou efeitos promissores sobre a expressao génica dos receptores AT (receptor de ANG
I1) e MAS (receptor de Ang 1-7) em tecido renal, apontando uma provavel interacdo do
carvacrol com o SRAA (DIAS et al., 2021).

O presente estudo prop0s verificar o efeito do tratamento oral do carvacrol sobre a
pressdo arterial de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) e possivel efeito sobre a atividade
sérica da ECA I, parametros lipidicos, bem como avaliar a funcdo hepatica e renal dos animais

ao final do tratamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hipertensao arterial sistémica

2.1.1 Classificagéo e Epidemiologia

Considerada como uma doenca crénica nao transmissivel de carater multifatorial, a
HAS define-se pela elevacdo dos niveis pressoricos, em que os beneficios do tratamento, seja
ele medicamentoso ou ndo, superam os riscos. Estando relacionada com diversos fatores, tais
como sua elevada prevaléncia na populacédo, envelhecimento populacional, exposicdo a
comportamentos de risco, como 0s maus habitos alimentares, consumo de tabaco e alcool,
exposicdo cronica ao estresse, bem como fatores genéticos e socioeconémicos (MALACHIAS
etal., 2016; LOBO etal., 2017; SANTIAGO et al., 2019; BARROSO et al., 2020), a HAS vem
mostrando-se como um problema de saude publica tanto no Brasil como no mundo (BRASIL,
2013; MEIRA et al., 2017).

De acordo com a Barroso et al. (2020) a HAS é descrita pela elevacdo persistente da
pressdo arterial, isto é, Pressdo Arterial Sistolica (PAS) apresentando niveis maiores ou igual a
140mmHg e/ou a Pressdo Arterial Diastolica (PAD) maior ou igual a 90 mmHg, sendo possivel
classifica-la em normal; pré-hipertensdo; hipertensdo estagio 1; hipertensdo estagio 2;
hipertensdo estagio 3 e hipertensdo sistolica isolada, tendo cada uma dessa classificacOes
valores especificos tanto para a PAS quanto para a PAD, como observado na Tabela 1.

Tabela 1 - Classificacdo da pressao arterial de acordo com a VIII Diretriz Brasileira de

Hipertensdo.

Classificagdo PAS (mm Hg) PAD (mm Hg)
Normal <120 <80
Pré-hipertenséo 121 - 139 81-89
Hipertensdo estagio 1 140 - 159 90 -99
Hipertens&o estagio 2 160 — 169 100 -109
Hipertensdo estagio 3 > 180 >110
Hipertensao sistolica isolada > 140 <90

Fonte: BARROSO et al., 2020.

Estudos sinalizam que em 2025, 29% da populagdo adulta do mundo, ou
aproximadamente 1,56 bilhdo de pessoas estardo hipertensas (CALZERRA et al., 2018).
Segundo a OMS (2019) a HAS atinge cerca de 1,13 bilhdo de pessoas no mundo e menos de

20% dos hipertensos possui essa doencga sob controle.
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De acordo com Instituto de Medicina dos EUA, a hipertensdo arterial é considerada uma
enfermidade negligenciada tanto pela populacgdo, quanto pelos profissionais de saude (COSTA
et al., 2020). Mesmo sendo facilmente diagnosticada, prevenida e tratada, ela progride como
uma das principais causas de morte no pais. Vale frisar que ela apresenta-se também como um
importante fator de risco de morbimortalidade cardiovascular, além do mais, apresenta uma
baixa taxa de controle no Brasil (18% a 19,6%) atingindo 25% da populagdo com mais de 20
anos de idade (BEZERRA et al., 2018; MALACHIAS, 2019).

2.1.2 Fisiopatologia da hipertenséo arterial sistémica

A fisiopatologia da HAS apresenta-se como o0 aumento do Débito Cardiaco (DC) e/ou
aumento da Resisténcia Vascular Periférica (RVP), alteracdes nos mecanismos barorreflexo,
maior atividade simpatica, disfuncdes endoteliais e alteracfes no SRAA (CALZERRA et al.,
2018; LIMA, 2021). O aumento da descarga adrenérgica através da estimulacdo simpatica,
ocasiona aumento do DC, resultando no aumento da PAS. Em contrapartida, a vasoconstricgdo
ocasionada tanto por fatores neurais, hormonais e intrinsecos a musculatura lisa vascular,
elevam a RVP e principalmente a PAD. Portanto, a manutenc¢&o dos niveis pressoricos elevados
é ocasionada por disfun¢fes nos mecanismos reguladores do DC e da RVP de maneira isolada
e/ou associada (SILVERTHORN, 2017).

A HAS apresenta-se como um fator de risco para o desenvolvimento de doencas
coronarianas, aterosclerose e doencas renais cronicas, estando diretamente ligada ao surgimento
prematuro de morbidades e mortalidades cardiovasculares. Dessa forma, torna-se
extremamente essencial e importante o conhecimento fisiopatolégico da HAS para o
desenvolvimento de novas terapias a serem empregadas no tratamento dessa patologia
(CALZERRA et al, 2018; DI GIOSIA et al., 2018).

2.2 Mecanismos de controle da pressao arterial

A regulacdo da PA € mediada por diversos mecanismos fisioldgicos, tendo sua atuagao
a nivel vascular, neural e hormonal. Sobre 0 mecanismo vascular de controle da PA, podemos
destacar a participacdo dos vasos sanguineos, possuindo capacidade de autoajuste do seu
didmetro, promovendo alteragdes no fluxo sanguineo e PA. Estas modificacOes estdo ligadas
diretamente a capacidade contratil da musculatura lisa vascular, tendo o endotélio um papel

significativo nesse controle. O mesmo tem a capacidade de controlar o ténus da musculatura
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lisa vascular através da producdo de mediadores que podem promover vasodilatacdo ou
vasoconstricdo (CARVALHO et al., 2001).

O oxido nitrico é considerado o principal fator vasorrelaxante derivado do endotélio,
seguido do fator hiperpolarizante e da prostaciclina, enquanto a prostaglandina H2, tromboxana
A2, endotelina — 1 e espécies reativas de oxigénios, sdo os principais fatores de contragédo
derivados do endotélio. Em condi¢es fisiologicas, existe um equilibrio para a producdo dos
fatores vasorrelaxantes e vasoconstrictores derivados do endotélio, sendo que os fatores
vasorrelaxantes sdo predominantes. Contudo, o0 aumento demasiado dos fatores
vasoconstrictores esta associado a disfuncdo endotelial e aumento da PA (CARVALHO et al.,
2001; PEREIRA, 2019).

Sobre os mecanismos neurais envolvidos no controle da PA, destacamos o Sistema
Nervoso Auténomo (SNA). As flutuacdes na PA ocorrem a cada ciclo cardiaco, e desse modo,
0 SNA é responsavel pelo monitoramento e ajustes imediatos dessas oscila¢cfes hemodinamicas
(KRIEGER, 2013). O SNA é composto por projecfes neurais aferentes, eferentes e centro
integrador. O centro integrador localiza-se no bulbo, o qual recebe informacdes a respeito do
nivel pressorico através de vias neurais sensoriais aferentes (quimiorreceptores e
barorreceptores) e as processa, elaborando uma resposta eferente que culminard em
modificacOes sistémicas com o proposito de controlar as alteracbes percebidas nos niveis
pressoricos e, assim regulando a PA (SILVERTHORN, 2017).

2.2.1 Sistema renina-angiotensina-aldosterona

As pesquisas sobre as acdes do SRAA apresentam sélidas informagdes sobre como esse
sistema €é capaz de contribuir na homeostase hidroeletrolitica, controle da PA e regulacdo de
processos metabolicos (OLIVEIRA, 2019). Os principais elementos do SRAA sdo: renina,
angiotensinogénio, ANG 1, ECA e ANG Il (CALZERRA et al., 2018; TOUYZ,
MONTEZANO, 2018).

O SRAA ¢ um sistema fisioldgico de enzimas e peptideos que se inter-relacionam com
a finalidade de regular a vasoconstri¢do. Esse sistema € iniciado a partir do angiotensinogénio,
uma glicoproteina formada por 14 aminoacidos, sintetizado principalmente pelo figado, o qual
serve de substrato para renina. A renina cliva a por¢do N-terminal do angiotensinogénio para
formar o decapeptideo inativo, ANG I. A ECA ¢ proveniente, principalmente do endotélio
capilar dos pulmdes, e é responsavel por converter cerca de 60% da ANG | em ANG II, um

octapeptideo biologicamente ativo, sendo o restante de ANG I sintetizada a partir da acdo de
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outras enzimas (quinase, catepsina G e outras proteases serinas) (GIESTAS et al., 2010; DE
KLOET et al., 2010).

A ANG Il promove efeito vasoconstritor, que se deve a sua ligacdo a Receptores de
Angiotensina do Tipo 1 (AT:R). Os ATiR medeiam a maioria dos efeitos fisioldgicos e
patologicos atribuidos a ANG |Il, levando a vasoconstricdo, inflamagdo, stress oxidativo,
transcricdo de fatores de crescimento responsaveis pela proliferacdo celular, e efeitos
cardiovasculares (aterogenicidade, inotropismo cardiaco positivo, hipertrofia ventricular e
aumento de arritmias) (GIESTAS et al., 2010; SILVA, 2016; TOUYZ; MONTEZANO, 2018).
Abaixo, a Figura 1 apresenta um resumo do SRAA.

Figura 1 — Representacdo do sistema renina-angiotensina-aldosterona.

e | 7

Rim

ANGIOTENSINA I
\__w

YR Receptor de Membrana

Vasos Sanguincos

Fonte: BONFIM-SILVA, 2012.

Contudo, existe um heptapeptideo, a Ang (1-7), sintetizada pela Enzima Conversora de
Angiotensina Il (ECA II), com agdes antagonicas a ANG Il. A Ang (1-7) atua em receptores
especificos (receptor Mas), exercendo funcdo vaso-protetiva, cardioprotetora e anti-
inflamatoria, podendo diminuir a PA e os riscos para doencas cardiovasculares (TOUYZ;
MONTEZANO, 2018).

A ANG Il circulante regula a pressdo arterial por duas maneiras, 1) realizando
vasoconstricdo das arteriolas e veias, 2) estimulando a retencdo de liquido e sodio pelos rins.
Sua atuagdo sobre a retencdo hidrica e sodio ocorre por acdo direta nas arteriolas renais,
promovendo constricdo das mesmas, o que diminui o fluxo sanguineo para o0s rins, e

consecutivamente reduz a pressdo nos capilares peritubulares, provocando a rapida reabsorcao
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de &gua e sodio pelos tubulos renais (GIESTAS et al., 2010; OPARIL et al., 2018; TOUYZ;
MONTEZANO, 2018). A ANG Il também é um potente estimulante da liberacdo de
aldoesterona pelas glandulas adrenais. A aldoesterona promove absor¢do acentuada de agua e
sodio pelos tubulos renais, o que a longo prazo eleva a PA (OPARIL et al., 2018).

A hiperatividade do SRAA compde uma das vias da fisiopatologia da HAS e de outros
fatores de risco cardiovascular, como aterosclerose, disfuncdo endotelial, hipertrofia
ventricular, podendo culminar em insuficiéncia cardiaca. Os mecanismos contrarreguladores
desse sistema, parecem estar ligados a interacdo Ang (1-7) - Mas, bem como a mecanismos
inibitérios da ECA e AT1R (GIESTAS et al., 2010; OPARIL et al., 2018).

2.3 Antagonistas dos receptores de angiotensina Il

O antagonismo do SRAA é uma estratégia fundamental no tratamento e prevencéao de
diversas doencas cardiacas. As principais diretrizes sugerem Vvérias terapias medicamentosas
para o tratamento da hipertensao arterial, dentre elas, destacam-se 0s ARA, que em relacdo a
hipertensao arterial, vao agir diretamente no SRAA, promovendo a homeostase cardiovascular.
Ademais, eles apresentam algumas vantagens, como a alta tolerabilidade, quando comparados
a outras classes, trazendo beneficios funcionais e clinicos para pacientes com insuficiéncia
cardiaca (MANGINI et al., 2013; WELLS et al., 2016).

Atuando seletivamente por meio da inibicdo da atividade da ANG Il sobre 0s AT1R, 0s
ARA apresentam efeitos vasculares semelhantes aos Inibidores da Enzima Conversora de
Angiotensina (IECA). Porém, ao contrario desses, os ARA nédo atuam sobre o sistema cinina-
calicreina, e a auséncia do acumulo de cininas poderiam ser responsaveis pelas auséncias de
reacOes adversas comum aos IECA, como a tosse seca (WELLS et al., 2016; SILVA, 2019).

Os medicamentos que representam essa classe sdo, Losartana, Valsartana,
Candesartana, Irbesartana e Telmisartana. S& medicamentos denominados sartanas,
antagonistas ndo peptidicos dos AT:R, onde sua agdo ocorre por meio do relaxamento do
musculo liso dado ao seu efeito de prevencgéo da agédo da ANG I1, o que promove vasodilatacao,
aumento da excrecdo renal de agua e sal, reducdo do volume plasmatico e diminuicdo da
hipertrofia celular (HILAL-DANDAN, BRUNTON, 2013; WELLS et al., 2016; RANG;
DALE, 2020).

Dentre os medicamentos citados acima, destaca-se a utilizagdo da losartana potassica.
A losartana potassica, mais especificamente o sal monopotéssico do 2-n-butil-4- cloro-5-
hidroximetil-1-[(2’-(1-H-tetrazol-5-il) difenil-4-il)metillimidazol (TAMAKI et al., 1997)
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apresenta massa molecular de 461g/mol, pKa de 4,9 e formula molecular C22H22CIKN6
(Figura 2). E caracterizado como um po cristalino branco ou quase branco, solivel em
solventes organicos polares e metanol, e muito soldvel em agua (THE UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2017).

Figura 2 - Formula estrutural do losartana potéssica

K+

Fonte: THE UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2017.

A losartana apresenta baixa biodisponibilidade oral e alta variabilidade, além de alta
solubilidade e alta permeabilidade (BONFILIO et al., 2010). E administrado na sua forma ativa,
e convertida parcialmente no metabdlito EXP3174 (acido 2-n-butil-4-cloro-1-[(2’-(1-H-
tetrazol-5-il) difenil-4- il) metil]limidazol-5-carboxilico), também ativo, sendo mais potente que
o principio ativo e conferindo a ela um efeito mais potente e prolongado (TAMAKI et al., 1997;
PEDROSO, 2009).

2.4 Carvacrol

Os 06leos essenciais sdo misturas complexas de compostos lipofilicos, possuem baixo
peso molecular e geralmente sdo odoriferos. Sendo explorados a cerca de 3500 anos, e
amplamente utilizados pela indUstria cosmética e alimenticia (DE MATOS et al., 2019). Esses
compostos podem ser encontrados em todos os 6rgédos das plantas, desde as flores até as raizes,
mas geralmente encontram-se armazenados em células secretoras, canais, cavidades ou
tricomas glandulares. Apresentam diversas atividades bioativas, como antimicrobiana,
antioxidante, anti-hipertensiva, entre outras (SHARIFI-RAD et al., 2018).
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Entre os diversos compostos presentes nos 6leos essenciais podemos encontrar o
carvacrol, um composto monoterpeno (5-isopropil-2-metil-fenol) com peso molecular de
150,21 g/mol; encontrado em diversas plantas aromaticas, sendo 0 composto majoritario dos
Oleos esséncias do orégano (Origanum vulgares, O. dictamnus e O. majorana) e tomilho
(Thymus vulgaris, T. capitatus e T. serpyllum). O carvacrol vem sendo utilizado em diversas
concentragfes como ingrediente aromatico e como conservante de alimentos, bem como
utilizado como fragrancias em formulacGes cosméticas. Todavia, nos Gltimos anos o carvacrol
vem sendo foco de diversos estudos para a elucidacéo de suas acdes biofarmacoldgicas e assim
ter sua utilizacdo empregada na pratica clinica (BASER, 2008; SANTOS et al., 2011;
SUNTRES et al., 2015).

O carvacrol e o timol apresentam estrutura quimica semelhantes, diferenciando-se
apenas na posicdo do grupo hidroxila no anel aromatico. O timol (2-isopropil-5-metil-fenol) €
um composto solido branco cristalino, jA& o carvacrol (5-isopropil-2-metil-fenol), como
observado na Figura 3, é identificado por ser um liquido de coloracdo amarelada quando em
temperatura ambiente, apresenta caracteristica pungente e odor aromatico similar ao orégano,
possui baixa solubilidade e é considerado seguro para o consumo humano (NOSTRO;
PAPALIA, 2012; LLANA-RUIZ-CABELLO et al., 2014; FRIEDMAN, 2014; ARAUJO et al.,
2016; SHARIFI-RAD et al., 2018).

Figura 3 - Estrutura quimica bidimensional do carvacrol.
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HsC CHg

Fonte: SOUZA; FERRAZ-FREITAS, 2016.

Os grandes avangos cientificos sobre sintese de novos andlogos biologicamente ativos
derivadas de produtos naturais apontam para o carvacrol como um candidato de possiveis
modificagdes estruturais, conferindo a ele a introducédo de grupamentos que conferem novas

propriedades quimico-farmacoldgicas. Nesse sentido, é notavel que produtos naturais tenham
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potencial no desenvolvimento de novas drogas, assim, a sintese do carvacrol é bastante estudada
e explorada com o objetivo de validar suas aplicagcdes medicinais (MELO et al., 2010; RAJPUT
etal., 2018).

As diversas literaturas presentes sobre o carvacrol destacam suas propriedades
antimicrobiana, antifungica (LIU et al., 2017; GONELIMALI et al., 2018), anti-inflamatéria
(L1U et al., 2018), anticanceriginas (ARUNASREE, 2010; BARANAUSKAITE et al., 2017) e
antioxidantes (BELLES et al., 2019). Em relacdo a suas propriedades sobre o sistema
cardiovascular, sabe-se que em ratos normotensos foi possivel observar vasorrelaxamento e
efeito hipotensor (AYDIN et al., 2007; DANTAS et al., 2015).

2.5 Utilizagéo do carvacrol no tratamento da HAS

Estudos demonstram uma variedade de acdes farmacoldgicas para 0s monoterpenos,
evidenciando assim alguns mecanismos de agdo sobre o sistema cardiovascular e efeito
hipotensor do carvacrol. Aydim et al. (2007) apresentaram em seu estudo que a administracao
intraperitoneal do carvacrol em animais com hipertensdo induzida pelo L-NAME ocasionou
imediata reducdo da PA, porém, esse estudo foi realizado em animais anestesiados. Em estudos
mais recentes, Dantas et al. (2015), observaram efeito hipotensor em animais normotensos
através da administracdo do carvacrol por via intravenosa, evidenciando o bloqueio dos canais
de célcio dependentes de voltagem como o principal mecanismo de agéo.

O carvacrol € descrito como um agonista/antagonista de diferentes canais de potencial
receptor transitério (TRP) e canais de calcio dependentes de voltagem. Atuando principalmente
no blogueio dos canais de calcio dependentes de voltagem, reduzindo o influxo de célcio na
célula e a tensdo vascular. Assim exposto, é possivel afirmar que o carvacrol apresenta acdo
vasorelaxante que se relaciona com o controle da PA (DANTAS et al., 2015).

Atualmente, estudos desenvolvidos por Costa et al. (2021) evidenciaram que o uso do
carvarol por via oral (20 mg/kg/dia) associado ao treinamento fisico aerobio tem a capacidade
de controlar a hipertensdo sustentada em ratos espontaneamente hipertensos. Mais
recentemente, Dias et al. (2021) observaram a capacidade do carvacrol em reduzir a pressao
sanguinea, evidenciando que o efeito anti-hipertensivo do carvacrol é evidente apds 18 dias de
tratamento, com diminuicdo das varidveis hemodinamicas, onde este efeito permaneceu
constante apds 30 dias. Desse modo, evidenciando mais uma vez o potencial do carvacrol sobre
as desordens cardiovasculares, apontando para esse monoterpeno como uma possivel

alternativa a ser empregada no tratamento medicamentoso da hipertenséo.



23

2.6 Ratos espontaneamente hipertensos como modelo experimental de hipertensdo
essencial humana

A busca por um modelo de hipertensédo em animais que melhor mimetiza a hipertenséo
essencial em humanos, é um caminho importante para a melhor compreenséo da fisiopatologia,
bem como o desenvolvimento de terapias que auxiliem no controle dos niveis elevados de PA.
A descoberta realizada por Hering em 1927 evidenciou que a desnervacao sino-aortica aguda,
em animais de experimentacéo, levava ao aumento da PA, proporcionando assim, o surgimento
e a defesa da hipdtese de que a disfuncdo barorreflexa pudesse ser a causa da hipertensdo
essencial no ser humano (HERING, 1927). A partir da conclusdo desse trabalho, diversos
pesquisadores no mundo comecgaram a propor outros modelos para estudar hipertensdo em
animais.

Em 1963, Okamoto e Aoki introduziram um novo modelo experimental de hipertensao,
sem que nenhum recurso fisiolégico, farmacoldgico ou cirdrgico fosse necessario, surgindo
assim um modelo de hipertensao genética em ratos, conhecido como hipertensao espontanea
(SHR). Esta cepa configura um dos modelos mais estudados na literatura pertinente, devido
principalmente a similaridade da sua fisiopatogenia com a hipertensdo essencial em humanos,
embora a hipertensdo em humanos ndo seja causada exclusivamente por fatores genéticos
(OKAMOTO; AOKI, 1963). O modelo de hipertensdo espontanea possibilita estudar diversas
terapias com alvo tanto na regularizacdo dos mecanismos de controle da PA, quanto nos 6rgaos
alvos afetados nesse modelo (THOMAS et al., 1997).

Dessa forma, os animais SHR comegam a desenvolver hipertensédo a partir da quinta
semana de vida, ja apresentando valores pressoricos que caracterizam a hipertensdo entre a 72
e 152 semanas, com niveis pressoricos altos estabilizados entre a 202 e 282 semanas (YAMORI,
2013). Neste modelo é possivel observar aumento da resisténcia vascular periférica,
hiperatividade simpatica, hiperatividade do SRAA, bem como deshalanco de fatores
natriuréticos, gerando lesdo em orgdos alvos e disfungdo vascular, desse modo, tornando-o
reconhecido como um excelente modelo de hipertensdo experimental e servindo como modelo

de estudo clinico da hipertenséo essencial humana (FAZAN JR et al., 2001).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a acdo do tratamento oral do carvacrol sobre parametros hemodindmicos e
bioquimicos séricos de ratos espontaneamente hipertensos (SHR).

3.2 Objetivos especificos

v Auvaliar o efeito do tratamento oral do carvacrol sobre os parametros hemodinamicos de
ratos;

v Determinar o efeito do tratamento oral do carvacrol sobre os parametros bioquimicos
séricos hepaticos e renais;

v" Estudar o efeito do tratamento oral do carvacrol sobre os niveis séricos de ECA.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Para realizagdo de todos os estudos propostos foram utilizados animais SHR e
normotensos da linhagem Wistar, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Maranhd&o, Brasil, machos, com peso de 200 a 250g.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas contendo, no maximo quatro animais
em cada uma, em ambiente com temperatura controlada de 22° - 24°C, sob ciclo claro/escuro
de 12 horas, tiveram livre acesso a agua e ragdo. Todos 0s procedimentos foram realizados de
acordo com as Diretrizes para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio, publicado pelo
National Institutes of Health (NIH Publication No. 85-23, revisto 1996). Este trabalho encontra-
se aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa Animal/UFMA, de acordo com as Diretrizes para
Cuidado e Uso de Animais de Laboratério, sobe o protocolo de n® 23115.004102/2019-21.

Foram utilizados 4 grupos, cada um com 6 animais: G1-Wistar- controle normotenso
tratado com agua; G2-SHR- controle hipertenso tratado com agua; G3-SHR- tratado com
losartana 50 mg/Kg; G4-SHR- tratado com carvacrol 20mg/Kg. Os animais receberam
tratamento com administracdo por gavagem durante 4 semanas.

Para eutanasia, os animais foram anestesiados com cetamina (50 mg/Kg) e xilazina (10
mg/Kg). As carcacas foram acondicionadas em freezer devidamente identificadas e
encaminhada ao Biotério Central da UFMA, de acordo com normas estabelecidas. O carvacrol
foi obtido da Sigma, com massa molecular de 150,217 g/mol e densidade de 0,98 g/ml. O
carvacrol foi ressuspenso em solucdo de sorbitol com as devidas doses do protocolo

experimental.

4.2 Avaliacéo da presséo arterial

A Pressdo Arterial Média (PAM), PAS e PAD foram registradas pelo método indireto
de pletismografia de pulso de cauda. De acordo com este protocolo, um manguito de oclusédo
de tamanho apropriado foi colocado ao redor da cauda dos animais e conectado a um
pletismografo (LE 5001 Pressure Meter, Panlab, Cornella, Spain). Uma média de trés aferi¢oes
foi obtida para cada animal. Para a aferi¢cdo da PA, os animais foram aquecidos a 42°C por 3

min em uma gaiola de confinamento. Os animais foram submetidos a um periodo de adaptacédo
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por 15 dias antes dos experimentos e apenas SHR com PAS > 170 mmHg foram selecionados
para este estudo. Além disso, o peso do animal e a ingestdo de racdo foram determinados
semanalmente e o tratamento dos animais foi sempre precedido de afericdo da PA, durante 04

Semanas.

4.3 Determinacdo de parametros bioquimicos séricos

As amostras sanguineas utilizadas para as analises bioguimicas foram coletadas a partir
de um jejum de 12 horas. A glicemia foi obtida a partir de um corte na ponta da cauda do animal
momentos antes da anestesia, a qual foi analisada atraveés de fitas reagentes e um monitor digital
de glicose (On Call® Plus). Apds anestesiados, o0 sangue para as demais analises foi coletado
da artéria abdominal em tubos sem anticoagulantes e posteriormente centrifugados a 3500 rpm
por 10 minutos para separar o soro. As concentracBes dos marcadores bioquimicos como
Aspartato aminotransferase (AST), Alanina aminotransferase (ALT), ureia, creatinina,
Colesterol Total (CT), Triglicerideos (TG), Lipoproteina de alta densidade (HDL),
Lipoproteina de baixa densidade (LDL), Lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) foram
analisadas utilizando kits Labtest® (Labtest Diagnostica S.A., Brasil), através de andlise em

aparelho semiautomaético Bioplus (BIO-200®).

4.3.1 Concentracao séricas de ECA |

A ECA | foi medida com os kits de ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) para

ratos (Nanjing Jiancheng Bioengineering Institute) de acordo com as instrucdes do fabricante.

4.4 Andlise estatistica

Os resultados foram apresentados através de media e desvio padrdo das médias. Para a
analise dos momentos de tratamento foram utilizados os testes one-way e two-way ANOVA
com o post-hoc de Tukey, considerando estatisticamente significante o intervalo de confianga

de 95% e o p< 0,05. Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism 9.0.
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5 RESULTADOS
5.1 Efeito do tratamento oral com carvacrol sobre a pressao arterial

A Figura 4 apresenta os resultados da PAS. Os animais normotensos apresentaram 142,0
+ 14,7 mmHg de valor médio de PAS. Para o grupo Carv-20 mg (173,3 £ 6,9 mmHg), observou-
se efeito anti-hipertensivo a partir da primeira semana de tratamento quando comparado ao
grupo SHR (201,0 + 6,6 mmHg), onde esse efeito permanece até o 30° dia de tratamento. Além
do mais, foi possivel observar que o grupo Carv-20 mg apresentou reducao da PAS com valores
presséricos semelhantes ao grupo Los-50 mg (145,8 + 8,4 mmHg), empregado neste trabalho

como anti-hipertensivo padréo.

Figura 4 - Efeito do tratamento oral com carvacrol sobre a PAS.
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Os resultados estéo expressos como média £ DP. Two-way ANOVA. *p < 0,05 vs SHR. Tempo 0- periodo
basal.

A Figura 5 mostra o comportamento da PAD em animais tratados com carvacrol 20
mg/Kg/dia ao longo de quatro semanas.

O grupo Wistar apresentou valor médio para PAD de 103,0 + 10,7 mmHg. Para o grupo
Carv-20mg (114,0 £ 25,2 mmHg), observou-se efeito anti-hipertensivo a partir da segunda
semana de tratamento, quando comparado ao grupo SHR (157,0 + 2,0 mmHg) onde esse efeito
permanece até o 30° dia de tratamento. Além do mais, foi possivel observar que o grupo Carv-
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20 mg apresentou reducdo da PAS com valores pressoricos semelhantes ao grupo Los-50 mg

(116,0 = 7,4 mmHg), empregado neste trabalho como anti-hipertensivo padrao.

Figura 5 - Efeito do tratamento oral com carvacrol sobre a PAD
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Os resultados estéo expressos como média £ DP. Two-way ANOVA. *p < 0,05 vs SHR. Tempo 0- periodo
basal.

A Figura 6 apresenta os valores da PAM. O grupo Wistar apresentou valores pressoricos
de 115,0 £ 11,0 mmHg. Para o grupo Carv-20mg (124,0 £ 6,2 mmHg), observou-se efeito anti-
hipertensivo a partir da segunda semana de tratamento, quando comparado ao grupo SHR
(115,0 £ 11,0 mmHg). Além do mais, foi possivel observar que o grupo Carv-20 mg apresentou
reducéo da pressdo arterial, assim como o grupo Losartana 50 mg/Kg/dia (99,33 + 9,0 mmHg)

no decorrer das quatro semanas de tratamento.
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Figura 6 - Efeito do tratamento com carvacrol sobre a PAM
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Os resultados estdo expressos como média £ DP. Two-way ANOVA. *p < 0,05 vs SHR. Tempo 0- periodo
basal.

De modo geral, os resultados obtidos para os parametros hemodinamicos evidenciam
que o grupo Carv-20mg apresentou diferenca significativa nos valores presséricos sobre a PAS
desde a primeira semana de intervencdo, onde para a PAD e PAM essa diferenca significativa
foi evidenciada a partir da segunda semana de tratamento, indicando que o tratamento com
carvacrol é eficaz para o controle da hipertensdo, atingindo valores 6timos de PA, e
comparaveis aos valores ja esperados e obtidos pela droga anti-hipertensiva losartana, cuja
magnitude de pressdo foi semelhante ao grupo Wistar empregado nesse estudo como padréao

normotenso.

5.2 Efeito do carvacrol sobre os parametros bioquimicos

Para a Tabela 2 é possivel observar os valores relacionados aos parametros bioquimicos
expressos em meédia + desvio padrdo para Glicose, TG, CT, HDL, LDL, VLDL, TG/HDL,
CT/HDL, Ureia, Creatinina, ALT e AST.

A realizacdo do tratamento por quatro semanas ocasionou reducgdo nos niveis de TG e
VLDL para os animais pertencentes ao grupo Carv-20mg. Em continuidade, foi possivel

observar reducgdes significativa dos niveis de CT, TG/HDL e CT/HDL.
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Em relacdo aos parametros referentes a funcéo renal e hepatica, observou-se reducéao

para os niveis séricos de Ureia e AST, evidenciando para o grupo Carv-20mg melhoras

significativas para esses parametros.

Tabela 2 - Efeito do tratamento oral com carvacrol sobre os pardmetros bioquimicos.

Wistar SHR Los-50mg Carv-20mg
Glicose 82,83+8,06 77,50+4,80 79,33+5,50 74,83+3,86
TG (mg/dl) 66,37+14,66 76,00+14,21 62,50+12,91 56,83+15,16*
CT (mg/dl) 2,46+0,21 2,63+0,16 2,1840,21 2,14+0,18*
HDL (mg/dl) 24,35+5,30 20,50+1,97 22,33+5,57 24,00+5,32
LDL (mg/dl) 42,22+15,10 31,07+10,07 22,60+3,90 35,37+5,78
VLDL (mg/dl) 13,27+2,93 15,20+2,84 14,83+4,50 11,37+3,03*
TG/HDL (mg/dl) 2,7340,21 3,69+0,58 2,1240,52* 2,51+1,13*
CT/HDL (mg/dl) 2,46+0,21 2,63+0,16 2,18+0,21 2,14+0,18*
Ureia (mg/ml) 57,00+14,87 61,50+9,05 46,77+8,33 48,60+5,89*
Creatinina(mg/ml) 0,78+0,04 0,48+0,04 0,46+0,05 0,53+0,13
ALT (ULN) 61,00+6,87 67,08+7,18 74,33+19,91 60,38+7,02
AST (UL/) 128,3+5,53 174,2+4,21 161,8+3,25* 162,6+2,51*

Os resultados estéo expressos como média £ DP. One Way ANOVA. *p < 0,05 vs SHR.

5.3 Efeito do tratamento com carvacrol sobre a ECA

A Figura 7 mostra o efeito do carvacrol por via oral na atividade da ECA I. Os SHR

apresentaram aumento dos niveis plasmaticos da enzima (24,19 + 7,4 ng/mL). O tratamento

com o0 ARA (Losartana 50 mg/Kg/dia) ndo mostrou reduzir a atividade da ECA 1 dos animais

hipertensos (18,10 £ 5,1 ng/mL), porém sem diferir estatisticamente dos animais Wistar (10,5

* 6,24 ng/mL). Em continuidade, o tratamento com carvacrol 20 mg/Kg/dia, por 30 dias,

reduziu a atividade da ECA 1 (9,0 £ 3,13 ng/mL), a niveis semelhantes dos animais Wistar.

Os dados sugerem que o efeito anti-hipertensivo do carvacrol possa envolver a inibi¢do

da ECA I, modulando assim o sistema renina-angiotensina-aldosterona.
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Figura 7 - Efeito do tratamento com carvacrol sobre os niveis séricos da ECA.
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Os resultados estéo expressos como média £ DP. One-way ANOVA, Tukey. *p < 0,05 vs SHR, # p < 0,05 vs
Wistar.
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6 DISCUSSAO

Este estudo € pioneiro em avaliar o efeito anti-hipertensivo do carvacrol sobre o sistema
renina-angiotensina-aldosterona através de parametros hemodinamicos e bioguimicos em SHR,
durante quatro semanas de tratamento. Os resultados evidenciam que o tratamento com
carvacrol 20 mg/Kg diariamente foi capaz de reduzir a PAS, PAD e PAM, além de promover
melhoras significante sobre os marcadores renais, hepéticos e lipidicos, bem como as doses
diarias de carvacrol foram capazes de inibir significativamente a ECA 1.

Com relagcdo aos efeitos anti-hipertensivos desempenhados pelo carvacrol, outros
estudos tém demonstrado que os monoterpenos promovem efeitos cardiovasculares por meio
da combinagdo da atividade vasodilatadora, anti-inflamatéria e antioxidante (Santos et al.,
2011; El-Sayed et al., 2016). Dessa forma, estudos farmacoldgicos anteriores desenvolvidos
por Aydym et al. (2007) e Dantas et al. (2015) observaram atividade hipotensora e anti-
hipertensiva do carvacrol no modelo de hipertenséo induzida por L-NAME, no entanto, nesses
estudos, o carvacrol foi administrado por via intravenosa e intraperitoneal, cujo mecanismo de
acao proposto foi a inibicdo de canais de calcio.

Recentemente, Costa et al. (2021), corroborando com nossos achados, observaram que
0 uso do carvacrol 20 mg/Kg/dia por via oral associado ao treinamento aerdbico foi capaz de
reduzir a pressdo arterial e parametros cardiovasculares, sugerindo efeito anti-hipertensivo
comparavel aamlodipina, possivelmente por acdo inibidora de influxo de calcio pela membrana
celular.

Semelhantemente aos nossos resultados, Dias et al. (2021) apontaram em seu estudo
que 30 dias de tratamento com o carvacrol 20 mg/Kg/dia por via oral, foi capaz de induzir efeito
anti-hipertensivo associado a menor RVP, com reducdo da PA a niveis comparaveis aos da
droga anti-hipertensiva padrao (Losartana 50 mg/Kg), e aumento na expressao dos receptores
MAS no tecido renal. Esses resultados corroboram com nosso estudo, onde é possivel
evidenciar que quatro semanas de tratamento com carvacrol foram eficazes na regulagdo da PA,
cujo efeito mostra-se promissor na modulacdo do SRAA, contribuindo para esclarecer o
mecanismo de ac¢ao anti-hipertensivo desse monoterpeno.

Outro efeito importante observado através do presente estudo, foi a capacidade do
carvacrol em reduzir a atividade da ECA I, atingindo niveis semelhantes aos dos animais
Wistar. Corroborando com esses resultados, Alcaide-Hidalgo et al., (2020), evidenciaram em
seu trabalho que a utilizacéo de peptideos do extrato de azeite extra virgem apresentou atividade

inibitéria da ECA e efeito anti-hipertensivo. Wu et al., (2020), estudaram o efeito anti-
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hipertensivo de peptideos presentes no extrato de Astragalus membranaceus em SHR, onde
evidenciou que a presenca de peptideos no extrato apresentou efeito inibidor da ECA e reduziu
a pressao arterial. A partir dessas analises, infere-se que o carvacrol é capaz de inibir a atividade
da ECA 1, demonstrando que sua acao anti-hipertensiva possa ocorrer por esse mecanismo.

Em relag&o aos parametros bioquimicos, foi observado que a administracdo do carvacrol
20 mg/Kg/dia foi capaz de reduzir os niveis séricos de TG, VLDL, CT, TG/HDL, CT/HDL,
uréia e AST. Indo ao encontro dos nossos resultados, Aristatile et al. (2009) revelaram em seu
estudo que o tratamento realizado com carvacrol no periodo de 21 dias reduziu marcadores de
lesdo hepatica, renal e lipidicos. Esse achado foi corroborado por Kim et al. (2013), onde a
administracdo do carvacrol em camundongos apontou efeito hepatoprotetor, bem como
reducdes dos marcadores lipidicos e hepaticos.

Em conjunto, nossos achados evidenciam que quatro semanas de tratamento com
carvacrol 20 mg/kg/dia mostra agéo anti-hipertensiva, possivelmente atuando como inibidor da
ECA 1. Foi possivel observar magnitude de reducdo da pressdo arterial em ratos hipertensos
semelhante a losartana 50 mg/kg (anti-hipertensivo antagonista dos receptores de angiotensina
ja empregado na pratica clinica no tratamento da hipertensdo), sem acdo deletéria sobre o

metabolismo lipidico, ainda com efeito renoprotetor e hepatoprotetor.
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7 CONCLUSAO

Em concluséo, o presente estudo mostrou que a administracdo do carvacrol 20
mg/Kg/dia por via oral por quatro semanas de tratamento promove acgéo anti-hipertensiva.

Além disso, o carvacrol desempenhou atividade inibitoria da ECA 1, com niveis
semelhantes ao Wistar. Desse modo, sugerindo que o efeito anti-hipertensivo do carvacrol possa
envolver a inibicdo da ECA |, modulando assim o sistema renina-angiotensina-aldosterona.

Por fim, a administracdo do carvacrol ainda proporcionou efeitos benéficos sobre os
parametros bioquimicos, onde foi evidenciado melhoras nos niveis lipidicos, em marcadores da

funcdo hepética e renal.
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ANEXO A - COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA . -
3E

CIAEP: 01.0341.2014

Camissza de Edca no Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada: “EFEITO DO TRATAMENTO COM
CARVACROL E SUA INTERACAO COM EXERCICIO FISICO AEROBIO SOBRE AS
VARIAVEIS CARDIOVASCULARES, AUTONOMICAS E HEMODINAMICAS EM
RATOS ESPONTANEAMENTE HIPERTENSOS (SHR)", Processo ne
23115.004102/2019-21, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Natalino Salgado
Filho que envolve a produ¢ao, manutenc¢ao ou utilizagdao de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica
(ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n? 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal (CONCEA),
e foi considerado APROVADO pela Comissido de Etica no Uso de Animais (CEUA -
UFMA) da Universidade Federal do Maranhao.

1 FINALIDADE () ENSINO (X) PESQUISA () EXTENSAO
| Vigéncia da autorizagao 1 30/06/2019 a30/07/2020

| Espécie/linhagem /raca | Ratos — Wistar —Rattus novergicus

' N€° de animais ' 100 animais (20 Wistar e 80 SHR)

| Peso/Idade | 250 a 350g/60 dias

| Sexo | Machos

| Origem | Biotério Central da UFMA

\Plor—

Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho
Presidente da Comissido de Etica no uso de Animais - CEUA/UFMA




